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Description de la problématique de recherche - Project description

(FR)

Le projet se centre sur I'’étude de I'immunité anti-tumorale, reposant sur des interactions coordonnées
entre les cellules cancéreuses et le microenvironnement tumoral (TME). Les cellules myéloides sont
essentielles dans cet équilibre. Les cellules dendritiques (DCs) initient et module la réponse des
lymphocytes T via la présentation d’antigénes?. Les macrophages et les neutrophiles sont
principalement associés a I’échappement tumoral et I'immunosuppression3*. Cependant, les
mécanismes par lesquels les programmes intrinseques aux cellules tumorales influencent le
recrutement et la fonction de ces sous-populations myéloides demeurent peu connus.

Le projet vise également a comprendre les mécanismes dont les traitements anticancéreux actuels,
remodeélent activement le TME. Ces approches thérapeutiques reprogramment dynamiquement les
populations immunitaires, renforcer I'immunité anti-tumorale, ou favoriser des mécanismes de
résistance. Comprendre comment ces traitements modifient le compartiment myéloide est essentiel
pour améliorer la durabilité des réponses thérapeutiques®.

Dans notre équipe nous étudions plus spécifiquement le cancer du sein triple négatif (TNBC), un sous-
type agressif et hétérogene pour lequel les options thérapeutiques restent limitées. Bien que la chimio-
immunothérapie apporte un bénéfice clinique chez une fraction de patientes, les résistances demeurent
fréquentes et encore mal comprises®. Nous développons et exploitons le modéle murin MMTV-R26Met,
qui reproduit fidélement I’hétérogénéité moléculaire et immunitaire du TNBC humain’. Nos analyses
identifient quatre sous-groupes tumoraux distincts, enrichis respectivement en DCs, macrophages,
neutrophiles ou lymphocytes. Ces clusters s’associent a des signatures tumorales intrinséques
spécifiques, a des profils d’infiltration myéloide hétérogénes et a des réponses différentielles aux
traitements®. Ce modéle constitue un outil unique pour comprendre les mécanismes par lesquels les
cellules tumorales remodelent linfiltrat immunitaire dans I’évolution du cancer et menent a
I’échappement tumoral, tout en tenant compte de sa structuration dans I'espace et de son évolution au
cours du temps, notamment sous I'effet des thérapies.

Objectifs du projet :

1. Définir I'identité, les états fonctionnels et I'organisation dynamique des populations myéloides
infiltrant les tumeurs de TNBC, a I’échelle unicellulaire et spatiale.

2. ldentifier les programmes moléculaires intrinseques aux cellules cancéreuses qui contrdlent le
recrutement sélectif et I'éducation des différentes sous-populations myéloides, in vitro et in
vivo.

3. Analyser comment la chimio-immunothérapie remodeéle I'’écosystéme immunitaire tumoral et
favorise I'’émergence de mécanismes de résistance.

Innovation et impact attendu :

Le candidat contribuera a l'intégration d’approches a haut débit, d’analyses spatiales, de tests
fonctionnels et de modeles murins génétiqguement modifiés afin d’établir un cadre mécanistique reliant
les facteurs tumoraux au remodelage du paysage immunitaire. Le décryptage de ces circuits permettra
: 1) Une meilleure stratification des patientes fondée sur I'architecture immunitaire ; 2) L'identification
de voies cibles contrélant le recrutement et la fonction des cellules myéloides et 3) La conception
rationnelle de stratégies combinatoires visant a surmonter la résistance a I'immunothérapie.
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A terme, ce travail conduira a une compréhension prédictive et mécanistique de I’hétérogénéité
immunitaire du TNBC, avec un fort potentiel translationnel.
(EN)
Effective anti-tumor immunity depends on coordinated interactions between cancer cells and the tumor
microenvironment (TME). Myeloid cells are central regulators of this balance: dendritic cells (DC)s
initiate and sustain T-cell responses through antigen presentation?, whereas tumor-associated
macrophages and neutrophils often promote immune suppression and tumor progression’*. How
tumor-intrinsic programs shape the recruitment and functional polarization of these myeloid subsets
remains insufficiently understood.
Beyond their direct cytotoxic effects, anti-cancer therapies actively reshape the TME. Chemotherapy
can induce immunogenic cell death and modulate antigen availability, while immune checkpoint
blockade reactivates exhausted T cells but also exerts selective pressure on the immune infiltrate. These
treatments dynamically reprogram myeloid populations, potentially enhancing anti-tumor immunity or,
conversely, fostering adaptive resistance®. Understanding how therapies remodel the myeloid
compartment is therefore critical to improving durable responses.
Triple-negative breast cancer (TNBC) is an aggressive and heterogeneous subtype with limited
therapeutic options. While chemo-immunotherapy has led to clinical benefit in a subset of patients,
resistance remains frequent and poorly understood®. We developed the MMTV-R26M¢t mouse model,
which faithfully recapitulates the molecular and immune heterogeneity of human TNBC”. Our analyses
identified four distinct tumor subgroups: DC-, macrophage-, neutrophil- and lymphocyte-enriched
clusters. These clusters correlated with specific cancer-intrinsic signatures, heterogeneous myeloid
infiltration patterns, and differential responses to therapy®. These observations position MMTV-R26Met
as a unique mouse model to decipher the molecular and cellular mechanisms linking tumor-intrinsic
factors and the remodeling of the immune ecosystem and to therapeutic resistance.
Objectives
1- To define the identity, functional states, and dynamic organization of tumor-infiltrating
myeloid populations in TNBC, at single-cell and spatial resolution.
2- To uncover cancer-intrinsic molecular programs that instruct selective recruitment and
education of myeloid subsets in vitro and in vivo.
3- To dissect how chemo-immunotherapy reshapes the tumor immune ecosystem and promotes
resistance mechanisms.
Innovation and Expected Impact
By integrating high-dimensional profiling, spatial approaches, functional assays, and genetically
engineered mouse models, this project aims to establish a mechanistic framework linking tumor cell
states to immune landscape remodeling. Deciphering these tumor-immune circuits will enable: 1)
improved patient stratification based on immune architecture; 2) identification of actionable pathways
controlling myeloid recruitment and function; and 3) rational design of combinatorial strategies to
overcome immunotherapy resistance. Ultimately, this work seeks to move beyond descriptive
immunophenotyping toward a predictive and mechanistic understanding of TNBC immune
heterogeneity, with strong translational potential.
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Mots clés — Keywords

(FR)

- Immunologie tumorale

- Microenvironnement tumoral

- Cancer du sein triple négatif (TNBC)
- Cellules myéloides

- Cellules dendritiques

- Chimio-immunotherapie

(EN)

- Cancer immunology

- Tumor microenvironment

- Triple-negative breast cancer (TNBC)
- Myeloid cells

- Dendritic cells

- Chemo-immunotherapy

Thématique / Domaine / Contexte - Theme / Field / Context

(FR)

Ce projet s’inscrit dans la thématique de I'immunologie tumorale et des interactions entre cancer et
microenvironnement. |l se situe dans le domaine du cancer du sein triple négatif, de I'immunothérapie et
de la biologie des cellules myéloides, avec pour objectif de comprendre les mécanismes moléculaires et
cellulaires régissant le recrutement des cellules myéloides et les mécanismes de résistance aux thérapies
combinées.

(EN)

This project falls within the theme of tumor immunology and cancer-microenvironment interactions. It
focuses on triple-negative breast cancer, immunotherapy, and myeloid cell biology, aiming to decipher the
molecular and cellular mechanisms driving myeloid cell recruitment and therapy resistance.
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Objectifs/ Objectifs
(FR)
1- Définir I'identité, les états fonctionnels et I'organisation dynamique des populations myéloides
infiltrant la tumeur TNBC, a I’échelle cellulaire unique et en résolution spatiale.
2- ldentifier les programmes moléculaires intrinseques au cancer qui contrélent le recrutement sélectif
et les maturation/fonction des sous-ensembles myéloides in vitro et in vivo.
3- Analyser comment la chimio-immunothérapie remodeéle I'écosystéme immunitaire tumoral et
favorise les mécanismes de résistance.

1- To define the identity, functional states, and dynamic organization of tumor-infiltrating myeloid
populations in TNBC, at single-cell and spatial resolution.

2- To uncover cancer-intrinsic molecular programs that instruct selective recruitment and education of
myeloid subsets in vitro and in vivo.

3- To dissect how chemo-immunotherapy reshapes the tumor immune ecosystem and promotes
resistance mechanisms.

Méthodologie et approche expérimentale/ Experimental approach and methods

(FR)

Nous mettrons en ceuvre des approches complémentaires in vitro et in vivo :

In vitro : Des lignées cellulaires et des tumoroides dérivés de tumeurs primaires MMTV-R26V¢t (biobanque)
seront utilisés afin d’étudier les programmes intrinséques aux cellules cancéreuses.

In vivo : La transplantation orthotopique de tumeurs primaires MMTV-R26M¢t chez des souris syngéniques
permettra de préserver linfiltrat immunitaire d’origine et de réaliser une analyse longitudinale des
populations myéloides.

Technologies et collaborations : Des approches de cytométrie en flux spectrale multiparamétrique, de
séquencage d’ARN a |'échelle unicellulaire (scRNA-seq) et de transcriptomique spatiale (en collaboration)
seront mobilisées. Des stratégies de déplétion fonctionnelle (modéles murins génétiguement modifiés ou
anticorps) seront employées. Une analyse comparative avec des bases de données de TNBC humain sera
conduite en collaboration avec un bioinformaticien et une équipe clinique.

Objectif 1. Caractérisation des populations myéloides

Nous réaliserons des analyses longitudinales des cellules dendritiques, macrophages et neutrophiles
infiltrant les tumeurs aux stades précoces, intermédiaires et avancés. Un profilage a haute résolution sera
effectué par cytométrie en flux spectrale multiparamétrique et scRNA-seq. La distribution spatiale des
infiltrats immunitaires au sein du microenvironnement tumoral sera également évaluée. La pertinence
fonctionnelle de ces populations sera testée a I'aide de modéles murins génétiguement modifiés ou par
déplétion spécifique de sous-populations myéloides via des anticorps, afin de déterminer leur role dans la
progression tumorale.

Objectif 2. Identification des facteurs intrinséques tumoraux

Afin d’identifier les facteurs intrinseques majeurs fagconnant l'infiltrat immunitaire dans le modéle MMTV-
R26Met, nous réaliserons des analyses RNA-seq sur des lignées cellulaires et des tumoroides dérivés de
tumeurs primaires. Les génes candidats seront validés aux niveaux transcriptionnel et protéique (RT-PCR,
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Western blot, ELISA/CBA). Leur réle fonctionnel sera évalué par des approches de perte de fonction utilisant
CRISPR-Cas9 ou si/shRNA. In vivo, I'impact sur la croissance tumorale et la composition immunitaire sera
analysé apres transplantation orthotopique de cellules génétiquement modifiées.

Objectif 3. Effet de la chimio-immunothérapie sur le microenvironnement tumoral

Les tumeurs greffées en contexte syngénique seront traitées par des protocoles de chimio-immunothérapie.
Un profilage longitudinal des populations myéloides et de leur organisation spatiale au cours du traitement
sera réalisé. Les résultats seront intégrés a des jeux de données issus de TNBC humain afin d’en évaluer la
pertinence translationnelle.

(EN)

We will use complementary in vitro and in vivo approaches:

In vitro: Cancer cell lines and tumoroids derived from primary MMTV-R26M¢t tumors (biobank) will be used
to study cancer-intrinsic programs.

In vivo: Orthotopic transplantation of MMTV-R26Mét primary tumors into syngeneic mice preserves the
original immune infiltrate, allowing longitudinal analysis of myeloid populations.

Technologies and collaborations: Multiparametric spectral flow cytometry, single-cell RNA sequencing
(scRNA-seq), spatial transcriptomics (collaboration), functional depletion (GEM models, or antibodies), and
comparative analysis with human datasets (bioinformatician and clinical team) will be employed.

Aim 1 — Characterization of Myeloid Populations

We will perform longitudinal analyses of tumor-infiltrating DCs, macrophages, and neutrophils at early,
intermediate, and advanced stages. High-resolution profiling will be conducted using multiparametric
spectral flow cytometry and scRNA-seq. Spatial distribution of immune infiltrates within the TME will be
assessed. Functional relevance will be tested using genetically modified mice or antibody-mediated
depletion of specific myeloid subsets to determine their role in tumor progression.

Aim 2 - Identification of Cancer-Intrinsic Factors

To identify key cancer-intrinsic factors shaping the tumor-immune infiltrate in the MMTV-R26M¢t model, we
will perform RNA-seq analyses of cell lines and tumoroids derived from primary tumors. Candidate genes
will be validated at the RNA and protein levels (RT-PCR, Western blot, ELISA/CBA). Functional roles will be
tested using CRISPR-Cas9 or si/shRNA-mediated loss-of-function. In vivo, the impact on tumor growth and
immune composition will be evaluated after orthotopic transplantation of genetically modified cells.

Aim 3 - Effect of Chemo-Immunotherapy on the TME

Syngeneic grafted tumors will be treated with chemo-immunotherapy regimens. Longitudinal profiling of
myeloid populations and their spatial organization during therapy will be performed. Results will be
integrated with human TNBC datasets to assess translational relevance.
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Conditions scientifiques matérielles et financiéres du projet de recherche - Scientific, material, and
financial conditions of the research project

(FR)

Le projet de recherche sera mené au sein de I'environnement scientifique du CRCM, qui met a disposition
I’ensemble des ressources scientifiques et techniques nécessaires a sa réalisation. Le laboratoire dispose
d’une biobanque compléte de tumeurs primaires dérivées du modéle MMTV-R26M¢t, de lignées cellulaires
et de tumoroides, ainsi que de protocoles établis de transplantation orthotopique permettant de préserver
I'infiltrat immunitaire natif. L'équipe bénéficie de I'acces a des plateformes technologiques de pointe,
incluant la cytométrie en flux spectrale multiparamétrique, le séquencage d’ARN a I’échelle unicellulaire et
la transcriptomique spatiale. Des études fonctionnelles reposant sur les approches CRISPR-Cas9, si/shRNA,
ainsi que sur des modeéles murins génétiqguement modifiés ou des stratégies de déplétion par anticorps,
sont réalisées de manieére routiniére au laboratoire. Un soutien en bioinformatique ainsi qu’un accés a des
cohortes et bases de données de TNBC humain sont assurés grace a des collaborations avec des spécialistes
internes et des partenaires cliniques. Sur le plan financier, le projet bénéficie de financements déja obtenus
(CEFIPRA et Ruban Rose) ainsi que de ressources institutionnelles, couvrant les réactifs, les colts de
séquencage, I’hébergement des animaux et les dépenses liées aux collaborations. Aucun investissement
majeur supplémentaire n’est requis pour atteindre les objectifs du projet.

L’'ensemble de ces expertises scientifiques, infrastructures et soutiens financiers garantit la faisabilité
compléte des travaux proposés et leur réalisation dans les délais impartis du stage.
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(EN)

The research project will be conducted within the CRCM environment, which provides all necessary
scientific and technical resources. The laboratory has a comprehensive biobank of MMTV-R26M¢t -derived
primary tumors, cell lines, and tumoroids, as well as established orthotopic transplantation protocols that
preserve the native immune infiltrate.

The team has access to advanced technological platforms, including multiparametric spectral flow
cytometry, single-cell RNA sequencing, and spatial transcriptomics. Functional studies using CRISPR-Cas9,
si/shRNA, and GEM or antibody-mediated depletion are routinely performed in the lab. Bioinformatics
support and access to human TNBC datasets are ensured through collaboration with in-house specialists
and clinical partners.

Financially, the project is supported by existing grants (CEFIPRA and Ruban Rose) and institutional
resources, covering reagents, sequencing costs, animal housing, and collaborative expenses. No additional
major investments are required to achieve the objectives of the PhD project.

This combination of scientific expertise, infrastructure, and financial support ensures that all proposed
experiments are fully feasible and can be completed within the standard PhD timeframe.

Profil et compétences recherchées - Profile and skills required

(FR)

Un vif intérét pour I'immunologie tumorale et la biologie du cancer est requis, ainsi qu’une forte motivation
a s’investir dans un projet de recherche ambitieux. Le candidat devra étre titulaire d’'un Master (ou dipl6me
équivalent) en immunologie, biologie cellulaire, biologie moléculaire ou dans un domaine connexe, et
justifier d’une solide formation en immunologie et/ou en oncologie. |l devra idéalement posséder une
expérience pratique en cytométrie en flux, culture cellulaire, techniques de biologie moléculaire (PCR,
Western blot) et/ou en analyses bioinformatiques de base. Une expérience dans I'utilisation de modeéles
murins constituera un atout supplémentaire, sans étre indispensable. Le candidat devra faire preuve de
rigueur scientifique, d’autonomie, d’un esprit d’analyse développé et d’une capacité a travailler
efficacement en équipe, au sein d’un environnement de recherche multidisciplinaire et international. Une
bonne maitrise de I'anglais, tant a I’écrit qu’a I'oral, sera demandé. La curiosité intellectuelle, I'esprit critique
et un engagement soutenu seront des qualités déterminantes pour la réussite de ce projet doctoral.

(EN)

We are seeking a highly motivated candidate with a strong interest in tumor immunology and cancer
biology. The applicant should hold a Master’s degree (or equivalent) in immunology, cell biology, molecular
biology, or a related field. A solid background in immunology and/or oncology is expected. Previous hands-
on experience in techniques such as flow cytometry, cell culture, molecular biology (PCR, Western blot), or
basic bioinformatics analysis will be highly appreciated. Experience in mouse models is a plus but not
mandatory. The candidate should demonstrate scientific rigor, autonomy, strong analytical skills, and the
ability to work collaboratively within a multidisciplinary and international research environment. Good
communication skills in English (written and oral) are required. Curiosity, critical thinking, and motivation
will be key assets for the successful completion of this PhD project.

Page 8 sur 8
ED658 - 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

