aim

Aix Marseille Université

APPEL A PROJETS DE THESE 2026
CONCOURS DE L'ED 658 - Sciences du vivant

Formulaire a compléter et déposer par les porteurs du projet de thése HDR via I'adresse mail suivante :
ed658@univ-amu.fr OU/ET romane.haddadi@univ-amu.fr

MERCI DE METTRE EN SUJET DU MAIL : Concours ED 658 2026 porteur de projet

Ces dossiers seront publiés pour que les candidats postulent.

au plus tard le 3 mars 2026.

INTITULE DU PROJET

Expression in vivo d’un récepteur antigénique chimérique (CAR) CAR-Nectin-4 dans des cellules cytotoxiques et
modulation de CISH point de contréle immunitaire pour potentialiser la réponse anti-tumorale

1- Directrice ou directeur de thése HDR

NOM GUITTARD Prénom Geoffrey

Téléphone portable | 0627290894 Courriel geoffrey.guittard@inserm.fr

Unité de recherche (UR) de rattachement

CNRS - Centre national de la recherche scientifique (UMR 7258)
INSERM - Institut national de la santé et de la recherche
medicale (U 1068)

AIX-MARSEILLE - Universite Aix-Marseille (UM 105)

CAC4 MARSEILLE - Centre régional de lutte contre le cancer -
Institut Paoli-Calmettes (UMR 7258)

Code (acronyme et n°) de I'UR a AMU :

Nom de I'UR : Centre de recherche en cancérologie de Marseille

Directrice ou directeur de I'UR

Nom Borg Prénom Jean-Paul

2- Codirectrice ou codirecteur de thése, le cas échéant

NOM Nunes Prénom Jacques

Téléphone portable Courriel Jacques.nunes@inserm.fr

Unité de recherche (UR) de rattachement

Code (acronyme et n°) de I'UR a AMU : | Université Aix-Marseille (UM 105)

Nom de I'UR : Université Aix-Marseille (UM 105)

Directrice ou directeur de I’'UR

Nom Borg Prénom Jean-Paul

SPECIALITE : (Rayer les mentions inutiles)

Page 1sur1l
EDG658 - Ecole Doctorale Sciences du Vivant T +33 (0)4 13 94 19 63 Site: https://ecole-doctorale- 658.univ-amu.fr/ Campus Luminy
- 163 Avenue de Luminy - Marseille, 13009 Email: ed658@univ-amu.fr Bat TPR1 — RdC - bureau E.007



mailto:ed658@univ-amu.fr
mailto:ed658@univ-amu.fr

aim

Aix Marseille Université

APPEL A PROJETS DE THESE 2026
CONCOURS DE L'ED 658 - Sciences du vivant

SOUS JURY POUR LE CONCOURS : (Rayer les mentions inutiles)
JURY 1 : BIOLOGIE CELLULAIRE

JURY 2 : MICROBIOLOGIE - GENOMIQUE

JURY 3 : NEURSOCIENCES

MERCI DE REMPLIR TOUTES LES INFORMATIONS EN FRANCAIS ET EN ANGLAIS

Page 2 sur11
EDG658 - Ecole Doctorale Sciences du Vivant T +33 (0)4 13 94 19 63 Site: https://ecole-doctorale- 658.univ-amu.fr/ Campus Luminy
- 163 Avenue de Luminy - Marseille, 13009 Email: ed658@univ-amu.fr Bat TPR1 — RdC - bureau E.007



mailto:ed658@univ-amu.fr

aim

Aix Marseille Université

APPEL A PROJETS DE THESE 2026
CONCOURS DE L'ED 658 - Sciences du vivant

Description de la problématique de recherche - Project description
Les immunothérapies révolutionnent le traitement de nombreuses pathologies, y compris certains cancers, en

ciblant principalement les lymphocytes cytotoxiques (CT; T CD8+, T y& et cellules Natural Killer, NK). Une
approche efficace utilise des anticorps pour bloquer des récepteurs inhibiteurs (CTLA-4, PD-1...) a la surface des
cellules T. Cependant, certains patients restent réfractaires a ces traitements et de nouvelles approches sont
nécessaires (PMID 32433532). Plus récemment, la thérapie par cellules CAR-T (lymphocytes T modifiés pour
exprimer un récepteur artificiel chimérique) a été développée pour exprimer un récepteur capable de
reconnaitre et d'attaquer les cellules tumorales. En 2017, les premiers protocoles cliniques ont été validés pour
traiter les patients atteints de leucémies B et de lymphomes (PMID 27550819). Cependant, ces approches restent
colteuses et techniquement complexes, notamment pour certains types de CT comme les T y6 et NK (PMID
36423279).

Nous avons développé un CAR de 2eme génération ciblant I’antigéne tumoral Nectin-4 (CARTN4) exprimé par
plusieurs tumeurs solides (cancer du sein, urothélial et colon). Dans des modeles pré-cliniques, I'injection de
CARTN4 engendre une régression tumorale dans des modeles de CDX (cell-derived xenograft) ou PDX (patient-
derived xenograft) ( biorxviv https:// doi.org /10.1101 /2025.09.30.679440).

De plus, il existe des freins intracellulaires qui régulent finement la signalisation des lymphocytes. Parmi ces
points de contrdle inhibiteurs intracellulaires (PCIl), le laboratoire a montré que I’absence de CISH (Cytokine
inducible SH2 containing protein), favorise les fonctions antitumorales des cellules T CD8+ et NK (PMID
26527801, 35589278). Ces études fondamentales ont permis la mise en place d’essais cliniques de phase /Il
(NCT04426669, NCT05566223) ou le géne CISH est ciblé par CRISPR-Cas9 dans des lymphocytes T CD8+ infiltrés
au niveau de la tumeur (TILs) de patients atteints d’un cancer gastro-intestinal (Gl) ou de cancer du poumon non
a petites cellules (NCLCC- en combinaison avec un anticorps anti-PD-1 (Pembrolizumab). Le résultat de I'essai
clinique NCT04426669 a permis d’apprécier I'intérét de cibler CISH en clinique avec notamment une réponse
compléte obtenue aprées le traitement d’une patiente atteinte d’un cancer du cblon de Stade IV (PMID:
40315882).

La modification génétique ex vivo reste cependant trés onéreuse nécessitant des installations complexes et une
manipulation expérimentale fastidieuse pouvant compromettre I'efficacité ou I'utilisation du produit cellulaire
en clinique. PMID: 38226974 .

L’objectif de cette thése est de développer une méthode de transduction ou transfection avec un vecteur
lentiviral ou des LNPs (liponanoparticules) in vivo pour exprimer les constructions CARTN4 et invalider le
checkpoint intracellulaire CISH dans les CT en les ciblant par des anticorps spécifiques propriétaires. Les
fonctions des CT seront étudiées in vitro et in vivo. L'ingénierie directe in vivo des cellules cytotoxiques constitue
une solution rapide, universelle, capable de contourner a la fois la complexité et les co(ts associés aux cellules
fabriquées ex vivo, pour une efficacité comparable associée a moins de toxicités.
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Immunotherapies are revolutionizing the treatment of many diseases, including certain cancers, by primarily
targeting cytotoxic T cells (CT; CD8+ T cells, y6 T cells, and natural killer cells, NK). One effective approach uses
antibodies to block inhibitory receptors (CTLA-4, PD-1, etc.) on the surface of T cells. However, some patients
remain resistant to these treatments, and new approaches are needed (PMID 32433532). More recently, CAR-T
cell therapy (T lymphocytes modified to express an artificial chimeric receptor) has been developed to express
a receptor capable of recognizing and attacking tumor cells. In 2017, the first clinical protocols were validated
for treating patients with B-cell leukemia and lymphoma (PMID 27550819). However, these approaches remain
costly and technically complex, particularly for certain types of CT such as T y6 and NK (PMID 36423279).

We have developed a second-generation CAR targeting the tumor antigen Nectin-4 (CARTN4) expressed by
several solid tumors (breast, urothelial, and colon cancer). In preclinical models, CARTN4 injection induces tumor
regression in CDX (cell-derived xenograft) or PDX (patient-derived xenograft) models ( biorxviv https:// doi.org
/10.1101 /2025.09.30.679440).

In addition, there are intracellular brakes that finely regulate lymphocyte signaling. Among these intracellular
inhibitory checkpoints (PCIl), the laboratory has shown that the absence of CISH (Cytokine inducible SH2
containing protein) promotes the antitumor functions of CD8+ T cells and NK cells (PMID 26527801, 35589278).
These fundamental studies have led to the establishment of phase I/Il clinical trials (NCT04426669,
NCT05566223) in which the CISH gene is targeted by CRISPR-Cas9 in tumor-infiltrating CD8+ T cells (TILs) from
patients with gastrointestinal (GI) cancer or non-small cell lung cancer (NSCLC) in combination with an anti-PD-1
antibody (Pembrolizumab). The results of clinical trial NCT04426669 demonstrated the clinical value of targeting
CISH, with a complete response achieved after treatment of a patient with stage IV colon cancer (PMID:
40315882).

However, ex vivo genetic modification remains very costly, requiring complex facilities and tedious
experimental manipulation that can compromise the efficacy or use of the cell product in clinical settings.
PMID: 38226974.

The objective of this thesis is to develop a method of transduction or transfection with a lentiviral vector or
LNPs (lipoprotein nanoparticles) in vivo to express CARTN4 constructs and invalidate the intracellular CISH
checkpoint in CTs by targeting them with proprietary specific antibodies. The functions of CTs will be studied in
vitro and in vivo. Direct in vivo engineering of cytotoxic cells is a rapid, universal solution that can circumvent
both the complexity and costs associated with ex vivo-manufactured cells, offering comparable efficacy with
fewer toxicities.
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Mots clés — Keywords

Immunothérapie intracellulaire — Thérapie cellulaire — Points de contrdle cellulaires (intra et extra) — Signalisation —
Réponse anti-tumorale des lymphocytes T — Ingénierie cellulaire — Modification génétique in vivo .

Intracellular immunotherapy — Cell therapy — Cellular checkpoints (intra- and extra-) — Signaling — Anti-tumor
response of T lymphocytes — Cell engineering — In vivo genetic modification.

Thématique / Domaine / Contexte - Theme / Field / Context

Actuellement, le processus de fabrication des cellules CAR-T de grade clinique est complexe, long et tres colteux.
L'ingénierie directe in vivo des cellules cytotoxiques (CT) constitue une solution idoine pour contourner ces aspects.
La Nectin-4 a été identifiée au CRCM comme un biomarqueur pertinent dans de nombreux carcinomes (PMID :
17474988). Un nouveau CAR-T Nectin-4 (CARTN4) a été développé au laboratoire qui est efficace contre les cancers
mammaires triple négatifs. (biorxviv https:// doi.org /10.1101 /2025.09.30.679440). Tout comme il existe des freins
extracellulaires, tels que PD-1 ou CTLA-4, il existe des freins intracellulaires qui permettent de réguler finement
I'activation du lymphocyte T CD8+ apres I'engagement de son TCR (PMID: 37217244) . Parmi ces checkpoints
inhibiteurs intracellulaires, le laboratoire a montré que I'absence de CISH (Cytokine inducible SH2 containing protein),
qui appartient a la famille des SOCS (suppressor of cytokine signaling), favorise les fonctions anti-tumorales des
lymphocytes T CD8+ et NK (PMID 26527801, 35589278).

Le développement d’une technologie de CAR in vivo représente actuellement une approche déterminante dans les
stratégies de thérapie cellulaires. Cette stratégie in vivo est le vrai futur de la thérapie cellulaire et permettra
d’obtenir un produit « prét a 'emploi » injectable a un plus grand nombre de patients pour un colt extrémement
réduit. Cette approche représente un axe déterminant pour nos études futures, en particulier la découverte d’un
ciblage par anticorps efficace in vivo et spécifique des cellules cytotoxiques représentera un outil valorisable et
adaptable pour d’autres approches, comme le ciblage de point de contréle immunitaires intracellulaires que nous
étudions au laboratoire.

Currently, the process of manufacturing clinical-grade CAR-T cells is complex, lengthy, and very costly. Direct in vivo
engineering of cytotoxic (CT) cells is a suitable solution to circumvent these issues. Nectin-4 has been identified at
the CRCM as a relevant biomarker in many carcinomas (PMID: 17474988). A new Nectin-4 CAR-T (CARTN4) has been
developed in the laboratory that is effective against triple-negative breast cancers. (biorxviv https:// doi.org /10.1101
/2025.09.30.679440). Just as there are extracellular brakes, such as PD-1 or CTLA-4, there are intracellular brakes
that allow fine regulation of CD8+ T cell activation after TCR engagement (PMID: 37217244). Among these
intracellular inhibitory checkpoints, the laboratory has shown that the absence of CISH (Cytokine Inducible SH2
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Containing Protein), which belongs to the SOCS (Suppressor of Cytokine Signaling) family, promotes the anti-tumor
functions of CD8+ T cells and NK cells (PMID 26527801, 35589278).

The development of in vivo CAR technology is currently a key approach in cell therapy strategies. This in vivo strategy
represents the true future of cell therapy and will enable the creation of a “ready-to-use” product that can be injected
into a larger number of patients at a significantly reduced cost. This approach represents a key focus for our future
studies. In particular, the discovery of effective in vivo antibody targeting specific to cytotoxic cells will represent a
valuable and adaptable tool for other approaches, such as the targeting of intracellular immune checkpoints that we
are studying in the laboratory.
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Objectifs

L’objectif de cette thése est de développer une méthode de transduction ou transfection avec un vecteur lentiviral
ou des LNPs (liponanoparticules) in vivo pour exprimer les constructions CARTN4 et invalider le checkpoint
intracellulaire CISH dans les CT en les ciblant par des anticorps spécifiques propriétaires. Les fonctions des CT seront
étudiées in vitro et in vivo. L'ingénierie directe in vivo des cellules cytotoxiques constitue une solution rapide,
universelle, capable de contourner a la fois la complexité et les colts associés aux cellules fabriquées ex vivo, pour
une efficacité comparable associée a moins de toxicités.

Les objectifs spécifiques sont :

I- Ciblage par anticorps spécifique des cellules T/NK/Tyé

- Expression in vitro du CARTN4 par un vecteur viral ou LNPs

- Invalidation in vitro du géne CISH dans les CT

V- Evaluation fonctionnelle in vitro du double ciblage CARTN4 et CISH KO

V- Evaluation in vivo de I’expression, du ciblage aux CT et des capacités antitumorales du CARTN4

Le projet repose sur des collaborations solides et ayant permis des publications par le passé.

The objective of this thesis is to develop a method of transduction or transfection with a lentiviral vector or LNPs
(lipoprotein nanoparticles) in vivo to express CARTN4 constructs and invalidate the intracellular CISH checkpoint in
CTs by targeting them with proprietary specific antibodies. The functions of CTs will be studied in vitro and in vivo.
Direct in vivo engineering of cytotoxic cells is a rapid, universal solution that can circumvent both the complexity and
costs associated with ex vivo-manufactured cells, offering comparable efficacy with fewer toxicities.

The specific objectives are:

I- Specific antibody targeting of T/NK/Tyé cells

ll- Invitro expression of CARTN4 by a viral vector or LNPs

lll- In vitro invalidation of the CISH gene in TCs

IV- In vitro functional evaluation of dual targeting of CARTN4 and CISH KO

V- Invivo evaluation of the expression, targeting of CTs, and antitumor capabilities of CARTN4

The project is based on solid collaborations that have led to publications in the past.
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Méthode — Method

Le projet, reposera sur des technologies de transductions virales (Lentivirus, CRISPR-Cas9...) et transfections par LNPs
non virales. Des expériences de cytométries, PCR, Western-blot, immunohistochimie seront réalisées. Des cultures
de cellules immunes primaires humaines issus de sang périphériques seront réalisées, ainsi que de la culture cellulaire
de modeles cellulaires cancéreux. En finalité des expériences pré-cliniques maitrisées au laboratoire seront
entreprises pour tester I'expression et la spécificité in vivo de I'expression de nos constructions ainsi que leur impact
sur I'activité anti-tumorale des lymphocytes cytotoxiques.

The project will be based on viral transduction technologies (lentivirus, CRISPR-Cas9, etc.) and non-viral LNP
transfections. Cytometry, PCR, Western blot, and immunohistochemistry experiments will be performed. Primary
human immune cell cultures derived from peripheral blood will be performed, as well as cell cultures of cancer cell
models. Finally, controlled preclinical experiments will be conducted in the laboratory to test the expression and
specificity in vivo of our constructs, as well as their impact on the anti-tumor activity of cytotoxic lymphocytes.
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1. Alexandrine Faivre, Laurent Gorvel, Léa Laban, Loréne Ferreira, Emmanuelle Josselin, Muge Kaya, Anne Farina,
Rémy Castellano, Jacques A. Nunes, Anne-Sophie Chrétien, Geoffrey Guittardy, Marc Lopez and Daniel Olive.
CAR T cells targeting Nectin-4 safely overcome resistance to anti-Nectin-4 antibody-drug conjugate in solid
tumors. Preprint. bioRxiv 2025.09.30.679440; doi: https://doi.org/10.1101/2025.09.30.679440
This study validates our expertise and CAR-T cells. It is currently submitted to JITC journal. In this study,
we identify a new scFv targeting Nectin-4 expressed in tumors but not in human skin. Nectin-4 expression
in skin is responsible for adverse events observed with the anti Nectin-4 ADC (antibody-drug conjugate)
enfortumab vedotin (EV) in metastatic urothelial carcinoma. Our Nectin-4 CAR-T cells (N4CART)
markedly infiltrate tumors and are efficient against mouse models xenografted with tumor cells,
tumors that have become resistant to EV, or tumors from TNBC (triple-negative breast cancers)
patients. NACART cells are efficient on several nectin-4low tumors not sensitive to EV including
TNBC, colon cancer, and urothelial cancer. Finally, we show that the use of Baboon envelope
pseudotype lentivirus (BaEV) greatly improves the transduction efficiency, maintaining anti-tumor efficiency.
2. Le Floch AC, Imbert C, Boucherit N, Gorvel L, Fattori S, Orlanducci F, Le Roy A, Archetti L,
Crescence L, Panicot-Dubois L, Dubois C, Vey N, Briantais A, Anastasio A, Cano C, Guittard G,
Frechin M, Olive D. Targeting BTN2A1 Enhances Vy9Vd2 T-Cell Effector Functions and Triggers Tumor
Cell Pyroptosis. Cancer Immunol Res. 2024 Dec 3;12(12):1677-1690. doi: 10.1158/2326-6066.CIR-23-
0868.
This study from the lab, report a the use of agonistic BTN2A1 antibodies to enable yé T cells activation and
killing of acute lymphoblastic leukemia cells and solid tumor cells by pyroptosis tumor cell death.
3. Delehedde C, Ciganek |, Bernard PL, Laroui N, Da Silva CC, Goncalves C, Nunes J, Bennaceur-

Griscelli AL, Imeri J, Huyghe M, Even L, Midoux P, Rameix N, Guittard G, Pichon C. Enhancing natural
Killer cells proliferation and cytotoxicity using imidazole-based lipid nanoparticles encapsulating
interleukin-2 mMRNA. Mol Ther Nucleic Acids. 2024 Jun 26;35(3):102263. doi:
10.1016/j.omtn.2024.102263.
Original paper validating the collaboration with Prof. Chantal Pichon. We have demonstrated significant
results for the expression of GFP protein and interleukin-2 (IL-2) in NK cells, which are very difficult to
genetically modify, promoting their cytotoxic capabilities.
4. Demerlé C, Gorvel L, Mello M, Pastor S, Degos C, Zarubica A, Angelis F, Fiore F, Nunes JA,
Malissen B, Greillier L, Guittard G, Luche H, Barlesi F, Olive D. Anti-HVEM mAb therapy improves
antitumoral immunity both in vitro and in vivo, in a novel transgenic mouse model expressing human
HVEM and BTLA molecules challenged with HVEM expressing tumors. J Immunother Cancer. 2023
May; 11(5):e006348. doi: 10.1136/jitc-2022-006348.

Study exploring the role of the antibody developed in the laboratory (clone HYEM18-10). Similar to the PD-
1/PDL-1 axis, the HYEM18-10 antibody prevents the binding of HVEM and BTLA, leading to the inhibition of
T lymphocytes. Using original mouse models expressing human BTLA and HVEM receptors, we were able
to demonstrate tumor suppression using this antibody. We developed several preclinical models to
challenge and evaluate the activity of T cells.

5. Laletin V, Bernard PL, Costa da Silva C, Guittard G{, Nunes JA. Negative intracellular regulators of

T-cell receptor (TCR) signaling as potential antitumor immunotherapy targets. J Immunother Cancer.
2023 May;11(5):e005845. doi: 10.1136/jitc-2022-005845.
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Review describing T-cell signaling pathways. Particular emphasis is placed on intracellular checkpoints that
inhibit signaling, such as CISH. The idea is to identify checkpoints that we can target genetically for benefit
in immunotherapy.
6. Pastor S, Wicinski J, Charafe-Jauffret E, Verhoeyen E, Guittard GY[t, Ginestier C. Production of
CRISPRI-engineered primary human mammary epithelial cells with baboon envelope pseudotyped
lentiviral vectors. STAR Protoc. 2023 Jan 19;4(1):102055. doi: 10.1016/].xpro.2023.102055. Online

ahead of print.
Protocol describing the production of lentiviral particles expressing a baboon envelope (BAEV). This new
virus pseudotype was developed by Els Verhoeyen (C3M, Nice). As a result of this collaboration, and
thanks to this type of virus, we are able to effectively modify primary human NK cells (publication 5), as well
as normal human primary mammary cells, which are known to be very difficult to genetically modify, in
collaboration with Christophe Ginestier and Emmanuelle Charafe's team at the CRCM (Richart L et al. Cell
2022).

7. Bernard PL, Delconte R, Pastor S, Laletin V, Costa Da Silva C, Goubard A, Josselin E, Castellano R,

Krug A, Vernerey J, Devillier R, Olive D, Verhoeyen E, Vivier E, Huntington ND, Nunes J, Guittard
G1t. Targeting CISH enhances natural cytotoxicity receptor signaling and reduces NK cell exhaustion
to improve solid tumor immunity. J Immunother Cancer. 2022 May;10(5):e004244.

Publication validating the genetic targeting of CISH in murine and human NK cells. We established a
conditional CISH KO mouse model in NK cells and demonstrated in vivo and in vitro an increase in the
functionality of CISH KO NK cells against triple-negative breast cancer cells. We were also able to
genetically target human NK cells (using the baboon lentiviral envelope described in publication 4) and
demonstrate an increase in antitumor activity in vitro.

Conditions scientifiques matérielles et financieres du projet de recherche - Scientific, material, and financial
conditions of the research project

Demandes de financements en cours :
Amidex, PLBIO et la ligue thérapie cellulaire innovante.

Current funding applications:
Amidex, PLBIO, and the Innovative Cell Therapy League.
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Aix Marseille Université

APPEL A PROJETS DE THESE 2026
CONCOURS DE L'ED 658 - Sciences du vivant

o Connaissances approfondies en biologie, cancérologie et immunologie

e Techniques de cyrtométrie en flux, biochimie (WB, IP...) et biologie moléculaire
(Clonage, transduction, PCR ...).

« Biologie, Immunologie : méthodologie appliquée (connaissance approfondie)

¢ Réglementation en matiére d’expérimentation animale,

o Réglementation en matiére d’hygiene et sécurité et surtout des laboratoires L2,
o Connaissance des logiciels, FlowJo et GraphPad

e Sens de l'organisation

o Autonomie, rigueur

e Sens du travail d’équipe

o Capacité d’analyse, esprit d’'initiative

e Anglais lu, écrit, parlé (niveau scientifique)

¢ In-depth knowledge of biology, oncology, and immunology

* Flow cytometry techniques, biochemistry (WB, IP, etc.), and molecular biology
(cloning, transduction, PCR, etc.).

¢ Biology, immunology: applied methodology (in-depth knowledge)

¢ Regulations governing animal experimentation

¢ Regulations governing health and safety, particularly in L2 laboratories
¢ Knowledge of FlowJo and GraphPad software

¢ Organizational skills

¢ Independence, rigor

e Teamwork skills

¢ Analytical skills, initiative

¢ English reading, writing, and speaking skills (scientific level)
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