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Description de la problématique de recherche - Project description

1. Concept

Une thérapie efficace de I'adénocarcinome pancréatique (ADKP) : un besoin critique non satisfait.

Sans avancées thérapeutiques significatives, cette tumeur exocrine deviendra la 28™ cause de mortalité liée au cancer dans
les pays occidentaux d'ici 2030%2. C’est un cancer de trés mauvais pronostic, avec un taux de survie a 5 ans proche de 13%
tous stades confondus, di a un diagnostic tardif et a une résistance aux traitements de référence
(https://seer.cancer.gov/statfacts/html/pancreas.html). Au diagnostic, seuls 15 a 20 % des patients sont éligibles a une
résection tumorale curative, les autres patients, atteints d’un ADKP localement avancé ou métastatique, sont traités par
FOLFIRINOX (5-fluorouracile/leucovorine avec irinotécan et oxaliplatine) ou gemcitabine associée au Nab-paclitaxel®*. Bien
que ces traitements améliorent modestement la survie sans récidive par rapport a la gemcitabine seule (11 mois contre 6
mois)°, leur sévére toxicité limite leur administration aux patients avec un bon état général de santé.

Cibler les vulnérabilités métaboliques de ’ADKP est une option thérapeutique.

Le microenvironnement de I’ADKP occupe jusqu’a 80% de la masse tumorale, il est riche en fibroblastes activés et en
composants de la matrice extracellulaire (MEC)®. Cette barriére stromale impose des contraintes, e.g. hypoxie, privation de
nutriments, auxquelles les cellules cancéreuses font face en reprogramment leur métabolisme cellulaire afin de satisfaire
leurs besoins en énergie et en biomasse, indispensables a leur expansion au niveau du site primaire et a leur dissémination
vers des sites secondaires’. Au cours des derniéres années, les travaux de notre équipe ont considérablement contribué a
améliorer notre compréhension de la reprogrammation métabolique de I’ADKP, notamment en démontrant une
accentuation de la glycolyse dans les cellules tumorales hypoxiques de I’ADKP (Guillaumond et al., 2013, PMID: 23407165),
ainsi que Il'implication du cholestérol (Guillaumond et al., 2015, PMID: 25675507 ; Acier et al., 2021 PMID: 34413441), de la
MEC et de ses composés (Olivares et al., 2017, PMID: 28685754 ; Efthymiou et al., 2025, PMID: 41385622), du catabolisme
du B -hydroxybutyrate (Gouirand et al., 2022, PMID: 35307861) par les cellules tumorales dans I'agressivité de I’ADKP et sa
résistance a la chimiothérapie.

Un ciblage chrono-modulé d’acteurs métaboliques clés de ’ADKP constituerait une stratégie thérapeutique efficace et
non-préjudiciable pour I’hote

Si les voies métaboliques requises pour la progression tumorale ont été largement décrites, les altérations de leur activation
rythmique au cours d’une journée de 24h, par rapport a celles des tissus sains environnants et distants, demeurent
méconnues. Or, connaitre les différences de profils d’activation des voies métaboliques dans la tumeur vs les tissus sains
permettraient de proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques visant a administrer un/des inhibiteur(s) métabolique(s)
au moment le plus opportun de la journée, i.e. quand ces derniers limiteront considérablement la croissance tumorale sans
endommager les tissus sains (i.e. chronothérapie métabolique). Le bénéfice thérapeutique d’une administration chrono-
modulée de chimiothérapies et d'immunothérapies a déja été démontré dans plusieurs modeles expérimentaux de cancers
et chez des patients atteints de cancers solides avancés®!%.

Dans les tissus sains et métaboliques, I'abondance et par conséquent I'activité de nombreux transporteurs de nutriments,
métabolites et enzymes varient au cours de la journée!?. Ces rythmes de périodicité = 24h, qui coincident avec une
disponibilité accrue des nutriments (période d’activité vs inactivité) et/ou des besoins en énergie et en biomasse??, sont régis
par des horloges cellulaires autonomes, qui sont ajustées quotidiennement sur I’environnement lumineux journalier par
I'horloge centrale (i.e. les noyaux suprachiasmatiques de I'hypothalamus)'®. Les mécanismes moléculaires de I'horloge
reposent sur des boucles de rétroaction transcriptionnelle-traductionnelle négative, impliquant des acteurs moléculaires
clés, dits génes/protéines de I'horloge (i.e. Bmall, Clock, Period 1-3, Cryptochromes 1-2)**. Ces régulateurs transcriptionnels
contrblent également l'expression des genes contrélés par I'horloge (CCG), incluant les genes métaboliques, qui sont
impliqués dans les fonctions rythmiques spécifiques a chaque organe. Des altérations de la synchronisation de ces horloges
autonomes (i.e. travail de nuit, décalage horaire chronique, etc..) ou de leur fonctionnement sont associées au
développement de pathologies métaboliques et a un risque plus élevé de développer certains cancers®3,

Dans I’ADKP de patients opérés, I'expression des genes-horloges est réduite par rapport a celle observée dans le pancréas
adjacent, & un temps donné*>'®, La modélisation de leur expression au cours de la journée prédit une atténuation de leur
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rythmicité dans ’ADKP des patients®’. Leur inhibition dans les cellules d’ADKP accélére la prolifération cellulaire, inhibe
I’apoptose, et potentialise la croissance tumorale!’-21,

2. Résultats princeps

Des ADKP de stade avancé ont été prélevé toutes les 4 heures/48h chez un modele expérimental de cancer du pancréas (i.e.
souris KIC : LSL-Kras®!2%; Ink4a/Arf"/f; pdx1-Cre)?? et les pancréas sains de souris controle de méme age ont été prélevés a la
méme fréquence. Le modeéle KIC reproduit fidelement la maladie chez 'homme et est a la base des travaux publiés par
I’équipe et ayant traits au ciblage métabolique de I’ADKP. Cette biobanque a été complétée par des prélevements d’autres
organes métaboliques et de sérum réalisés a la méme fréquence chez ces deux groupes expérimentaux.

Les profils d’expression journaliers des genes métaboliques et des génes-horloges dans I’ADKP vs le pancréas sain ont été
déterminés par RNA-Seq (Plateforme iGenSeq, ICM, Paris). Le traitement des séries temporelles et périodiques ainsi
obtenues a été réalisé par les bio-informaticiens de I'action structurante MET'CONNECT, sous la supervision de
chronobiologistes de I'INP (D. Becquet et M-M Goutierrez). Les données générées ont été préalablement normalisées puis
filtrées avant d’étre analysées 3 I'aide des packages MetaCycle?® et LimoRhyde sous RStudio. Deux groupes de transcrits
métaboliques, appartenant au Gene Ontology Metabolic Process, ont ainsi été définis, ceux avec un rythme d’expression
similaire (n=840) ou différent (n=668) dans I’ADKP vs le pancréas sain. De ce dernier groupe, 3 sous-groupes distincts ont pu
étre déterminés : les transcrits métaboliques qui ont perdu leur rythmicité dans I’ADKP (G1, n=228), ceux qui deviennent
rythmiques dans I’ADKP (G2, n=91), ceux qui sont rythmiques dans I’ADKP et le pancréas sain mais avec des amplitudes ou
phases différentes (G3, n=101) (Fig. 1).

L'attention de I'équipe s’est portée sur le groupe 1 (G1), dont I'administration d’inhibiteurs de cibles métaboliques pendant
une période temporelle définie permettrait de rétablir une rythmicité dans I’ADKP sans altérer celle du tissu sain. L'analyse
PSEA (Phase Set Enrichment Analysis)?* met en exergue plusieurs processus métaboliques rythmiques qui sont enrichis a un
moment précis de la journée, et révele aussi quels sont les transcrits qui jouent un réle prépondérant dans la rythmicité de
chacun de ces processus (Fig. 2).

3. Hypothese

Etablir la preuve de concept selon laquelle une thérapie anti-métabolique administrée de fagon chrono-modulée
potentialisera son efficacité anti-tumorale, et épargnera les tissus sains, et par conséquent sera plus bénéfique pour le
patient qu’une administration conventionnelle.

Vers un ciblage chrono-modulé du métabolisme des stérols dans ’ADKP avec des inhibiteurs pharmacologiques

Parmi les processus métaboliques candidats (Fig. 2B), le métabolisme du stérol, partageant des génes impliqués dans le
métabolisme des stéroides et la biosynthése des lipides, a retenu notre attention. Ce métabolisme est composé de 13 genes
rythmiques, dont 8 sont impliqués dans la synthése de novo du cholestérol et sa régulation (i.e. G6pdx, Fdps, Sqle, Lss, Cyp51,
Nsdhl, Insig1, Cyb5r3), les autres contribuent a I'internalisation du cholestérol, a son estérification, ou a son élimination (i.e
Ldlr, Soat2, Cyp39a1l, Lcat, Acadl) (Fig. 3).

Si nos travaux antérieurs montraient une surexpression du Ldlr et des genes de la synthese de novo du cholestérol dans
I’ADKP pendant le jour (Guillaumond et al., 2015, PMID: 25675507 ), ici nous montrons que cette surexpression se maintient
tout au long du cycle de 24h et que le rythme d’expression est aboli comparativement a celui du pancréas sain. Chez les
patients atteints de cancer du pancréas, une dérégulation de I’homéostasie du cholestérol a été décrite, i.e. augmentation
des génes de la voie de synthése du cholestérol et des taux de cholestérol dans ’ADKP par rapport au pancréas adjacent
normal, et une concentration en cholestérol dans le sérum plus élevée?. Le ciblage du métabolisme du cholestérol, par une
invalidation génétique du LdIr, ou avec des statines, ou des inhibiteurs de I'estérification du cholestérol chez des modéles
pré-cliniques d’ADKP, augmente significativement la réponse aux chimiothérapies de référence (Gemcitabine, Nab-
Paclitaxel/gemcitabine ou folfirinox) (Guillaumond et al., 2015, PMID: 25675507)?*%’. ’ensemble de ces données conforte
I’'hypothése selon laquelle un ciblage du métabolisme du cholestérol, plus particulierement des cibles non-explorées dans
I’ADKP, telles que Fdps, Sqle et Lss, a un moment optimal de la journée pourrait constituer une stratégie thérapeutique
pertinente pour le traitement de I’ADKP.
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1. Concept
Effective treatment for pancreatic adenocarcinoma (PDAC): a critical unmet need.

Without significant therapeutic advances, this exocrine tumour will become the 2" leading cause of cancer-related mortality
in Western countries by 20302, PDAC is a cancer with a very poor prognosis, with a 5-year survival rate of around 13% across
all stages, due to late diagnosis and resistance to standard treatments
(https://seer.cancer.gov/statfacts/html/pancreas.html). At diagnosis, only 15 to 20% of patients are eligible for curative
tumour resection. The other patients, with locally advanced or metastatic PDAC, are treated with FOLFIRINOX (5-
fluorouracil/leucovorin with irinotecan and oxaliplatin) or gemcitabine combined with Nab-paclitaxel®*. Although these
treatments modestly improve recurrence-free survival compared to gemcitabine alone (11 months vs 6 months)®, their
severe toxicity limits their administration to patients with good performance status.

Targeting the metabolic vulnerabilities of PDAC is a therapeutic option.

The PDAC microenvironment accounts for up to 80% of tumour mass and is rich in activated fibroblasts and extracellular
matrix (ECM) components®. This stromal barrier imposes constraints, e.g. hypoxia, nutrient deprivation, which cancer cells
face by reprogramming their cellular metabolism to meet their energy and biomass needs, which are essential for their
expansion at the primary site and their spread to secondary sites’. In recent years, the work of our team has greatly
contributed to improving our understanding of the metabolic reprogramming of PDAC, in particular by demonstrating an
increase in glycolysis in hypoxic PDAC cells (Guillaumond et al., 2013, PMID: 23407165), as well as the involvement of
cholesterol (Guillaumond et al., 2015, PMID: 25675507 ; Acier et al., 2021 PMID: 34413441), ECM and its compounds
(Olivares et al., 2017, PMID: 28685754 ; Efthymiou et al., 2025, PMID: 41385622), B-hydroxybutyrate catabolism (Gouirand
etal., 2022, PMID: 35307861) by tumour cells in the aggressiveness of PDAC and its resistance to chemotherapy.

Chrono-modulated targeting of key metabolic players in PDAC would be an effective therapeutic strategy not harmful to
the host.

While the metabolic pathways required for tumour progression have been extensively described, alterations in their
rhythmic activation over a 24-hour period, compared to those in surrounding and distant healthy tissues, remain poorly
understood. However, understanding the differences in metabolic pathway activation profiles in tumours vs healthy tissues
may help to the development of new administration schedule of metabolic drugs at the most opportune time-of-the-day,
i.e. when they will significantly limit tumour growth without damaging healthy tissues (i.e. metabolic chronotherapy). The
therapeutic benefit of chrono-modulated administration of chemotherapies and immunotherapies has already been
demonstrated in several experimental cancer models and in patients with advanced solid cancers®**.

In healthy and metabolically active tissues, the abundance and consequently the activity of many nutrient transporters,
metabolites and enzymes vary throughout the day. These rhythms, with a periodicity of approximately 24 hours, coincide
with increased nutrient availability (period of activity vs. inactivity) and/or energy and biomass requirements'?. They are
governed by autonomous cellular clocks, which are daily adjusted to the light environment by the central clock (i.e. the
suprachiasmatic nuclei of the hypothalamus)3. The clock molecular mechanisms consist on negative transcriptional-
translational feedback loops involving key molecular players, known as clock genes/proteins (i.e. Bmall, Clock, Period 1-3,
Cryptochromes 1-2)!*. These transcriptional regulators also control the expression of clock-controlled genes (CCGs),
including metabolic genes, which are involved in organ-specific rhythmic functions. Alterations of the synchronisation of
these autonomous clocks (i.e. night work, chronic jet lag, etc.) or in their functioning are associated with the development
of metabolic disorders and a higher risk of developing certain cancers®%3.

In the PDAC of patients who have undergone surgery, the expression of clock genes at a given time is reduced compared to
that observed in the normal adjacent pancreas®>6. Modelling their expression throughout the day predicts an attenuation
of their rhythmicity in patient’s PDAC. Moreover, Clock gene disruption in PDAC cells accelerates cell proliferation, inhibits
apoptosis, and potentiates tumour growth8-21,

2. Preliminary results

Advanced-PDAC were collected every 4 hours over 48 hours from an experimental pancreatic cancer model (i.e. KIC mice:
LSL-KrasG12D; Ink4a/Arffl/fl; Pdx1-Cre)?? and healthy pancreases from age-matched control mice were collected at the same
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frequency. The KIC model faithfully recapitulates the disease in humans and forms the basis of the team's published work
on PDAC metabolic targeting. This biobank was supplemented by other metabolic organ samplings and serum collected at
the same frequency from the two previous experimental groups.

The daily expression profiles of metabolic genes and clock genes in PDAC vs healthy pancreas were determined by RNA-Seq
(iGenSeq Platform, ICM, Paris). The obtained time-series and periodic data were processed by bioinformaticians from the
MET'CONNECT structuring action, under the supervision of chronobiologists from the INP (D. Becquet and M-M Goutierrez).
The data generated were first normalised and then filtered before being analysed using the MetaCycle?® and LimoRhyde
packages in RStudio. Two groups of metabolic transcripts belonging to the Gene Ontology Metabolic Process were thus
defined: those with a similar expression rhythm (n=840) and those with a different expression rhythm (n=668) in PDAC vs
healthy pancreas. From this last group, three distinct subgroups could be identified: metabolic transcripts that lost their
rhythmicity in PDAC (G1, n=228), those that became rhythmic in PDAC (G2, n=91), and those that were rhythmic in PDAC
and healthy pancreas but with different amplitudes or phases (G3, n=101) (Fig. 1).

The team focused on group 1 (G1), in which the administration of metabolic target inhibitors for a defined period of time
may restore rhythmicity in PDAC without altering that of healthy tissue. Phase Set Enrichment Analysis (PSEA)?* highlights
several rhythmic metabolic processes that are enriched at a specific time-of-the-day and also reveals which transcripts play
a major role in the rhythmicity of each of these processes (Fig. 2).

3. Hypothesis

Establishing the proof of concept that chrono-modulated administration of anti-metabolic therapy will enhance its anti-
tumour efficacy, while sparing healthy tissues, thereby offering greater benefits to patients than conventional
administration.

Towards chrono-modulated targeting of sterol metabolism in PDAC with pharmacological inhibitors

Among the metabolic process candidates (Fig. 2B), sterol metabolism, which shares genes involved in steroid metabolism
and lipid biosynthesis, caught our attention. This metabolism consists of 13 rhythmic genes, most of them are involved in de
novo cholesterol synthesis and its regulation (i.e. G6pdx, Fdps, Sqle, Lss, Cyp51, Nsdhl, Insigl, Cyb5r3), while the others
contribute to cholesterol internalisation, esterification, or elimination (i.e. LdIr, Soat2, Cyp39a1l, Lcat, Acadl) (Fig. 3).

While our previous work showed overexpression of Ldlr and cholesterol de novo synthesis genes in PDAC during the diurnal
period (Guillaumond et al., 2015, PMID: 25675507), here we show that this overexpression is maintained throughout the
24-hour cycle, while its expression rhythm is abolished compared to that of the healthy pancreas. In patients with pancreatic
cancer, a deregulation of cholesterol homeostasis has been described, i.e. increased expression of cholesterol biosynthesis
genes and cholesterol levels in PDAC compared to the adjacent normal pancreas, and a higher serum cholesterol levels?.
Targeting cholesterol metabolism, through genetic invalidation of LdlIr, or with statins, or cholesterol esterification inhibitors
in preclinical models of PDAC, significantly increases the response to standard chemotherapies (Gemcitabine, Nab-
Paclitaxel/gemcitabine, or Folfirinox) (Guillaumond et al., 2015, PMID: 25675507 )?5?7. Altogether, data support our
hypothesis that targeting cholesterol metabolism, especially unexplored targets in PDAC, such as Fdps, Sqle, and Lss, at an
optimal time-of-the-day may be relevant therapeutic strategies.
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FIGURE 1 : Diagramme représentant les différentes étapes d’analyse du séquencgage a haut débit réalisé sur les ARN de
pancréas sains et d’ADKP et les différents groupes de transcrits métaboliques rythmiques obtenus. Le nombre de transcrits

pour chaque groupe est indiqué.

FIGURE 1: Diagram showing the different stages of high-throughput sequencing analysis performed on healthy pancreas and
PDAC RNA, as well as the different groups of rhythmic metabolic transcripts obtained. The number of transcripts for each

group is indicated.
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FIGURE 2 : Enrichissement des processus biologiques rythmiques a un temps donné de la journée (PSEA), obtenus a partir
de la liste des transcrits métaboliques rythmiques uniquement dans le pancréas sain (A). (B) Carte arborescente réalisée
uniquement a partir des processus métaboliques rythmiques identifiés en (A), a permis de réduire a 6 le nombre de
processus métaboliques distincts, suite au regroupement de voies métaboliques qui ont une composition génique proche.

FIGURE 2: Enrichment of rhythmic biological processes at a given time-of-the-day (PSEA), obtained from the list of metabolic
transcripts rhythmic only in the healthy pancreas (A). (B) The tree map created solely from the rhythmic metabolic processes
identified in (A) reduced the number of distinct metabolic processes to six, following the grouping of metabolic pathways
with similar gene composition.
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FIGURE 3 : (A) Représentation schématique des voies métaboliques impliquées dans ’homéostasie du cholestérol. IPP:
isopentenyl pyrophosphate; Fdps : farnesyl diphosphate synthase; FPP : farnesyl pyrophosphate; Sqgle : squaléne époxidase;
Lss : lanosterol synthase; Cyp51 : cytochrome p450 famille 51 sous-famille A membre 1; LdIr : récepteur des lipoprotéines
de faible densité. (B) Expression relative de Sqgle et Fdps dans I'ADKP ou le pancréas sain (géne de référence : 36b4).
Représentation de la moyenne d’expression + erreur standard de la moyenne (N=2). Analyse statistique de la rythmicité avec
la fonction cosinor. La courbe théorique est illustrée uniquement lorsqu’une rythmicité de périodicité égale a 24 h est
observée.

FIGURE 3: (A) Schematic representation of the metabolic pathways involved in cholesterol homeostasis. IPP: isopentenyl
pyrophosphate; Fdps: farnesyl diphosphate synthase; FPP: farnesyl pyrophosphate; Sqle: squalene epoxidase; Lss: lanosterol
synthase; Cyp51: cytochrome p450 family 51 subfamily A member 1; LdIr: low-density lipoprotein receptor. (B) Relative
expression of Sqle and Fdps in PDAC or healthy pancreas (reference gene: 36b4). Representation of mean expression + SEM
(N=2). Statistical analysis of rhythmicity using the cosine function. The theoretical curve is shown only when a 24-hour
periodicity is observed.

Mots clés — Keywords
Métabolisme tumoral, chronothérapie, horloge biologique, cancer pancréatique

Tumor metabolism, chronotherapy, biological clock, pancreatic cancer
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Thématique / Domaine / Contexte - Theme / Field / Context

Thématique : Chronothérapie métabolique : Exploiter les différences de profil métabolique au cours de la journée
entre la tumeur pancréatique et les tissus sains pour élaborer un protocole d’administration chrono-modulée de
drogues anti-métaboliques afin de limiter la progression de la maladie et les effets secondaires du traitement.

Domaines : Cancer du pancréas, métabolisme tumoral, chronothérapie

Contexte : L'ADKP est I'un des cancers les plus agressifs avec un tres faible taux de survie des patients (<14%), une
forte résistance aux chimiothérapies, ainsi les traitements actuels sont sans réel bénéfice sur la progression de la
maladie et la survie des patients. Son microenvironnement, représentant jusqu’a 80% de la masse tumorale, limite
I'accés a la chimiothérapie et I'apport en oxygéne et en nutriments aux cellules tumorales. Ces dernieres
reprogramment leur métabolisme afin de satisfaire leurs besoins en énergie et en biomasse, indispensables a leur
survie, leur prolifération et leur dissémination dans des tissus sains distants. Si les voies métaboliques requises pour
la progression tumorale ont été largement décrites, y compris par notre équipe (Guillaumond et al., 2013, 2015 ;
Olivares et al., 2017 ; Acier et al., 2021 ; Gouirand et al., 2022 ; Efthymiou et al., 2025), les altérations de leur
activation rythmique au cours d’une journée de 24h, par rapport a celles du pancréas sain, demeurent méconnues.
Or, connaitre ces changements métaboliques permettrait de proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques visant
a administrer un/des inhibiteur(s) métabolique(s) au moment le plus opportun de la journée, i.e. quand ces derniers
ont une efficacité maximale sur I'ADKP ou des effets indésirables minimes sur les tissus sains.

Theme: Metabolic chronotherapy: Exploiting differences in metabolic profiles throughout the day between
pancreatic tumours and healthy tissues to develop a chrono-modulated administration protocol for anti-metabolic
drugs in order to limit disease progression and treatment side effects.

Fields: Pancreatic cancer, tumour metabolism, chronotherapy

Context: PDAC is one of the most aggressive cancers, with a very low patient survival rate (<14%) and a high resistance
to chemotherapy. Hence, current treatments have no real benefit on disease progression or patient survival.
Furthermore, its microenvironment, representing up to 80% of the tumour mass, limits access to chemotherapy and
the supply of oxygen and nutrients to tumour cells. The latter reprogram their metabolism to meet their energy and
biomass needs, which are essential for their survival, proliferation and dissemination in distant healthy tissues.
Although the metabolic pathways required for tumour progression have been extensively described, including by our
team (Guillaumond et al., 2015; Olivares et al., 2017; Acier et al., 2021; Gouirand et al., 2022; Efthymiou et al., 2025),
alterations in their rhythmic activation over a 24-hour period, compared to those in healthy pancreas, remain poorly
understood. However, understanding these metabolic changes would enable us to propose new therapeutic
strategies aimed at administering metabolic inhibitor(s) at the most appropriate time-of-the-day, i.e. when they have
maximum efficacy on PDAC or minimal adverse effects on healthy tissues.
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Objectifs

Les objectifs de ce projet de thése seront :

- Obj. 1. : Valider la pertinence des cibles métaboliques choisies (i.e. Sqle, Lss et Fdps) en étudiant 1/ leur
localisation cellulaire, leur taux protéique et leur activité enzymatique au cours de la journée dans des ADKP et
tissus sains murins ; 2/ leur localisation cellulaire et leur taux protéique a partir de coupes d’ADKP de patients
opérés a différents moments de la journée en collaboration avec E. Mitry (oncologue a I'lPC).

- Obj. 2. : Définir 'impact de I'administration des inhibiteurs pharmacologiques des cibles validées en Obj. 1, in vitro
sur les propriétés oncogéniques et le potentiel métastatique des cellules tumorales pancréatiques (culture/co-
culture avec CAF en 2D et 3D) ;

- Obj. 3. : Définir 'impact de I'administration chrono-modulée d’un des inhibiteurs pharmacologiques validé en
Obj.2 in vivo sur la croissance tumorale chez deux modéles murins d’ADKP : souris KIC et souris PDX.

The objectives of this Ph.D. project will be:

- Obj. 1: To validate the relevance of the selected metabolic targets (i.e. Sqle, Lss and Fdps) by studying 1/ their
cellular localisation, protein levels and enzymatic activity throughout the day in PDAC and healthy murine tissues; 2/
their cellular localisation and protein levels from PDAC sections from patients operated at different times-of-the-
day, in collaboration with E. Mitry (oncologist at IPC) ;

- Obj. 2: Define the impact of administering pharmacological inhibitors of the targets validated in Obj. 1, in vitro, on
the oncogenic properties and metastatic potential of pancreatic tumour cells (culture/co-culture with CAF in 2D and
3D);

- Obj. 3: Define the impact of chrono-modulated administration of one of the pharmacological inhibitors validated
in Obj. 2 in vivo on tumour growth in two PDAC mouse models: KIC mice and PDX mice.

Page 10 sur 13
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

Méthode — Method

- Obj. 1.1 : western-blot et dosage d’activité enzymatiques sur des extraits protéiques d’ADKP et tissus sains et
immunofluorescence multiplex sur des coupes d’ADKP et tissus sains, prélevés toutes les 4h/48h ;

- Obj. 1.2 : immunofluorescence multiplex ou IHC sur des coupes d’ADKP et tissus normal adjacents de patients
opérés d’un ADKP a différents moments de la journée (matin vs apres-midi) et modélisation mathématique du profil
journalier des cibles métaboliques choisies a partir de données publiques de RNA-Seq en collaboration avec A.
Ballesta (Institut Curie, Paris) ;

- Obj. 2 : tests fonctionnels : prolifération cellulaire, migration/invasion cellulaire, clonogénicité, apoptose et analyse
du métabolisme (métabolomique/lipidomique)

- Obj. 3. : suivi de la croissance tumorale par échographie, du poids des souris ; détermination du poids tumoral, de
I'index prolifératif, de I'apoptose par IHC ou IF et de la toxicité par des dosages enzymatiques plasmatiques (e.g.
ALAT/ALAS, créatinine) et des colorations HPS sur coupes de tissus sains.

- Obj. 1.1: western blot and enzymatic activity assay on PDAC and healthy tissue protein extracts, and multiplex
immunofluorescence on PDAC and healthy tissue sections, collected every 4 hours over 48 hours ;

- Obj. 1.2: multiplex immunofluorescence or IHC on PDAC and adjacent normal tissue sections from patients who
underwent PDAC surgery at different times-of-the-day (morning vs afternoon) and mathematical modelling of the
daily profile of selected metabolic targets based on public RNA-Seq data in collaboration with A. Ballesta (Institut Curie,
Paris);

- Obj. 2: functional tests: cell proliferation, cell migration/invasion, clonogenicity, apoptosis and metabolism analysis
(metabolomics/lipidomics)

- Obj. 3: monitoring of tumour growth by ultrasound and mouse weight; determination of tumour weight, proliferative
index, apoptosis by IHC or IF and toxicity by plasma enzyme assays (e.g. ALAT/ALAS, creatinine) and HPS staining on
healthy tissue sections.
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Conditions scientifiques matérielles et financieres du projet de recherche - Scientific, material, and financial
conditions of the research project

Ce projet est centré au départ sur I’étude de 3 cibles métaboliques impliqués dans la voie de synthese du cholestérol
(Obj. 1), pour in fine n’en garder qu’une seule pour les expériences de ciblage in vivo sur les 2 modéles murins de
cancer pancréatique. La cible sélectionnée devra présenter 1/ un profil rythmique au niveau protéique, et de son
activité enzymatique dans I’ADKP de souris et de patients (Obj. 1), 2/ une activité pro-tumorale in vitro et in vivo, qui
sera diminuée/éradiquée en présence d’inhibiteurs pharmacologiques administrés de facon chrono-modulée (Obj. 2
& 3). Les approches méthodologiques, les modeéles cellulaires (co-culture 2D & 3D), ainsi que les modeles murins
d’ADKP ne présentent pas de risques spécifiques, car ils/elles sont déja maitrisées au laboratoire. Un financement
par le Cancéropdle PACA/GEFLUC a déja permis I'obtention des résultats préliminaires de ce projet, qui feront I'objet
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d'un dépot d’une lettre d'intention PLBIO a I'automne 2026. Les frais de fonctionnement nécessaires a la réalisation
de ce projet sont actuellement financés par la LNCC (Labellisation de I’équipe).

This project initially focuses on the study of three metabolic targets, involved in the cholesterol synthesis pathway,
with the ultimate aim of selecting just one for in vivo targeting experiments on the two PDAC mouse models. The
selected target must have 1) a rhythmic profile at the protein level and in terms of its enzymatic activity in mouse
and patient PDAC (Obj. 1), and 2) pro-tumour activity in vitro and in vivo, which will be reduced/eradicated in the
after chrono-modulated administration of specific pharmacological inhibitor (Obj. 2 & 3). The methodological
approaches, cell models (2D & 3D co-culture), and PDAC mouse models do not present any specific risks, as they are
already well established in the laboratory. Funding from Cancéropble PACA/GEFLUC has already enabled the
obtention of preliminary results, which will be the subject of a PLBIO letter of intent (autumn 2026). The operating
costs required to carry out this project are currently being funded by the LNCC (team accreditation).

Profil et compétences recherchées - Profile and skills required

Le/la jeune scientifigue devra avoir des connaissances en biologie cellulaire et moléculaire ainsi que des
connaissances dans le domaine de l'oncologie. Il/elle interagira avec les collaborateurs et les responsables de
plateformes techniques au sein de I'équipe/de I'institut et d’autres laboratoires. Il/elle sera également amener a
interagir avec des experts en bio-informatique et en clinique et devra étre capable de travailler sur des modeles
murins (détention du niveau opérateur/concepteur serait un plus). Un(e) doctorant(e) trés motivé(e), investie, et avec
des compétences en culture cellulaire est requis(e) pour mener a bien ce projet de recherche. Ce(tte) dernier(e)
réalisera des expériences en laboratoire, en expérimentation animale, des recherches bibliographiques et devra étre
activement présent aux différents séminaires (Institut, département, équipe).

The young scientist should have knowledge in cellular and molecular biology as well as background in the oncology
field. He/she will interact with collaborators and managers of technical platforms from the team or institute and from
other laboratories. He/she will also be able to interact with experts in bioinformatics and in clinic and to work on
mouse models (Operator/designer certification would be an advantage). A highly motivated and engaged doctoral
student with cell culture skills is required to successfully complete the research project, which will require laboratory
and animal experimentation experiments, as well as bibliographic researches and an active presence in laboratory
seminars (Institute, department, team).
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