
�>���G �A�/�, �B�M�b�2�`�K�@�y�R�j�N�N�j�R�k

�?�i�i�T�,�f�f�r�r�r�X�?���H�X�B�M�b�2�`�K�X�7�`�f�B�M�b�2�`�K�@�y�R�j�N�N�j�R�k

�a�m�#�K�B�i�i�2�/ �Q�M �R�3 �L�Q�p �k�y�R�e

�>���G �B�b �� �K�m�H�i�B�@�/�B�b�+�B�T�H�B�M���`�v �Q�T�2�M ���+�+�2�b�b
���`�+�?�B�p�2 �7�Q�` �i�?�2 �/�2�T�Q�b�B�i ���M�/ �/�B�b�b�2�K�B�M���i�B�Q�M �Q�7 �b�+�B�@
�2�M�i�B�}�+ �`�2�b�2���`�+�? �/�Q�+�m�K�2�M�i�b�- �r�?�2�i�?�2�` �i�?�2�v ���`�2 �T�m�#�@
�H�B�b�?�2�/ �Q�` �M�Q�i�X �h�?�2 �/�Q�+�m�K�2�M�i�b �K���v �+�Q�K�2 �7�`�Q�K
�i�2���+�?�B�M�; ���M�/ �`�2�b�2���`�+�? �B�M�b�i�B�i�m�i�B�Q�M�b �B�M �6�`���M�+�2 �Q�`
���#�`�Q���/�- �Q�` �7�`�Q�K �T�m�#�H�B�+ �Q�` �T�`�B�p���i�2 �`�2�b�2���`�+�? �+�2�M�i�2�`�b�X

�G�ö���`�+�?�B�p�2 �Q�m�p�2�`�i�2 �T�H�m�`�B�/�B�b�+�B�T�H�B�M���B�`�2�>���G�- �2�b�i
�/�2�b�i�B�M�û�2 ���m �/�û�T�¬�i �2�i �¨ �H�� �/�B�z�m�b�B�Q�M �/�2 �/�Q�+�m�K�2�M�i�b
�b�+�B�2�M�i�B�}�[�m�2�b �/�2 �M�B�p�2���m �`�2�+�?�2�`�+�?�2�- �T�m�#�H�B�û�b �Q�m �M�Q�M�-
�û�K���M���M�i �/�2�b �û�i���#�H�B�b�b�2�K�2�M�i�b �/�ö�2�M�b�2�B�;�M�2�K�2�M�i �2�i �/�2
�`�2�+�?�2�`�+�?�2 �7�`���M�Ï���B�b �Q�m �û�i�`���M�;�2�`�b�- �/�2�b �H���#�Q�`���i�Q�B�`�2�b
�T�m�#�H�B�+�b �Q�m �T�`�B�p�û�b�X

�.�m���H �K�h�P�_�*�R�f�k �B�M�?�B�#�B�i�B�Q�M �B�M�/�m�+�2�b ���M�i�B�@�T�`�Q�H�B�7�2�`���i�B�p�2
�2�z�2�+�i �B�M �L�6�R�@���b�b�Q�+�B���i�2�/ �T�H�2�t�B�7�Q�`�K �M�2�m�`�Q�}�#�`�Q�K�� ���M�/

�K���H�B�;�M���M�i �T�2�`�B�T�?�2�`���H �M�2�`�p�2 �b�?�2���i�? �i�m�K�Q�` �+�2�H�H�b
�C�2�M�M�B�7�2�` �o���`�B�M�- �G���m�`�v �S�Q�m�H���B�M�- �J�B�F���2�H �>�B�p�2�H�B�M�- �S���i�`�B�+�F �L�m�b�#���m�K�- ���`�M���m�/

�>�m�#���b�- �A�M�;�`�B�/ �G���m�`�2�M�/�2���m�- �G���m�`�2�M�i �G���M�i�B�2�`�B�- �S�B�2�`�`�2 �q�Q�H�F�2�M�b�i�2�B�M�- �J�B�+�?�2�H

�o�B�/���m�/�- �1�`�B�+ �S���b�K���M�i�- �2�i ���H�X

�h�Q �+�B�i�2 �i�?�B�b �p�2�`�b�B�Q�M�,

�C�2�M�M�B�7�2�` �o���`�B�M�- �G���m�`�v �S�Q�m�H���B�M�- �J�B�F���2�H �>�B�p�2�H�B�M�- �S���i�`�B�+�F �L�m�b�#���m�K�- ���`�M���m�/ �>�m�#���b�- �2�i ���H�X�X �.�m���H
�K�h�P�_�*�R�f�k �B�M�?�B�#�B�i�B�Q�M �B�M�/�m�+�2�b ���M�i�B�@�T�`�Q�H�B�7�2�`���i�B�p�2 �2�z�2�+�i �B�M �L�6�R�@���b�b�Q�+�B���i�2�/ �T�H�2�t�B�7�Q�`�K �M�2�m�`�Q�}�#�`�Q�K�� ���M�/
�K���H�B�;�M���M�i �T�2�`�B�T�?�2�`���H �M�2�`�p�2 �b�?�2���i�? �i�m�K�Q�` �+�2�H�H�b�X �P�M�+�Q�i���`�;�2�i�- �A�K�T���+�i �D�Q�m�`�M���H�b�- �k�y�R�e�- �d �U�k�9�V�- �T�T�X�j�8�d�8�j�@
�j�8�d�e�d�X �I�R�y�X�R�3�e�j�k�f�Q�M�+�Q�i���`�;�2�i�X�d�y�N�N�=�X �I�B�M�b�2�`�K�@�y�R�j�N�N�j�R�k�=

http://www.hal.inserm.fr/inserm-01399312
https://hal.archives-ouvertes.fr


Oncotarget35753www.impactjournals.com/oncotarget

www.impactjournals.com/oncotarget/ Oncotarget, Vol. 7, No. 24

�'�X�D�O�� �P�7�2�5�&�������� �L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q�� �L�Q�G�X�F�H�V�� �D�Q�W�L���S�U�R�O�L�I�H�U�D�W�L�Y�H�� �H�Ñ�H�F�W��
�L�Q�� �1�)�����D�V�V�R�F�L�D�W�H�G�� �S�O�H�[�L�I�R�U�P�� �Q�H�X�U�R�¿�E�U�R�P�D�� �D�Q�G�� �P�D�O�L�J�Q�D�Q�W��
peripheral nerve sheath tumor cells

Jennifer Varin 1,* , Laury Poulain 2,* , Mikael Hivelin 3, Patrick Nusbaum 4, Arnaud 
Hubas 4, Ingrid Laurendeau 1, Laurent Lantieri 3 , Pierre Wolkenstein 5,6 , Michel 
Vidaud 1,4 , Eric Pasmant 1,4 , Nicolas Chapuis 2,7  and Béatrice Parfait 1,4

1 EA7331, Faculté de Pharmacie de Paris, Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité, Paris, France
2 Institut Cochin, Département d’Immuno-Hématologie, CNRS UMR8104, INSERM U1016, Paris, France
3 Service de Chirurgie Plastique et Reconstructrice, Hôpital Européen Georges Pompidou- AP-HP, Université Paris Descartes, 
Paris, France
4 Service de Biochimie et de Génétique Moléculaire, Hôpital Cochin, AP-HP, Paris, France
5 �'�p�S�D�U�W�H�P�H�Q�W���G�H���'�H�U�P�D�W�R�O�R�J�L�H�����&�H�Q�W�U�H���G�H���U�p�I�p�U�H�Q�F�H���G�H�V���Q�H�X�U�R�¿�E�U�R�P�D�W�R�V�H�V�����+�{�S�L�W�D�O���+�H�Q�U�L���0�R�Q�G�R�U�����$�3���+�3�������&�U�p�W�H�L�O�����)�U�D�Q�F�H
6 EA 4393 LIC, Université Paris Est Créteil (UPEC), Créteil, France
7 Service d’Hématologie Biologique, Hôpital Cochin, AP-HP, Paris, France
* These authors have contributed equally to this work

Correspondence to: Béatrice Parfait, email: beatrice.parfait@parisdescartes.fr

Keywords�����G�X�D�O���P�7�2�5�&���������L�Q�K�L�E�L�W�R�U�����1�)�������0�3�1�6�7�����S�O�H�[�L�I�R�U�P���Q�H�X�U�R�À�E�U�R�P�D�V

Received: August 17, 2015	 Accepted: January 19, 2016	 Published: January 31, 2016

ABSTRaCT

�$�S�S�U�R�[�L�P�D�W�H�O�\�����������������R�I���L�Q�G�L�Y�L�G�X�D�O�V���Z�L�W�K���1�H�X�U�R�¿�E�U�R�P�D�W�R�V�L�V���W�\�S�H�������G�H�Y�H�O�R�S��
�E�H�Q�L�J�Q���S�H�U�L�S�K�H�U�D�O���Q�H�U�Y�H���V�K�H�D�W�K���W�X�P�R�U�V�����F�D�O�O�H�G���S�O�H�[�L�I�R�U�P���Q�H�X�U�R�¿�E�U�R�P�D�V�����3�1�)�V�������3�1�)�V��
can undergo malignant transformation to highly metastatic malignant peripheral nerve 
�V�K�H�D�W�K���W�X�P�R�U�V�����0�3�1�6�7�V�����L�Q���������������R�I���1�)�����S�D�W�L�H�Q�W�V�����Z�L�W�K���S�R�R�U���S�U�R�J�Q�R�V�L�V�����1�R���H�Ñ�H�F�W�L�Y�H��
systemic therapy is currently available for unresectable tumors. In tumors, the NF1 
�J�H�Q�H���G�H�¿�F�L�H�Q�F�\���O�H�D�G�V���W�R���5�D�V���K�\�S�H�U�D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q���F�D�X�V�L�Q�J���W�K�H���V�X�E�V�H�T�X�H�Q�W���D�F�W�L�Y�D�W�L�R�Q���R�I��
the AKT/mTOR and Raf/MEK/ERK pathways and inducing multiple cellular responses 
including cell proliferation. In this study, three NF1���Q�X�O�O���0�3�1�6�7���G�H�U�L�Y�H�G���F�H�O�O���O�L�Q�H�V��
���������������������������D�Q�G�����������������6�7�6�����7���V�S�R�U�D�G�L�F���0�3�1�6�7���F�H�O�O���O�L�Q�H���D�Q�G���3�1�)���G�H�U�L�Y�H�G���S�U�L�P�D�U�\��
�6�F�K�Z�D�Q�Q���F�H�O�O�V���Z�H�U�H���X�V�H�G���W�R���W�H�V�W���U�H�V�S�R�Q�V�H�V���W�R���$�=�'�������������D�Q���$�7�3���F�R�P�S�H�W�L�W�L�Y�H���³�D�F�W�L�Y�H��
site” mTOR inhibitor. In contrast to rapamycin treatment which only partially 
�D�Ñ�H�F�W�H�G���P�7�2�5�&�����V�L�J�Q�D�O�L�Q�J�����$�=�'�����������L�Q�G�X�F�H�G���D���V�W�U�R�Q�J���L�Q�K�L�E�L�W�L�R�Q���R�I���P�7�2�5�&�����D�Q�G��
�P�7�2�5�&���� �V�L�J�Q�D�O�L�Q�J�� �L�Q�� �0�3�1�6�7���G�H�U�L�Y�H�G�� �F�H�O�O�� �O�L�Q�H�V�� �D�Q�G�� �3�1�)���G�H�U�L�Y�H�G�� �6�F�K�Z�D�Q�Q�� �F�H�O�O�V����
�$�=�'�����������L�Q�G�X�F�H�G���I�X�O�O���E�O�R�F�N�D�G�H���R�I���P�7�2�5�&�����O�H�D�G�L�Q�J���W�R���D�Q���H�Ò�F�L�H�Q�W���G�H�F�U�H�D�V�H���R�I���J�O�R�E�D�O��
�S�U�R�W�H�L�Q���V�\�Q�W�K�H�V�L�V�����$���K�L�J�K�H�U���F�\�W�R�W�R�[�L�F���H�Ñ�H�F�W���Z�D�V���R�E�V�H�U�Y�H�G���Z�L�W�K���$�=�'�����������F�R�P�S�D�U�H�G��
to rapamycin in the NF1���Q�X�O�O���0�3�1�6�7���G�H�U�L�Y�H�G���F�H�O�O���O�L�Q�H�V���Z�L�W�K���,�&�������U�D�Q�J�L�Q�J���I�U�R�P���������W�R��
���������Q�0���D�Q�G���D�Q�W�L�S�U�R�O�L�I�H�U�D�W�L�Y�H���H�Ñ�H�F�W���Z�D�V���F�R�Q�¿�U�P�H�G���L�Q���3�1�)���G�H�U�L�Y�H�G���6�F�K�Z�D�Q�Q���F�H�O�O�V�����&�H�O�O��
�P�L�J�U�D�W�L�R�Q���Z�D�V���L�P�S�D�L�U�H�G���E�\���$�=�'�����������W�U�H�D�W�P�H�Q�W���D�Q�G���F�H�O�O���F�\�F�O�H���D�Q�D�O�\�V�L�V���V�K�R�Z�H�G���D���*����
�*�����D�U�U�H�V�W�����&�R�P�E�L�Q�H�G���H�Ñ�H�F�W�V���R�I���$�=�'�����������D�Q�G���3�'�����������������0�(�.���L�Q�K�L�E�L�W�R�U���D�V���Z�H�O�O���D�V���%�5�'����
���%�U�R�P�R�'�R�P�D�L�Q���F�R�Q�W�D�L�Q�L�Q�J���S�U�R�W�H�L�Q���������L�Q�K�L�E�L�W�R�U�V���V�K�R�Z�H�G���D���V�\�Q�H�U�J�L�V�W�L�F���D�Q�W�L�S�U�R�O�L�I�H�U�D�W�L�Y�H��
�H�Ñ�H�F�W�����7�K�H�V�H���G�D�W�D���V�X�J�J�H�V�W���W�K�D�W���1�)�����D�V�V�R�F�L�D�W�H�G���S�H�U�L�S�K�H�U�D�O���Q�H�U�Y�H���V�K�H�D�W�K���W�X�P�R�U�V���D�U�H��
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derived primary Schwann cells
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Molecular characterization MPNST cell lines and 
PNF-derived primary Schwann cells
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Figure 1: AZD8055 strongly blocks both mTORC1 and mTORC2 signaling pathways and inhibits protein translation 
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AZD8055 induced a strong inhibition of mTORC1 
and mTORC2 signaling in MPNSTs-derived cell 
lines
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AZD8055 inhibited protein synthesis in MPNST 
cell lines
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AZD8055 decreased proliferation in MPNST-
derived cell lines and PNF-derived primary 
Schwann cells
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Table 1: PNF-derived primary Schwann cells NF1 genotyping
Germline event Somatic event
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Figure 2: AZD8055 impairs cell lines proliferation. �&�H�O�O�V���Z�H�U�H���W�U�H�D�W�H�G���Z�L�W�K���L�Q�F�U�H�D�V�L�Q�J���G�R�V�H�V���R�I���$�=�'�����������R�U���U�D�S�D�P�\�F�L�Q���I�R�U��������
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AZD8055 decreased MPNST-derived cell lines 
migration
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AZD8055 decreased the in vitro tumorigenicity of 
MPNST-derived cell lines
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AZD8055 impaired cell cycle progression in 
MPNST-derived cell lines
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Figure 3: AZD8055 impairs cell migration and anchorage independent growth in soft agar. A.���&�H�O�O���O�L�Q�H�V���P�L�J�U�D�W�L�R�Q���E�H�K�D�Y�L�R�U��
�Z�D�V���V�W�X�G�L�H�G���Z�L�W�K���,�%�,�'�,���F�X�O�W�X�U�H���L�Q�V�H�U�W�V�����6�X�E�F�R�Q�À�X�H�Q�W���F�H�O�O�V���Z�H�U�H���W�U�H�D�W�H�G���Z�L�W�K���$�=�'�����������R�U���U�D�S�D�P�\�F�L�Q�����$�I�W�H�U�������K�R�X�U�V���R�I���W�U�H�D�W�P�H�Q�W�����H�D�F�K���Z�H�O�O��
�Z�D�V���S�K�R�W�R�J�U�D�S�K�H�G���D�Q�G���F�H�O�O�V���Z�H�U�H���F�R�X�Q�W�H�G�����3�H�U�F�H�Q�W�D�J�H���R�I���W�U�H�D�W�H�G���F�H�O�O�V���Y�H�U�V�X�V���X�Q�W�U�H�D�W�H�G���F�H�O�O�V���L�Q���J�D�S���Z�D�V���D�V�V�H�V�V�H�G����B.���6�L�P�L�O�D�U���U�H�V�X�O�W�V���Z�H�U�H��
�R�E�W�D�L�Q�H�G���Z�K�H�Q���P�L�J�U�D�W�L�R�Q���E�H�K�D�Y�L�R�U���Z�D�V���V�W�X�G�L�H�G���X�V�L�Q�J���D���W�U�D�Q�V�Z�H�O�O���D�V�V�D�\�����$�=�'�����������V�L�J�Q�L�¿�F�D�Q�W�O�\���U�H�G�X�F�H�G���W�K�H���P�L�J�U�D�W�R�U�\���D�E�L�O�L�W�\���R�I���6�7�6�����7���D�Q�G��
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Dual blockade of both mTOR and MAPK 
pathways was synergistic in MPNST cell lines and 
PNF-derived primary Schwann cells
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Dual blockade of both mTOR pathway and 
chromatin structure regulation was synergistic in 
MPNST cell lines
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Figure 5: AZD8055 combined with PD0325901 impairs synergically cell lines proliferation and cell cycle progression.
Cells were treated with increasing doses of PD0325901 for 48 hours. �7�K�H�� �G�R�V�H�� �H
u�H�F�W�� �F�X�U�Y�H�V�� �R�Q�� �F�H�O�O�� �J�U�R�Z�W�K�� �Z�H�U�H�� �D�V�V�H�V�V�H�G��
�E�\�� �X�V�L�Q�J�� �:�6�7���� �D�V�V�D�\���� �(
u�H�F�W�V�� �R�Q�� �F�H�O�O�� �Y�L�D�E�L�O�L�W�\�� �D�U�H�� �H�[�S�U�H�V�V�H�G�� �D�V�� �D�� �I�X�Q�F�W�L�R�Q�� �R�I�� �—�0�� �G�U�X�J�� �F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�V�� ���O�R�J�� �V�F�D�O�H������A.�� �'�R�V�H�� �U�H�V�S�R�Q�V�H��
�F�X�U�Y�H�V�� �R�I�� �0�3�1�6�7���G�H�U�L�Y�H�G�� �F�H�O�O�� �O�L�Q�H�V�� �W�U�H�D�W�H�G�� �Z�L�W�K�� �3�'���������������� �Z�H�U�H�� �D�V�V�H�V�V�H�G����B.�� �&�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �F�R�X�Q�W�H�G�� �D�Q�G�� �O�R�J���� ���7������ �F�H�O�O�� �Q�X�P�E�H�U���7���� �F�H�O�O��
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MaTERiaLS aND mEThODS

MPNST cell lines
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�������� �D�Q�G������������ �Z�H�U�H���P�D�L�Q�W�D�L�Q�H�G���L�Q���D�G�Y�D�Q�F�H�G���5�3�0�,������������
�Z�L�W�K�����������K�H�D�W���L�Q�D�F�W�L�Y�D�W�H�G���)�%�6�������������Å���%�R�Y�L�Q�H���3�L�W�X�L�W�D�U�\��
�(�[�W�U�D�F�W�����������8���P�O���S�H�Q�L�F�L�O�O�L�Q�����D�Q�G���������—�J���P�O���V�W�U�H�S�W�R�P�\�F�L�Q��
���,�Q�Y�L�W�U�R�J�H�Q�������0�3�1�6�7���F�H�O�O���O�L�Q�H���6�7�6�����7���Z�D�V���H�V�W�D�E�O�L�V�K�H�G��
�I�U�R�P�� �D�� �V�S�R�U�D�G�L�F�� �0�3�1�6�7�� �D�Q�G�� �Z�D�V�� �N�L�Q�G�O�\�� �S�U�R�Y�L�G�H�G�� �E�\��
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PNFs-derived primary Schwann cells

�6�D�P�S�O�H�V�� �Z�H�U�H�� �F�R�O�O�H�F�W�H�G�� �L�Q�� �D�F�F�R�U�G�D�Q�F�H�� �Z�L�W�K��
�W�K�H�� �)�U�H�Q�F�K�� �O�H�J�L�V�O�D�W�L�R�Q�� �F�R�Q�F�H�U�Q�L�Q�J�� �E�L�R�O�R�J�L�F�D�O�� �V�D�P�S�O�H�V��
�F�R�O�O�H�F�W�L�R�Q�� �I�R�U�� �U�H�V�H�D�U�F�K�� ���)�U�H�Q�F�K�� �0�L�Q�L�V�W�U�\�� �R�I�� �5�H�V�H�D�U�F�K����
�G�H�F�O�D�U�D�W�L�R�Q�� �R�I�� �F�U�H�D�W�L�R�Q�� �D�Q�G�� �X�V�H�� �R�I�� �D���E�L�R�O�R�J�L�F�D�O���V�D�P�S�O�H�V��
�F�R�O�O�H�F�W�L�R�Q���Q�ƒ�� �'�&���������������������� �D�Q�G�� �'�&���������������������������7�K�H��
�V�W�X�G�\���Z�D�V���D�S�S�U�R�Y�H�G���E�\���W�K�H���O�R�F�D�O���H�W�K�L�F�D�O���F�R�P�P�L�W�W�H�H�����&�3�3��
�,�O�H���G�H���)�U�D�Q�F�H���,�,�,���� �&�2�/������������ �D�Q�G���D�O�O���S�D�W�L�H�Q�W�V���J�D�Y�H���W�K�H�L�U��
�Z�U�L�W�W�H�Q���L�Q�I�R�U�P�H�G���F�R�Q�V�H�Q�W�����%�O�R�R�G���V�D�P�S�O�H�V���D�Q�G���3�1�)�V���W�X�P�R�U��
�U�H�V�H�F�W�L�R�Q�V���Z�H�U�H���R�E�W�D�L�Q�H�G���I�U�R�P�������X�Q�U�H�O�D�W�H�G���1�)�����S�D�W�L�H�Q�W�V����
�7�X�P�R�U�V���Z�H�U�H���F�X�W���L�Q�W�R���V�P�D�O�O���S�L�H�F�H�V�����L�Q�F�X�E�D�W�H�G���L�Q���D���V�W�D�Q�G�D�U�G��
�P�H�G�L�X�P�����6�0�����F�R�P�S�R�V�H�G���R�I���'�X�E�H�O�F�F�R�¶�V���P�R�G�L�¿�H�G���(�D�J�O�H�¶�V��
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Microarray procedure and data analysis

�*�H�Q�R�P�H���Z�L�G�H�� �D�U�U�D�\���&�*�+�� �Z�D�V�� �X�V�H�G�� �W�R�� �L�G�H�Q�W�L�I�\��
�S�R�W�H�Q�W�L�D�O�� �J�H�Q�H�W�L�F�� �U�H�D�U�U�D�Q�J�H�P�H�Q�W�V�� �L�Q�� �0�3�1�6�7�� �F�H�O�O�� �O�L�Q�H�V��
���������.���D�U�U�D�\���&�*�+�����D�Q�G���3�1�)�V���G�H�U�L�Y�H�G���S�U�L�P�D�U�\���6�F�K�Z�D�Q�Q��
�F�H�O�O�V�� �������.�� �D�U�U�D�\���&�*�+������ �7�K�H�� �D�U�U�D�\���&�*�+�� �O�D�E�H�O�O�L�Q�J�� �D�Q�G��
�K�\�E�U�L�G�L�]�D�W�L�R�Q�� �Z�H�U�H�� �S�H�U�I�R�U�P�H�G�� �D�V�� �U�H�F�R�P�P�H�Q�G�H�G�� �L�Q�� �W�K�H��
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�$�J�L�O�H�Q�W���Z�K�R�O�H���K�X�P�D�Q���J�H�Q�R�P�H���������.���R�U�������.���P�L�F�U�R�D�U�U�D�\�V��
���$�J�L�O�H�Q�W���7�H�F�K�Q�R�O�R�J�L�H�V�����Y�H�U�V�X�V���V�L�[���S�R�R�O�H�G���Q�R�U�P�D�O���F�R�Q�W�U�R�O��
�'�1�$�V�����I�U�R�P���V�L�[���K�H�D�O�W�K�\���G�R�Q�R�U�V�¶���E�O�R�R�G���V�D�P�S�O�H�V�������O�D�E�H�O�O�H�G��
�Z�L�W�K���&�\�����G�8�7�3�����D�V���U�H�I�H�U�H�Q�F�H�����W�R���G�H�W�H�F�W���F�H�O�O���O�L�Q�H���V�S�H�F�L�¿�F��
�D�E�H�U�U�D�W�L�R�Q�V�����$�U�U�D�\�V���Z�H�U�H���V�F�D�Q�Q�H�G���Z�L�W�K���D�Q���$�J�L�O�H�Q�W���'�1�$��
�P�L�F�U�R�D�U�U�D�\�� �V�F�D�Q�Q�H�U�� ���*���������%�$������ �/�R�J���� �U�D�W�L�R�V�� �Z�H�U�H��
�G�H�W�H�U�P�L�Q�H�G�� �Z�L�W�K�� �$�J�L�O�H�Q�W�� �)�H�D�W�X�U�H�� �(�[�W�U�D�F�W�L�R�Q�� �V�R�I�W�Z�D�U�H����
�5�H�V�X�O�W�V�� �Z�H�U�H�� �Y�L�V�X�D�O�L�]�H�G�� �D�Q�G�� �D�Q�D�O�\�V�H�G�� �Z�L�W�K�� �$�J�L�O�H�Q�W�¶�V��
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NF1 genotyping

�'�1�$���Z�D�V���L�V�R�O�D�W�H�G���I�U�R�P���0�3�1�6�7���G�H�U�L�Y�H�G���F�H�O�O���O�L�Q�H�V����
�D�Q�G���H�L�J�K�W���3�1�)���G�H�U�L�Y�H�G���S�U�L�P�D�U�\���6�F�K�Z�D�Q�Q���F�H�O�O���F�X�O�W�X�U�H�V���D�Q�G��
�W�K�H�L�U���O�H�X�F�R�F�\�W�H�V�� �F�R�X�Q�W�H�U�S�D�U�W�� �X�V�L�Q�J�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�V�H��
�.�� �G�L�J�H�V�W�L�R�Q�� �I�R�O�O�R�Z�H�G�� �E�\�� �S�K�H�Q�R�O���F�K�O�R�U�R�I�R�U�P�� �H�[�W�U�D�F�W�L�R�Q����
NF1���J�H�Q�R�W�\�S�L�Q�J���Z�D�V���W�K�H�Q���S�H�U�I�R�U�P�H�G���X�V�L�Q�J���W�D�U�J�H�W�H�G���Q�H�[�W��
�J�H�Q�H�U�D�W�L�R�Q���V�H�T�X�H�Q�F�L�Q�J���D�O�O�R�Z�L�Q�J��NF1���S�R�L�Q�W���P�X�W�D�W�L�R�Q�V���D�Q�G��
�F�R�S�\���Q�X�P�E�H�U���Y�D�U�L�D�W�L�R�Q���G�H�W�H�F�W�L�R�Q�����D�V���S�U�H�Y�L�R�X�V�O�\���G�H�V�F�U�L�E�H�G��
�>�����@��

Tested drugs

�$�=�'������������ �-�4������ �2�7�;���������� �D�Q�G�� �*�6�.�������������$���,��
�%�(�7�����������Z�H�U�H���S�U�R�Y�L�G�H�G���E�\���6�H�O�O�H�F�N�F�K�H�P�����5�D�S�D�P�\�F�L�Q���D�Q�G��
�3�'���������������� �Z�H�U�H�� �S�X�U�F�K�D�V�H�G�� �I�U�R�P�� �&�D�O�E�L�R�F�K�H�P���� �'�U�X�J�V��
�Z�H�U�H���G�L�V�V�R�O�Y�H�G���L�Q���G�L�P�H�W�K�\�O�V�X�O�S�K�R�[�L�G�H�����'�0�6�2�����W�R���D���¿�Q�D�O��
�V�W�R�F�N�� �F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�� �R�I�� �������� �P�0���� �'�U�X�J�V�� �Z�H�U�H�� �D�G�G�H�G�� �L�Q��
�F�X�O�W�X�U�H�V���W�R���¿�Q�D�O���Z�R�U�N�L�Q�J���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�V���Z�L�W�K���Q�R���P�R�U�H���W�K�D�Q��
�����������'�0�6�2��

Proliferation assays

�0�3�1�6�7���F�H�O�O���O�L�Q�H�V���Z�H�U�H���V�H�H�G�H�G���R�Q�������Z�H�O�O���S�O�D�W�H�V���D�W���D��
�F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���R�I�������������������F�H�O�O�V���S�H�U���Z�H�O�O���L�Q���0�3�1�6�7���F�X�O�W�X�U�H��
�P�H�G�L�X�P�����7�K�H���Q�X�P�E�H�U���R�I���F�H�O�O�V���Z�D�V���G�H�W�H�U�P�L�Q�H�G�����7�������Z�K�H�Q��
�H�[�S�R�Q�H�Q�W�L�D�O���J�U�R�Z�L�Q�J���S�K�D�V�H���Z�D�V���U�H�D�F�K�H�G�����$�I�W�H�U���������D�Q�G�������K��
�R�I�� �G�U�X�J�� �W�U�H�D�W�P�H�Q�W�V���� �F�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �W�U�\�S�V�L�Q�L�]�H�G�� �D�Q�G�� �S�H�O�O�H�W�H�G��
�Z�L�W�K�� �F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�L�Q�J�� �F�X�O�W�X�U�H�� �V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�� �D�Q�G�� �Z�D�V�K�L�Q�J��
�E�X
u�H�U�V�����9�L�D�E�O�H���F�H�O�O�V���Z�H�U�H���F�R�X�Q�W�H�G���X�V�L�Q�J�������������W�U�\�S�D�Q���E�O�X�H��
�V�R�O�X�W�L�R�Q�����,�Q�Y�L�W�U�R�J�H�Q�������)�R�O�G���J�U�R�Z�W�K���Z�D�V���G�H�¿�Q�H�G���D�V���O�R�J�����R�I��
�I�R�O�G���R�I���W�K�H���Q�X�P�E�H�U���R�I���Y�L�D�E�O�H���F�H�O�O�V���W�U�H�D�W�H�G���E�\���G�L
u�H�U�H�Q�W���G�U�X�J��
�F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�V�� �D�W�� ������ �D�Q�G�� �����K���Y�H�U�V�X�V�� �Q�X�P�E�H�U�� �R�I�� �F�H�O�O�V�� �D�W��
�7�������(�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�V���Z�H�U�H���S�H�U�I�R�U�P�H�G���L�Q���G�X�S�O�L�F�D�W�H���D�Q�G���U�H�S�H�D�W�H�G��
�W�K�U�H�H���W�L�P�H�V��

In vitro cytotoxicity assay

�0�3�1�6�7�� �F�H�O�O�� �O�L�Q�H�V�� �D�Q�G�� �W�K�H�� �3�1�)���G�H�U�L�Y�H�G�� �S�U�L�P�D�U�\��
�6�F�K�Z�D�Q�Q�� �F�H�O�O�� �F�X�O�W�X�U�H�V�� �Z�H�U�H�� �V�H�H�G�H�G�� �L�Q�� �W�U�L�S�O�L�F�D�W�H���R�Q�� ������
�Z�H�O�O�� �S�O�D�W�H�V�����&�H�O�O�V�� �Z�H�U�H�� �W�U�H�D�W�H�G�� �Z�L�W�K�� �W�K�H�� �W�H�V�W�H�G�� �G�U�X�J�� �R�U��
�Z�L�W�K�� ���������� �'�0�6�2�� �D�V�� �Q�H�J�D�W�L�Y�H�� �F�R�Q�W�U�R�O���� �&�\�W�R�W�R�[�L�F�L�W�\��
�Z�D�V���T�X�D�Q�W�L�¿�H�G���������K�R�X�U�V���D�I�W�H�U���W�U�H�D�W�P�H�Q�W���E�\���:�6�7�����D�V�V�D�\��
���5�R�F�K�H�������5�H�O�D�W�L�Y�H���F�\�W�R�W�R�[�L�F�L�W�\���Z�D�V���G�H�W�H�U�P�L�Q�H�G���D�V���U�D�W�L�R���R�I��
�D�E�V�R�U�E�D�Q�F�H���D�W���������� �Q�P�� �R�I�� �W�U�H�D�W�H�G���Y�H�U�V�X�V�� �X�Q�W�U�H�D�W�H�G���F�H�O�O�V����
�,�&�������Y�D�O�X�H�V���F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�L�Q�J���W�R���F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�V���D�V�V�R�F�L�D�W�H�G���W�R��
���������R�I���F�H�O�O���Y�L�D�E�L�O�L�W�\���D�I�W�H�U���������K�R�X�U�V���R�I���F�R�Q�W�L�Q�X�R�X�V���H�[�S�R�V�X�U�H��
�Z�H�U�H���G�H�W�H�U�P�L�Q�H�G��

Migration assay

�0�3�1�6�7�� �F�H�O�O���O�L�Q�H�V���6�7�6�����7�� �D�Q�G������������ �Z�H�U�H���V�H�H�G�H�G��
�D�W�� �V�X�E�F�R�Q�À�X�H�Q�F�H�� �R�Q�� �,�%�,�'�,�� �F�X�O�W�X�U�H���L�Q�V�H�U�W�V���D�V�� �G�H�V�F�U�L�E�H�G��
�E�\�� �P�D�Q�X�I�D�F�W�X�U�H�U�����%�L�R�Y�D�O�O�H�\������ �$�I�W�H�U�� �F�X�O�W�X�U�H���L�Q�V�H�U�W�V��
�U�H�P�R�Y�D�O���� �F�H�O�O�� �P�L�J�U�D�W�L�R�Q�� �E�H�K�D�Y�L�R�U�� �Z�D�V�� �W�U�D�F�N�H�G�� �D�I�W�H�U�� ������
������ �D�Q�G�� ������ �K�R�X�U�V�� �R�I�� �F�R�Q�W�L�Q�X�R�X�V�� �H�[�S�R�V�X�U�H�� �R�I�� �L�Q�F�U�H�D�V�L�Q�J��
�G�R�V�H�V���R�I���$�=�'�����������D�Q�G���U�D�S�D�P�\�F�L�Q�����0�L�J�U�D�W�L�R�Q���D�V�V�D�\���Z�D�V��
�D�O�V�R���D�V�V�H�V�V�H�G���E�\���X�V�L�Q�J���D���&�\�W�R�6�H�O�H�F�W�7�0���W�U�D�Q�V�Z�H�O�O���D�V�V�D�\���D�V��
�G�H�V�F�U�L�E�H�G�� �E�\�� �W�K�H�� �P�D�Q�X�I�D�F�W�X�U�H�U�����&�H�O�O�� �%�L�R�O�D�E�V������ �%�U�L�H�À�\����
�����������������F�H�O�O�V���P�O���L�Q���5�3�0�,�������������Z�L�W�K���������K�H�D�W���L�Q�D�F�W�L�Y�D�W�H�G��
�)�%�6�� �Z�H�U�H�� �S�U�H�L�Q�F�X�E�D�W�H�G�� �Z�L�W�K�� �R�U�� �Z�L�W�K�R�X�W�� �G�U�X�J�V�� �I�R�U�� �W�Z�R��
�K�R�X�U�V�� �D�W�� �����ƒ�&�� �D�Q�G�� �D�� �������—�O�� �F�H�O�O�� �V�X�V�S�H�Q�V�L�R�Q�� �Z�D�V�� �O�R�D�G�H�G��
�L�Q�W�R���W�K�H���X�S�S�H�U���F�K�D�P�E�H�U�����5�3�0�,�������������V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�H�G���Z�L�W�K��
���������K�H�D�W���L�Q�D�F�W�L�Y�D�W�H�G���)�%�6���Z�D�V���X�V�H�G���D�V���D���F�K�H�P�R�D�W�W�U�D�F�W�D�Q�W��
�L�Q�� �W�K�H�� �E�R�W�W�R�P�� �F�K�D�P�E�H�U���� �$�I�W�H�U�� ������ �K�R�X�U�V�� �R�I�� �L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q����
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�P�L�J�U�D�W�H�G���F�H�O�O�V���Z�H�U�H���T�X�D�Q�W�L�¿�H�G���E�\���À�X�R�U�L�P�H�W�U�L�F���D�Q�D�O�\�V�L�V���D�V��
�U�H�F�R�P�P�H�Q�G�H�G���E�\���W�K�H���P�D�Q�X�I�D�F�W�X�U�H�U��

Soft agar colony formation assay

�$�Q�� �D�F�H�O�O�X�O�D�U�� �E�D�V�D�O�� ���������� �D�J�D�U�� �O�D�\�H�U�� �Z�D�V�� �S�O�D�W�H�G�� �D�W��
�W�K�H���E�R�W�W�R�P���R�I���D���������Z�H�O�O���S�O�D�W�H���D�Q�G���F�R�Y�H�U�H�G���Z�L�W�K�������������D�J�D�U��
�V�R�O�X�W�L�R�Q�� �F�R�Q�W�D�L�Q�L�Q�J�� ���������� �0�3�1�6�7�� �F�H�O�O�� �O�L�Q�H�V���� �&�R�O�R�Q�L�H�V��
�Z�H�U�H�� �T�X�D�Q�W�L�¿�H�G�� �E�\�� �À�X�R�U�L�P�H�W�U�L�F�� �D�Q�D�O�\�V�L�V�� �D�I�W�H�U�� ���� �G�D�\�V��
�R�I�� �F�R�Q�W�L�Q�X�R�X�V�� �H�[�S�R�V�X�U�H���R�I�� �L�Q�F�U�H�D�V�L�Q�J�� �G�R�V�H�V�� �R�I�� �G�U�X�J�V�� �D�V��
�G�H�V�F�U�L�E�H�G���E�\���W�K�H���P�D�Q�X�I�D�F�W�X�U�H�U�����&�H�O�O���%�L�R�O�D�E�V����

Cell cycle analysis

�0�3�1�6�7���F�H�O�O���O�L�Q�H�V���Z�H�U�H���V�H�U�X�P���V�W�D�U�Y�H�G���I�R�U�������K���D�Q�G��
�W�K�H�Q�� �W�U�H�D�W�H�G�� �Z�L�W�K�� �G�L
u�H�U�H�Q�W�� �G�U�X�J�� �F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�V���� �'�U�X�J��
�H
u�H�F�W�V���R�Q���F�H�O�O���F�\�F�O�H���Z�H�U�H���G�H�W�H�U�P�L�Q�H�G���E�\�� �)�,�7�&���F�R�X�S�O�H�G��
�D�Q�W�L���%�U�G�8���D�Q�W�L�E�R�G�L�H�V�����%�'���%�L�R�V�F�L�H�Q�F�H�V�����D�V���G�H�V�F�U�L�E�H�G���E�\��
�P�D�Q�X�I�D�F�W�X�U�H�U�� ���%�'�� �%�L�R�V�F�L�H�Q�F�H�V������ �)�O�R�Z�� �F�\�W�R�P�H�W�U�\�� �Z�D�V��
�S�H�U�I�R�U�P�H�G���R�Q���D���%�'���)�$�&�6�&�D�Q�W�R�Œ���,�,�����%�'���%�L�R�V�F�L�H�Q�F�H�V������
�5�H�V�X�O�W�V�� �Z�H�U�H�� �D�Q�D�O�\�V�H�G�� �X�V�L�Q�J�� �W�K�H�� �%�'�� �)�$�&�6�'�L�Y�D�Œ��
�V�R�I�W�Z�D�U�H���Y�H�U�V�L�R�Q�����������������%�'���%�L�R�V�F�L�H�Q�F�H�V������

Western blotting

�:�K�R�O�H�� �F�H�O�O�� �H�[�W�U�D�F�W�V�� �D�Q�G�� �:�H�V�W�H�U�Q�� �E�O�R�W�V�� �Z�H�U�H��
�S�H�U�I�R�U�P�H�G���D�V���S�U�H�Y�L�R�X�V�O�\���G�H�V�F�U�L�E�H�G���>�����@�����$�Q�W�L���S���3�����6���.��
�7���������� �D�Q�W�L���S�����(���%�3���� �6�������� �D�Q�W�L���S���$�.�7�� �6�������� �S�U�L�P�D�U�\��
�D�Q�W�L�E�R�G�L�H�V���Z�H�U�H���S�X�U�F�K�D�V�H�G���I�U�R�P���&�H�O�O���6�L�J�Q�D�O�L�Q�J���7�H�F�K�Q�R�O�R�J�\��
�D�Q�G���D�Q�W�L���D�F�W�L�Q���Z�D�V���S�X�U�F�K�D�V�H�G���I�U�R�P���6�L�J�P�D���$�O�G�U�L�F�K�����3�U�R�W�H�L�Q�V��
�Z�H�U�H���Y�L�V�X�D�O�L�]�H�G���X�V�L�Q�J���D���V�H�F�R�Q�G�D�U�\���D�Q�W�L�E�R�G�\���F�R�Q�M�X�J�D�W�H�G���W�R��
�K�R�U�V�H�U�D�G�L�V�K���S�H�U�R�[�L�G�D�V�H���D�Q�G���F�K�H�P�L�O�X�P�L�Q�H�V�F�H�Q�F�H���G�H�W�H�F�W�L�R�Q��
���H�Q�K�D�Q�F�H�G���F�K�H�P�L�O�X�P�L�Q�H�V�F�H�Q�F�H�����*�(���+�H�D�O�W�K�F�D�U�H�������,�P�D�J�H�V��
�Z�H�U�H���F�D�S�W�X�U�H�G���X�V�L�Q�J���D���&�&�'���F�D�P�H�U�D�����/�$�6�������������)�X�M�L�)�L�O�P����
�7�R�N�\�R�����-�D�S�D�Q�����D�Q�G���T�X�D�Q�W�L�¿�H�G���X�V�L�Q�J���0�X�O�W�L�J�D�X�J�H���V�R�I�W�Z�D�U�H��
���)�X�M�L�¿�O�P�������,�P�D�J�H�V�� �Z�H�U�H�� �F�D�S�W�X�U�H�G�� �X�V�L�Q�J�� �D�� �&�&�'�� �F�D�P�H�U�D��
���/�$�6�������������)�X�M�L�¿�O�P��

[H 3] Leucine incorporation assay

�7�K�H���J�O�R�E�D�O���S�U�R�W�H�L�Q���V�\�Q�W�K�H�V�L�V���Z�D�V���D�V�V�H�V�V�H�G���E�\���>�+���@��
�/�H�X�F�L�Q�H���D�V�V�D�\���� �&�H�O�O�V���Z�H�U�H���L�Q�F�X�E�D�W�H�G���I�R�U�����K���D�W�����������F�H�O�O�V��
�P�/�� �L�Q�� �D�� �O�R�Z�� �O�H�X�F�L�Q�H�� �P�H�G�L�X�P�� ���������� �'�X�O�E�H�F�F�R�� �P�R�G�L�¿�H�G��
�(�D�J�O�H�� �P�H�G�L�X�P�� �Z�L�W�K�R�X�W�� �O�H�X�F�L�Q�H���� �������� �0�(�0�� �Z�L�W�K�� ��������
�G�L�D�O�\�V�H�G���)�&�6�����W�K�H�Q���O�D�E�H�O�O�H�G���I�R�U�����K���Z�L�W�K���>���+�@���O�H�X�F�L�Q�H��������
�—�&�L���� �����N�%�T������ �7�K�H�� �D�P�R�X�Q�W�� �R�I�� �U�D�G�L�R�D�F�W�L�Y�L�W�\�� �L�Q�F�R�U�S�R�U�D�W�H�G��
�L�Q�W�R�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�� �Z�D�V�� �G�H�W�H�U�P�L�Q�H�G�� �E�\�� �W�U�L�F�K�O�R�U�R�D�F�H�W�L�F�� �D�F�L�G��
�S�U�H�F�L�S�L�W�D�W�L�R�Q��

Statistical analysis

�'�D�W�D�� �Z�H�U�H�� �H�[�S�U�H�V�V�H�G�� �D�V�� �P�H�D�Q�� �Y�D�O�X�H�V�� �D�Q�G�� �6�'����
�6�W�D�W�L�V�W�L�F�D�O�� �V�L�J�Q�L�¿�F�D�Q�F�H�� �R�I�� �G�L
u�H�U�H�Q�F�H�V�� �R�E�V�H�U�Y�H�G�� �E�H�W�Z�H�H�Q��

�H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O���J�U�R�X�S�V���Z�D�V���G�H�W�H�U�P�L�Q�H�G���X�V�L�Q�J���6�W�X�G�H�Q�W�¶�V���W���W�H�V�W����
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