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MERCI DE REMPLIR TOUTES LES INFRORMATIONS EN FRANCAIS ET EN ANGLAIS

Description de la problématique de recherche

Avec l'apparition de phénomeénes de résistance aux traitements, le pronostic des cancers
pédiatriques réfractaires tels que les neuroblastomes et médulloblastomes de haut-risque, reste
tres sombre. Le repositionnement de médicaments, qui consiste a utiliser des molécules déja
approuvées dans une autre indication, est une stratégie efficace pour rapidement développer de
nouveaux traitements pour les cancers réfractaires. Les travaux réalisés dans notre équipe ont
démontré que les B-bloquants — des agents anti-hypertenseurs — augmentent l'efficacité de la
chimiothérapie et de la radiothérapie, respectivement dans les neuroblastomes et
médulloblastomes. Afin de déchiffrer leurs propriétés chimio- et radio-sensibilisatrices, nous avons
établi une approche dite de pharmaco-protéomique afin de révéler l'interactome des B-bloquants
dans les cellules cancéreuses. Nos résultats indiquent que les B-bloquants perturbent le
métabolisme cellulaire via la biosynthése de I'hnéme et des enzymes impliquées dans le
métabolisme des lipides. Ainsi, nos données de pharmaco-protéomiques suggerent que les B-
bloquants entraineraient le déclenchement d’'une mort cellulaire nouvellement identifiée — la
ferroptose — impliquant la peroxydation des lipides et une perturbation du métabolisme du fer.
Cibler la ferroptose a récemment émergé comme une stratégie thérapeutique prometteuse en
oncologie. Cependant, son réle est encore peu étudié dans les cancers pédiatriques réfractaires
et des molécules efficaces et peu toxiques déclenchant la ferroptose n’ont a ce jour pas été
identifiées.

Ce projet de thése est basé sur 2 hypothéses : 1) le métabolisme du fer serait dérégulé dans les
cancers pédiatriques réfractaires et représenterait ainsi une vulnérabilité thérapeutique et, 2)
I'exploitation du repositionnement de médicaments pourrait permettre I'identification de molécules
dont l'efficacité repose sur le ciblage de la ferroptose. Pour tester nos hypothéses, nous
réaliserons dans un axe 1 un criblage a haut-débit combinant une librairie de 168 molécules déja
approuvées ou en cours d’évaluation clinigue avec des inducteurs (RSL-3 ou Erastin) ou
inhibiteurs (ferrostatin ou deferoxamine) de la ferroptose. Ce criblage sera effectué sur un panel
de lignées cellulaires de neuroblastome et médulloblastome disponibles dans I'équipe et reflétant
I'hnétérogénéité moléculaire observée chez les patients. Les composés dont I'activité antitumorale
sera augmentée (avec RSL-3 ou Erastin) et/ou diminuée (avec ferrostatin ou deferoxamin) seront
testés dans un second crible en cytométrie en flux a haut-débit pour évaluer leur capacité a
impacter la ferroptose (marquage au Bodipy). Par la suite, des tests de synergie seront effectués
entre les molécules définies comme inductrices de la ferroptose et les chimiothérapies
conventionnelles utilisées en clinique (vincristine, temozolomide, etoposide, doxorubicine et
cisplatine) et seront aussi évaluées en combinaison avec la radiothérapie pour identifier les
thérapies combinatoires les plus prometteuses. En paralléle, dans un axe 2, nous réaliserons une
caractérisation compléte du role du métabolisme du fer dans le neuroblastome et
médulloblastome. Pour cela, nous emploierons un panel de techniques de biologie cellulaire et
moléculaire maitrisé au sein de I'équipe. Il permettra d’investiguer la croissance sphéroidique, la
prolifération et mort cellulaire ainsi que la réponse aux traitements (chimio- et radiothérapie). Pour
cela, nous aurons recours a l'utilisation de composés pharmacologiques (Erastin, RSL-3,
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composés identifiés dans I'axe 1) et a I'exploitation de la génomique fonctionnelle permettant
d’inhiber l'activité et/ ou de diminuer I'expression d’acteurs clés du métabolisme du fer (ex : GPX4,
transferrine, ferroportine, SLC7A11). Enfin, dans un axe 3, nous validerons la combinaison
thérapeutique la plus prometteuse sur tumoroides issus de patients, sur modéles organotypiques
ainsi que dans des modeles murins orthotopiques et syngéniques.

En conclusion, ce projet de thése permettra : 1- d’'améliorer nos connaissances fondamentales
sur le métabolisme du fer dans les cancers pédiatriques réfractaires, 2- de mettre en évidence de
nouvelles vulnérabilités et, 3- d’identifier des médicaments déja approuvés ciblant la ferroptose,
ouvrant ainsi de nouvelles perspectives cliniques pour surmonter la résistance aux traitements
dans les cancers pédiatriques réfractaires.

Project description

Owing to therapeutic resistance, the prognosis of pediatric cancers such as high-risk
neuroblastoma or medulloblastoma is dismal. Drug repurposing, which consists in using already
approved molecules in new indications, is an effective strategy to rapidly develop new treatments
for refractory diseases. Our lab has previously shown that anti-hypertensive drugs, B-blockers,
can increase the efficacy of chemotherapy in high-risk neuroblastoma and radiotherapy in
medulloblastoma. To better understand their mechanism of action in pediatric cancers, we
developed a pharmaco-proteomics approach to comprehensively map the interactome of -
blockers. Our results showed that -blockers disrupt the metabolic activity of neuroblastoma cells
by engaging heme biosynthesis and lipid metabolism enzymes. Our pharmaco-proteomics data
thus suggest that B-blockers could increase the chemosensitivity of neuroblastoma cells by
targeting ferroptosis, a new type of cell death induced by iron homeostasis disruption. Targeting
ferroptosis has quickly emerged as a powerful and promising therapeutic strategy in oncology.
However, its role in refractory pediatric cancers is still poorly understood and safe and effective
compounds targeting ferroptosis have not yet been identified.

This PhD project is based on two hypotheses: 1) iron metabolism is dysregulated in refractory
pediatric cancers, thus representing a targetable vulnerability and, 2) drug repurposing strategy
can lead to the identification of compounds, whose efficacy relies on targeting ferroptosis. To test
our hypotheses, in axis 1, we will screen a custom-made library of 168 approved drugs and
molecules in clinical development in combination with ferroptosis inducers (RSL-3 or Erastin) or
inhibitors (ferrostatin or deferoxamin). These combination drug screens will be performed on a
panel of neuroblastoma and medulloblastoma cell lines available in our laboratory and harboring
different molecular features, reflecting the high heterogeneity of patient tumors. Compounds
whose antitumor activity will be increased in combination with RSL-3 / Erastin or decreased in
combination with ferrostatin / deferoxamin will be tested by high-throughput flow cytometry for their
capacity to impact ferroptosis (Bodipy staining). Then, we will perform synergy assays between
the identified hit compounds and conventional chemotherapy drugs, currently used in the clinic
(vincristine, temozolomide, etoposide, doxorubicin and cisplatin) as well as in combination with
radiotherapy in order to identify the most promising combinatory treatments. In parallel, we will
perform a comprehensive characterization of iron metabolism in neuroblastoma and
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medulloblastoma. To do that, we will employ a panel of cell and molecular biology techniques to
decipher the role of the iron metabolism in treatment response (chimio- and radiotherapies), cell
proliferation and spheroid growth using both pharmacological compounds (Erastin, RSL-3 and
compounds identified in axis 1) and functional genomics to inhibit the activity or downregulate the
expression of key iron metabolism actors (such as ferroportin, transferrin, GPX4). Finally, we will
validate the most promising combinatory treatments in patient-derived tumoroid samples,
organotypic co-culture systems as well as orthotopic and syngeneic mouse models thanks to
collaborations already in place.

Overall, our project will provide 1- major insights into iron metabolism in refractory pediatric
cancers, 2- highlight new targetable vulnerabilities and 3- identify already-approved drugs that
target ferroptosis opening potential therapeutic avenues to overcome therapeutic resistance.

Mots clés
Métabolisme du fer — criblage haut-débit — résistance aux traitements — repositionnement de
médicaments — cancers pédiatriques

Keywords
Iron metabolism — high-throughput screening — therapeutic resistance — repurposing drugs —

pediatric cancers

Thématigue / Domaine / Contexte

Les taux de survie des enfants diagnostiqués avec un cancer n'ont cessé de s’améliorer au cours
des 40 dernieres années grace aux avancées de la recherche médicale. Cependant,
d’importantes disparités demeurent selon le type de cancers, le stade au moment du diagnostic
ainsi que l'accés au soin. Pour les cancers pédiatriques dits réfractaires tels que les
neuroblastomes ou médulloblastomes de haut-risque, malgré les lourds protocoles
thérapeutiques, la plupart de ces jeunes patients rechuteront a cause des phénomenes de
résistance aux traitements entrainant alors un pronostic de survie trées sombre (Gore & O’Brien,
2024). Dans ce contexte, l'identification de facteurs de résistance et le développement de
combinaisons thérapeutiques élaborées sur des études biologigues représentent un défi majeur.

Il est désormais clairement établi que la majorité des médicaments utilisés en oncologie, si ce
n‘est pas tous, agit sur de multiples cibles intracellulaires, une propriété appelée poly-
pharmacologie (Hopkins et al., 2008). Ceci ouvre la voie au développement de stratégies
thérapeutiques utilisant le concept du repositionnement. |l repose sur l'utilisation dans une
nouvelle indication de médicaments déja approuvés. Leur profii de toxicité et de
pharmacocinétique étant déja connus, cela permet de développer des traitements plus efficaces
et moins toxiques rapidement. Cependant, déchiffrer le(s) mécanisme(s) d’action dans leur
nouvelle indication est indispensable pour augmenter les chances de succes clinique.
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Initialement, notre équipe a montré que les B-bloquants, des agents antihypertenseurs, étaient
capables d’augmenter I'efficacité de la chimiothérapie dans les neuroblastomes de haut-risque et
de la radiothérapie dans les médulloblastomes (Pasquier et al., 2013 ; Rossi et al., 2022). Afin de
décrypter le mécanisme d’action sous-jacent et d’identifier les interacteurs des B-bloquants dans
les cellules cancéreuses, une approche dite de pharmaco-protéomique a été élaborée. Nos
analyses ont mis en évidence le role prépondérant de cibles impliquées dans les voies de
biosynthése de I'héme et du métabolisme des lipides. Ainsi, nos données de pharmaco-
protéomiques suggerent que les B-bloquants augmenteraient la chimiosensibilité des cellules de
neuroblastome en ciblant un mécanisme appelé ferroptose.

Récemment, une nouvelle forme de mort cellulaire définie par la peroxydation des lipides en
réponse a une deérégulation du métabolisme du fer a été identifiée et dénommée ferroptose.
N’impliquant pas les voies classiques de I'apoptose, ce processus est caractérisé par 4 marqueurs
distinctifs : la peroxydation des lipides, I'altération du réseau mitochondrial, la dérégulation de
I'expression de génes spécifiques tels que SLC7Al1l ou ASCL4 ainsi qu’une dérégulation du
métabolisme du fer (Zhou et al., 2024). Depuis sa découverte en 2012, de nombreuses études
ont démontré I'importance de la ferroptose dans différents cancers (Nakamura & Conrad, 2024).
De plus, des stratégies thérapeutiques visant cette vulnérabilité offre une opportunité unique pour
lutter contre les phénomeénes de chimiorésistances dus a des déficits dans les voies de I'apoptose.
Cependant, le métabolisme du fer et la ferroptose ne sont a ce jour que trés peu étudiés dans les
cancers pédiatriques et des composeés efficaces et peu toxiques déclenchant la ferroptose n’ont
pas encore été identifiés.

Theme / Field / Context

Survival rates of children with cancer have consistently improved over the past 40 years thanks to
major advances in medical research, but disparities exist based on cancer types, stage at
diagnosis, and access to care. For hard-to-treat pediatric cancers such as high-risk neuroblastoma
or medulloblastoma, despite the intensive multimodal treatment strategies, the majority of patients
will relapse owing to therapeutic resistance leading to a dismal survival prognosis (Gore & O’Brien,
2024). Thus, the identification of resistance factors and the development of biology-guided drug
combinations represent a critical challenge.

It is now well-established that most effective drugs in cancer, if not all, act on multiple rather than
single targets (Hopkins et al., 2008), a property called drug poly-pharmacology. This opens major
therapeutic avenues for drug repurposing, which consists in using already approved drugs in new
indications to rapidly develop treatments for refractory diseases. Toxicity and pharmacokinetic
profiles being already well documented, this therapeutic strategy is faster and safer. However, to
increase their success rate in the clinic, deciphering their mechanism of action in the new
indication is necessary.

Our lab has previously shown that anti-hypertensive drugs, B-blockers, can increase the efficacy
of chemotherapy in high-risk neuroblastoma and radiotherapy in medulloblastoma (Pasquier et
al., 2013; Rossi et al., 2022). To better understand their mechanism of action, we developed an
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innovative pharmaco-proteomics strategy called DIA-TPP (Data Independent Acquisition —
Thermal Proteome Profiling) to comprehensively map drug interactomes in cancer cells. We
applied our approach to B-blockers and showed that they disrupt the metabolic activity of
neuroblastoma cells by engaging heme biosynthesis and lipid metabolism enzymes. Our
pharmaco-proteomics data thus suggest that B-blockers could increase the chemosensitivity of
neuroblastoma cells by targeting ferroptosis.

A decade ago, a new type of cell death defined by the peroxidation of lipids in response to iron
overload was discovered and termed ferroptosis. It is a non-apoptotic process characterized by a
set of 4 hallmarks including lipid peroxidation, mitochondria morphological alteration, specific
changes in gene expression such as SLC7A11 or ASCL4, and iron metabolism dysregulation
(Zhou et al., 2024). Since its discovery, cancer cells have been found to be susceptible to this type
of cell death in various tumour entities (Nakamura & Conrad, 2024). It moreover offers promise as
a therapeutic approach against drug-resistant cancer cells deficient in apoptosis. However, iron
metabolism and ferroptosis are still poorly studied in refractory pediatric tumors and effective
compounds targeting iron metabolism have not yet been tested in the clinic.
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Objectifs

Au cours de ce projet de thése, nous émettons I'’hypothése que de cibler le métabolisme du fer
pourrait étre une stratégie prometteuse pour surmonter la résistance thérapeutiqgue dans les
cancers pédiatriques réfractaires (neuroblastome et meédulloblastome). Dans un axe 1, en
combinant la cytométrie a haut-débit avec un criblage pharmacologique de médicaments
repositionnés, nous souhaitons identifier des molécules dont I'efficacité antitumorale repose sur
I'induction de la ferroptose, une mort cellulaire dépendante du fer. Ces molécules seront alors
testées en combinaison avec la radiothérapie et les agents de chimiothérapies conventionnelles
pour identifier de nouveaux traitements. En paralléle, dans I'axe 2, nous effectuerons une
caractérisation compléte du r6le du métabolisme du fer dans la biologie des neuroblastomes et
meédulloblastomes ainsi que dans la réponse aux traitements. Enfin, dans un dernier axe, nous
validerons dans des modeles cliniquement relevant la combinaison thérapeutique la plus
prometteuse.

Objectives

In this PhD project, we hypothesize that iron metabolism constitutes a targetable vulnerability that
could be exploited to overcome therapeutic resistance in refractory pediatric cancers
(neuroblastoma and medulloblastoma). First, by combining high-throughput cytometry and
screening of already-approved drugs, we aim at identifying compounds, whose efficacy relies on
ferroptosis induction, an iron-dependent cell death processus. We will then test the identified
compounds in combination with radiotherapy and conventional chemotherapies to highlight
promising new therapeutic strategies. In parallel, we will perform a complete characterization of
iron metabolism in neuroblastoma and medulloblastoma biology and response to treatments.
Finally, we will validate the most promising combinatory treatments targeting ferroptosis using
clinically-relevant models.

Méthode

Axe 1 : Identification de molécules déja approuvées comme inductrices de la ferroptose.

Pour identifier des composés capables d’induire une mort cellulaire par ferroptose dans le
neuroblastome et le médulloblastome, nous réaliserons dans un premier temps un crible en
combinaison entre une librairie pharmacologique dédiée et des inducteurs (RSL-3 et Erastin) ou
inhibiteurs de la ferroptose (ferrostatin et deforoxamine). La librairie pharmacologique sera
composée de 168 molécules déja approuveées ou en cours de développement clinique
comprenant ainsi: i) des agents de chimiothérapies conventionnelles (tels que adriamycine,
ifosfamide, etoposide et vincristine) et ii) des composés en cours de développement clinique dans
le neuroblastome et le médulloblastome tels que des inhibiteurs métaboliques ciblant la glutamine
ou les polyamines ou des agents de thérapies ciblées comme les inhibiteurs de DNA-PK ou de la
voie Pi3k / Akt. Pour cela, nous utiliserons la plateforme de criblage HiTS du CRCM. Equipée de
technologies de pointe, la technologie acoustique Echo nous permettra de dispenser les
molécules avec une extréme précision selon un plan de plague comprenant 56 molécules par
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plaque 384 puits testées a 5 concentrations différentes couvrant 3 log (Echo®650, Labcyte). Ce
premier criblage sera réalisé sur 5 modéles sphéroides de neuroblastome et 5 de
médulloblastome. Brievement, 3 jours aprés ensemencement via le Certus® (dispenseur de
liquide), les sphéroides seront traités avec la librairie de 168 composés seule ou en association
avec 2 doses de RSL-3 ou Erastin (inducteurs de ferroptose) ou de ferrostatin ou deferoxamine
(inhibiteurs de ferroptose) grace a une pipette électronique : Viaflo 384®. La viabilité et mort
cellulaire seront analysées 3 jours post-traitement par Cell-Titer Glo 2.0® et Cell tox Green®
respectively (Promega) via un lecteur de microplaque luminescence et fluorescence (Pherastar®;
BMG labtech). Les composés dont I'activité sera augmentée (avec RLS-3/ Erastin) et/ou diminuée
(avec ferrostatin / deferoxamine) seront sélectionnés pour un second criblage en cytométrie en
flux a haut-débit. Aprés des étapes d’optimisation comprenant notamment la dissociation des
sphéroides, ou le temps et la concentration de la sonde C*!-Bodipy (marqueur de la peroxydation
lipidique) a utiliser, nous effectuerons grace a I'utilisation de la technologie acoustique Attune®
(Thermo), un criblage via le marquage Bodipy. Il permettra de valider le réle de la ferroptose dans
le mécanisme d’action des molécules sélectionnées. De plus, un panel de lignées cellulaires dites
« non-canceéreuses » sera inclus dans notre projet pour évaluer la toxicité des composés. Celui-
ci comprendra des fibroblastes, des cellules endothéliales et des cellules souches neuronales.

Les composés validés par I'analyse en cytométrie seront par la suite testés en combinaison avec
les chimiothérapies conventionnelles actuellement utilisées en clinique pour traiter les
neuroblastomes et médulloblastomes (vincristine, temozolomide, etoposide, doxorubicine,
melphalan et cisplatine) et avec de la radiothérapie sur modéles sphéroides via des matrices de
combinaisons.

Les traitements combinatoires les plus prometteurs révélant une synergie seront sélectionnés
pour déchiffrer leur mécanisme d’action dans I'Axe 2 et étre valider dans des modeles pré-
cliniques plus complexes dans 'Axe 3.

Axe 2 : Caractériser le métabolisme du fer dans la biologie cellulaire et la réponse aux traitements
des neuroblastomes et médulloblastomes.

En paralléle de I'Axe 1, nous effectuerons une étude fondamentale et mécanistique compléte du
réle du métabolisme du fer dans la biologie cellulaire des neuroblastomes et médulloblastomes
ainsi que dans la réponse aux traitements (utilisant les thérapies combinatoires identifiées dans
I’Axe 1). Pour cela, nous emploierons un panel de techniques de biologie cellulaire et moléculaire
maitrisé au sein de notre équipe. Nous aurons recours a des agents pharmacologiques (Erastin
= inhibiteur de SLC7A11, RSL-3 = inhibiteur de GPX4, ferrostatin = piégeur de radicaux libres
lipidigues, NAC (=N-acetyl-cysteine, antioxidant), BSO (=buthionine sulfoximine, inhibiteur de la
synthese de GSH) ainsi que les composés issus de 'Axe 1) et a des analyses de génomique
fonctionnelle pour inhiber I'activité ou diminuer I'expression de facteur clé du métabolisme du fer
et de la ferroptose (SLC7A11, ASCL4, ferroportin, transferrin, GPX4...). Nous évaluerons par
Western Blot et gRT-PCR les expressions protéiques et géniques de ces cibles en condition
physiologique et sous I'effet des traitements. Nous étudierons ensuite I'impact de ces modulations
sur la prolifération cellulaire, la croissance sphéroidique, le potentiel clonogénique ainsi que la
migration et l'invasion cellulaire. Par cytométrie en flux, nous analyserons l'effet sur le cycle et la
mort cellulaire comprenant notamment I'induction de la ferroptose via le marquage du C*!-Bodipy.
Enfin, pour spécifiguement étudier les voies de la ferroptose et du métabolisme du fer, plusieurs
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tests métaboliques seront employés tels que : la quantification des especes réactives de I'oxygéne
(=ROS), des taux de GSH/GSSG et NAD/NADPH, les niveaux de fer intracellulaire (sonde
ferrozine). Pour moduler ces voies de signalisation, plusieurs composés pourront étre utilisés tels
que la NAC, le BSO ou encore DFO (=deforoxamine, un chélateur de fer).

L’ensemble de ces données nous permettra de mieux comprendre le réle du métabolisme du fer
dans les neuroblastomes et médulloblastomes mais aussi de déchiffrer le mécanisme d’action
des thérapies combinatoires sélectionnées de I'Axe 1.

Axe 3 : Valider les thérapies combinatoires dans des modeéles pré-cliniques relevants.

Dans ce dernier Axe, nous validerons les thérapies combinatoires les plus prometteuses
identifiées dans I'’Axe 1. Pour les modéles de neuroblastome, grace a des collaborations déja en
place au sein de I'équipe (Le Grand et al., 2026), nous testerons les combinaisons de traitement
sur plusieurs échantillons tumoroides issus de patients ainsi que dans un modeéle orthotopique et
syngénique de souris. Pour les modéles de médulloblastome, notre équipe a mis au point un
modele organotypique nous permettant de tester les différents traitements sur modeles
sphéroides greffés sur des coupes de cervelet (Rossi et al., 2022). Nous pourrons également
avoir acces a des modeles murins grace a une collaboration établie avec le Dr Celio Pouponnot
de I'Institut Curie (Paris).

Ainsi ces résultats nous fourniront des données pré-cliniques robustes sur les thérapies
combinatoires identifiées. Grace au concept de repositionnement de médicaments utilisé ici, la
toxicité et les profils de pharmacocinétiques étant déja connus, notre projet devrait rapidement
donner naissance au développement d’essais cliniques testant de nouveaux schémas de
traitement ciblant la ferroptose. Ce projet de these pourrait donc impacter positivement les
chances de survie des patients atteints de cancers pédiatriques réfractaires.

Method
Axis 1: To identify already-approved drugs whose efficacy relies on targeting iron metabolism.

To identify drugs that can induce cell death by ferroptosis in neuroblastoma and medulloblastoma,
we will first screen a custom-made library in combination with ferroptosis inducers (RSL-3, Erastin)
and inhibitors (ferrostatin, deferoxamin). We will build a drug library of 168 approved drugs and
molecules in clinical development, including i) conventional chemotherapies used in clinic (such
as adriamycin, ifosfamide, etoposide or vincristine) and ii) drugs that are currently in clinical trials
in neuroblastoma and medulloblastoma (such as metabolism drugs targeting glutamine or
polyamine pathway or targeted therapies such DNA-PK or Pi3K / Akt inhibitors). We will use the
state-of-the-art drug screening facilities of the HiTS platform of CRCM. Acoustic liquid handling
technology (Echo®650, Labcyte) will be used to dispense the drug solutions with very high
precision allowing to screen 56 different molecules at 5 different concentrations covering 3 logs
on a single 384-well plate. This screen will be performed on 5 neuroblastoma and 5
medulloblastoma spheroid models. Briefly, 3 days post-seeding thanks to the Certus® (liquid
dispenser), spheroids will be treated with the drug library by itself or in combination with 2 different
drug concentrations of RSL-3 / Erastin (ferroptosis inductors) or ferrostatin / deferoxamin
(ferroptosis inhibitors) using the Viaflo 384® (electronic pipette). Cell viability and cell death will be
assessed after 3 days by Cell-Titer Glo 2.0® and Cell tox Green® respectively (Promega) using an
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automated Pherastar® (BMG labtech) luminescence and fluorescence plate reader. Compounds
whose activity will be increased by RSL-3 / Erastin and/or decreased by ferrostatin / Deferoxamin
will be selected for further evaluation. Following optimization steps, including spheroid
dissociation, time and concentration of C!'-Bodipy probe to use, we will establish a medium-
throughput screening by cytometry using the acoustic Attune® technology (Thermo) to validate the
role of ferroptosis induction in their mechanism of action. Briefly, 3 days post-seeding in a 96-well
plate, spheroids will be treated with the identified compounds and, then stained by C11-Bodipy to
detect lipid peroxidation. In addition, a panel of “normal” (non-cancerous) cells will be included in
our study to evaluate the toxicity of identified compounds. These include fibroblasts, endothelial
cells, microglial cells and neural stem cells.

The hit compounds validated by flow cytometry analysis will be tested in combination with
conventional chemotherapy drugs, currently used in the clinic for neuroblastoma and
medulloblastoma treatment (vincristine, temozolomide, etoposide, doxorubicin, melphalan and
cisplatin) and with radiotherapy on spheroid models using synergy assays.

The most promising combinatory treatments will be further selected to decipher their mechanism
of action (Axis 2) and to be validated in more clinically-relevant models (Axis 3).

AXxis 2: To characterize iron metabolism in neuroblastoma and medulloblastoma cell biology and
drug response.

In parallel of the Axis 1, by using a panel of cell biology and molecular techniques, well established
in our laboratory, we will perform a comprehensive characterization of iron metabolism in
neuroblastoma and medulloblastoma cell biology and response to treatments (using combinatorial
treatments identified in Axis 1). To do that, we will use pharmacological compounds (Erastin =
SCL7A11 inhibitor, RSL-3 = GPX4 inhibitor, ferrostatin = iron chelator, NAC (=N-acetyl-cysteine,
antioxidant), BSO (=buthionine sulfoximine, GSH synthesis inhibitor) and the hit compounds
identified in Axis 1) and functional genomics to inhibit the activity or downregulate the expression
of key iron metabolism actors (SLC7A11, ASCLA4, ferroportin, transferrin, GPX4...). Western Blot
and gRT-PCR will be employed to quantify the protein and gene expression level of key iron
metabolism actors under physiological conditions and under treatments in neuroblastoma and
medulloblastoma spheroids. We will then evaluate the impact on cell proliferation, 3D tumour
spheroid growth, clonogenic potential, as well as on cell migration and invasion. Using flow
cytometry, we will also study the effect on cell cycle progression, cell death, including ferroptosis
induction through C!!-Bodipy staining. Finally, to specifically decipher the ferroptosis pathway,
several metabolic activity assays will be employed including the quantification of ROS (=reactive
oxygen species), GSH/GSSG and NAD/NADPH assays, iron level quantification (ferrozine probe).
To modulate these activities, specific inhibitors such as NAC, BSO or DFO (=deforoxamine, an
iron chelator).

Altogether, these data should provide us a complete understanding of the iron metabolism in
neuroblastoma and medulloblastoma. It will also allow us to decipher the mechanism of action of
the identified combinatorial treatments from Axis 1.

Axis 3: To validate the most promising combinatorial treatment in clinically-relevant models.
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Finally, we will validate the most promising identified combinatorial treatment in more complex
pre-clinical models. For neuroblastoma, thanks to collaborations already in place (Le Grand et al.,
2026), we will be able to test the combination in several patient-derived tumoroid models as well
in an orthotopic and syngeneic mouse model. For medulloblastoma, our team has developed an
innovative organotypic cerebellum model (Rossi et al., 2022) allowing us to test the response to
treatment of spheroids grafted onto mouse cerebellum slices. We will also get access to mouse
models of medulloblastoma thanks to a collaboration with Dr Pouponnot at the Curie Institute.
These data will thus provide strong preclinical evidence of the identified combinatorial treatments.
By using drug repurposing strategy, toxicity and pharmacokinetic profiles of the drugs being
already known, our project should lead to the rapid development of clinical trials testing new
therapeutic regimens targeting iron metabolism. This project thus has the potential to have a
positive impact on the outcome of patients with a refractory pediatric cancer.
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Conditions scientifiques matérielles et financiéres du projet de recherche

Le Centre de Recherche en Cancérologie de Marseille (CRCM) est affilié a la fois a I'lnserm
(UMR1068), au CNRS (UMR7258) et a I'Université Aix-Marseille (UM105). Sa vocation est de
faire progresser la biologie et la médecine des cancers en travaillant a I'interface du physiologique
et du pathologique, du fondamental et de I'appliqué, de la recherche et de la clinique. L’équipe
REMAP-4Kids, co-dirigée par le Dr Eddy Pasquier et le Pr Nicolas André, a pour but de développer
des approches pluridisciplinaires innovantes afin d’identifier et d’optimiser de nouvelles stratégies
thérapeutiques dans les cancers pédiatriques réfractaires. En particulier, ils utilisent les
médicaments comme véritables outils moléculaires pour identifier des vulnérabilités dans les
tumeurs du systéme nerveux central et périphérique. De plus, I'équipe travaille en étroite
collaboration avec la plateforme de criblage HIiTS implantée au sein du CRCM permettant un
acces illimité aux outils technologiques permettant la réalisation de ce projet (dispenseur de
liquide : Certus ; dispenseur acoustique de molécules: Echo; lecteur de microplaques :
PHERAstar ; cytomeétre a haut-débit : Attune NXT ; pipettes électroniques : Viaflo 384/96). Enfin,
REMAP-4kids est une équipe labellisée par la Ligue Nationale contre le Cancer (2025-2029) et
régulierement soutenue par des associations (Wonder Augustine, Association Cassandra, Nos
p’tites Etoiles...). De plus les deux directeurs de thése, les Dr Marion Le Grand et Eddy Pasquier
sont porteurs de projets nationaux et européens financés par 'INCa (HR/HG — 2024-2028),
Amidex (Call generic 2023-2027), Fight Kids Cancer (2025-2028), TransCAN (2025-2029).

Scientific, material, and financial conditions of the research project

The Cancer Research Center of Marseille (CRCM) affiliated to Inserm (UMR1068), CNRS
(UMR7258) and Aix-Marseille University (UM105) is the second largest cancer research center in
France. Its originality is not only due to its location in the heart of the Institut Paoli-Calmettes (IPC)
but also to its vocation defined by a continuum in cancer research, from basic to translational and
clinical research. The REMAP-4Kids team, led by Dr Eddy Pasquier and Prof Nicolas André, aims
at developing innovative multidisciplinary approaches to identify and optimize new therapeutic
strategies in refractory pediatric cancers. In particular, they use existing drugs as molecular tools
to reveal vulnerabilities in pediatric tumors of the central and peripheral nervous system. Moreover,
the team works in close collaboration with the High-throughput screening platform HIiTS at the
CRCM. This is a robotic high-throughput screening facility, featuring cutting-edge equipments
required for this project (liquid handler: Certus; Compound dispenser: Echo; plate reader: PHERA;
High-throughput cytometer: Attune; electronic liquid dispenser: Viaflo 384/96). Finally, the
REMAP-4Kids team is supported by La Ligue Nationale Contre le Cancer (Equipes labellisées
2025-2029) and by donations from several not-for-profit organizations (Wonder Augustine,
Association Cassandra, Nos p’tites Etoiles). Moreover, the two PhD supervisors Drs Marion Le
Grand and Eddy Pasquier are principal investigators and coordinators of several national and
international research projects funded by INCa (HR/HG — 2024-2028), Amidex of Aix Marseille
University (Call generic 2023-2027), Fight Kids Cancer (2025-2028), TransCAN (2025-2029).
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Profil et compétences recherchées

Niveau Master avec une forte expertise en culture cellulaire et biologie moléculaire indispensable.
L’étudiant.e devra étre capable de travailler en équipe et d’avoir un bon esprit de synthése et de
communication. La personne devra faire preuve d’adaptabilité et de pro-activité et devra maitriser
les techniques suivantes :

- biologie cellulaire : culture de lignées cancéreuses en 2D et 3D, transfection

- cytométrie en flux (connaissance de Flowjo) et microscopie

- biologie moléculaire : extraction protéique et western blot, extraction ’ARN et gRT-PCR

- maitrise de I'Anglais et facilité en communication orale.

Profile and skills required

A master degree with a strong expertise in cell culture and molecular biology is mandatory.

The PhD student should have an analytical mind and the ability to work within a team environment.
The candidate must be flexible, pro-active and have skills and knowledge in:

- cell biology: cell culture of 2D and 3D cancer cells, transfection

- flow cytometry (knowledge in Flowjo software) and microscopy

- molecular biology: protein extraction and western blot, RNA extraction and gRT-PCR

- good English level and communication skills.
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