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Résumé du théme de recherche de I’équipe d’accueil (une dizaine de lignes maximum) :

L'alpha-synucléine est largement exprimée dans le systeme nerveux central. Présente au
niveau des synapses, elle modulerait la transmission des signaux électriques entre les
neurones, mais sa fonction exacte reste inconnue [Specht 2021]. Dans des conditions
pathologiques, 1’alpha-synucléine subit un mauvais repliement et forme des dépdts
intracellulaires appelés neurites et corps de Lewy. Ces formes fibrillaires de 1’alpha-
synucléine sont toxiques pour les neurones et entrainent a terme la mort cellulaire. Les
fibrilles d’alpha-synucléine sont également libérées par les neurones endommagés et se
propagent a la maniere des prions dans 1’ensemble du systeme nerveux central [Burger et al.
2025]. Ce mécanisme pathologique est commun a plusieurs maladies neurodégénératives
connues sous le nom d’alpha-synucléinopathies, notamment la maladie de Parkinson (MP),
la maladie a corps de Lewy (MCL) et I’atrophie multisystématisée (MSA).

Titre du projet de stage :
Détection des premiéres étapes de la pathologie de I'alpha-synucléine
a l'aide de nouvelles sondes moléculaires

Projet de stage : (une vingtaine de lignes maximum)

Ce projet abordera deux questions importantes concernant le mécanisme pathologique sous-
jacent aux pathologies liées a 1’alpha-synucléine. Premierement, par quelle voie les fibrilles
d’alpha-synucléine se transmettent-elles d’un neurone a 1’autre ? Deuxiémement, quelles
sont les premieres conséquences moléculaires de I’agrégation de 1’alpha-synucléine sur la
structure et la fonction synaptiques ? L’objectif est d’identifier les tout premiers stades de
I’internalisation et de I’agrégation de 1’alpha-synucléine et d’étudier les processus associés :
interaction avec les récepteurs membranaires, déformation membranaire, recrutement de
facteurs d’internalisation. Ce projet permettra ainsi de mieux comprendre le mécanisme
pathologique des alpha-synucléinopathies.

A ce jour, nous ne disposons pas des outils nécessaires pour aborder ces questions de

.....

résolution dans les neurones. Dans le cadre de ce projet, nous développerons de nouvelles
sondes moléculaires ciblant les formes agrégées de I’alpha-synucléine. Ces sondes
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s’appuieront sur des anticorps connus spécifiques a la conformation et a la phosphorylation
de I’alpha-synucléine, qui seront optimisés par conception rationnelle afin d’améliorer leur
spécificité, leur taille et leurs propriétés optiques [Doshi et al. 2014]. L’objectif est de
produire des nanobodies présentant une sélectivité élevée pour les formes fibrillaires de
I’alpha-synucléine. Lorsqu’ils seront exprimés dans les neurones, ces nanobodies (ou
intrabodies) seront recrutés vers les agrégats d’alpha-synucléine et les sites d’entrée des
formes protéopathiques de I’alpha-synucléine.

Techniques mises en ceuvre par le stagiaire :

Les expériences réalisées dans les cellules feront appel a la microscopie de localisation de
molécules uniques (SMLM), une technique d’imagerie super-résolutive reposant sur la
détection de protéines fluorescentes individuelles avec une résolution de I’ordre du
nanometre [Arizono et al. 2023]. La SMLM permet de localiser, de compter et de suivre les
mouvements de molécules individuelles dans des cellules vivantes avec une précision qui
dépasse la limite de diffraction de la lumiére. Pour I’analyse ultrastructurale des sites
d’entrée et de la formation précoce d’agrégats, nous développerons davantage la
microscopie corrélative optique et électronique (CLEM, [Maynard et al. 2021]). Ensemble,
ces différents axes de recherche permettront de mettre en lumiére les premiéres étapes par
lesquelles les formes agrégées d’alpha-synucléine sont transmises entre les neurones, ainsi
que les effets en aval sur la dynamique de I’alpha-synucléine dans les neurones affectés.

Plan de travail et méthodologie

Tache 1 : Production de nanobodies recombinants dirigés contre 1’alpha-synucléine mal
repliée ainsi que contre des fibrilles amyloides marquées par fluorescence : bio-
informatique, clonage moléculaire (mutagenese, fusion avec des protéines fluorescentes,
etc.).

Tache 2 : Caractérisation in vitro et dans les neurones des sondes nanométriques :
microscopie électronique a transmission (TEM) et marquage immunogold, expression
virale dans des neurones en culture, marquage par fluorescence.

Tache 3 : Analyse biophysique et ultrastructurale dans des neurones en culture : induction

de I’agrégation avec des fibrilles amyloides et suivi par microscopie de localisation de
molécules uniques (SMLM), congélation a haute pression et microscopie corrélative
optique et électronique (CLEM) afin de caractériser la topologie et 1’organisation des
agrégats précoces d’alpha-synucléine au niveau moléculaire.

Résultats attendus

Grace a la haute précision spatiale et a la sensibilité exceptionnelle de la microscopie de
localisation de molécules uniques (SMLM), associée a la microscopie électronique
(CLEM), ce projet permettra de visualiser les sites d’internalisation des formes fibrillaires
de I’alpha-synucléine et d’identifier les événements initiaux de 1’agrégation de 1’alpha-
synucléine endogene dans les neurones. Cela est possible par le développement de sondes
hautement spécifiques ciblant les nanoagrégats d’alpha-synucléine. Notre projet apportera
ainsi de nouvelles informations sur les mécanismes moléculaires et cellulaires sous-jacents
aux maladies neurodégénératives [Burger et al. 2025].
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Autres informations:

Etudiants actuellement en thése ou en M2 dans I’équipe d’accueil. Pour chague étudiant indiquez
le nom du responsable de thése, 'année du début de la thése et I'Ecole Doctorale de rattachement

Nom Date début Date de fin Ecole doctorale Financement
AUDAP Lorie 01/12/2026 fin 2028 BIOSIGNE ANR

BU Yakun 01/01/2026 fin 2028 BIOSIGNE IRME

CHEN Kerry 01/10/2026 fin 2028 BIOSIGNE COFUND
DUPUIS Léo 01/11/2022 2026 BIOSIGNE ANR

GARCIA Lolie 01/11/2023 2026 BIOSIGNE MESR
GULSEREN Dalya 01/03/2025 début 2028 BIOSIGNE Fond Vaincre Alz
HEINTZ Alexandra 01/01/2025 fin 2027 BIOSIGNE Fond Rech Alz
KRIAA Victor 01/10/2025 fin 2028 BIOSIGNE MESR

Etudiants ayant préparé ou soutenu leur thése ou leur M2 dans I’équipe d’accueil au cours des
six derniéres années. Pour chaque étudiant indiquez le nom du responsable de I'étudiant, I'année du
début de la these et de fin de la thése, 'Ecole Doctorale de rattachement et le devenir de I'étudiant.

Théses encadrés par le responsable du stage de M2 (Christian SPECHT):

Nom Durée ED Devenir

SALVATICO Charlotte 2011-2015 ED3C Postdoc

PATRIZIO Angela 2012-2016 ED3C Industrie

YANG Xiaojuan 2015-2019 ED3C Postdoc

FREZEL Noémie 2015-2019 ED3C Postdoc

JAN Audric 2017-2020 ED-PIF Ingénieur de recherche

LIU Christine 2018-2022 ED3C Research scientist (Biogen)

Pour les theses récemment soutenu au sein de notre unité, voir: https://neuro-bicetre.fr/les_theses/

Cette proposition de stage s’adresse-t-elle spécifiquement a un étudiant scientifique, médecin
ou vétérinaire ou bien est-il ouvert a tous les profils ?

Ouvert a tous le profils.

Ce sujet peut-il donner lieu & une thése ?

La poursuite d’'une thése est fortement encouragée.



