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Abkiirzungsverzeichnis
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1. Deutsche Zusammenfassung

1. Einleitung

Medulloblastome sind mit einem Anteil von 20 % der haufigste maligne Gehirntumor im
padiatrischen Patientenkollektiv. Die WHO Klassifikation von 2007 unterscheidet funf
histologische  Varianten: klassische Medulloblastome, desmoplastisch/nodulare
Medulloblastome, Medulloblastome mit  starker  Nodularitat, Grosszellige
Medulloblastome und anaplastische Medulloblastome (Louis et al., 2007). Darauf
aufbauend zeigten Transkriptionsanalysen aus dem Jahr 2012, dass es auf molekularer
Ebene vier Medulloblastomuntergruppen — Sonic Hedgehog (SHH), Wingless (Wnt),
Gruppe 3 und Gruppe 4 — gibt, die sich hinsichtlich Demographie, Histologie, Phanotyp,
somatischer Mutationen und klinischer Uberlebensraten unterscheiden (Kool et al., 2012;
Northcott et al., 2011).

Der SHH-Signalweg ist an der normalen Kleinhirnentwicklung beteiligt (Dey et al., 2012).
Eine aberrante SHH-Signalgebung kann in 25-30 % der Medulloblastome nachgewiesen
werden (Kool et al., 2012). Erste Hinweise auf eine Einbindung des SHH-Signalwegs in
die Medulloblastompathogenese lieferten Beobachtungen von Patienten, die am Gorlin-
Syndrom leiden. Diese zeigen neben Basalzellkarzinomen auch eine Pradisposition fur
Medulloblastome. Genetische Analysen der Patienten dokumentierten eine Haufung von
Mutationen des SHH-Rezeptors patched (Ptch) und der Mediatoren smooth (SMO) und
suppressor of fused homolog (SUFU), die zu einer Hyperaktivierung des Signalwegs
fuhren (Cowan et al., 1997; Evans et al., 1991; Hahn et al., 1996). Diese Beobachtungen
werden durch verschiedene Mausmodelle, in denen die oben beschriebenen
Signalwegkomponenten manipuliert wurden, unterstitzt (Goodrich et al., 1997; Hallahan
et al., 2004; Hatton et al., 2008; Lee et al., 2007). Hinsichtlich der Uberlebensraten zeigen
SHH-Tumoren eine gute Prognose, mit Ausnahme der Tumoren (10 %), die zusatzlich
eine Mutation des Tumorsuppressorgens p53 erwerben. Im Vergleich zu nicht p53-
mutierten Tumoren (5-JUR 80 %) zeigen diese Patienten eine um die Halfte (5-JUR 40
%) verringerte 5-Jahres-Uberlebensrate (Zhukova et al., 2013). Dariiber hinaus

dokumentiert Northcott et al., dass SHH-Tumoren haufig zusatzlich zur deregulierten



Aktivitat des SHH-Signalweges eine Amplifikation der Rezeptortyrosinkinasen Platelet-
derived-growth-factor (PDGFR) alpha, Insulin-growth-factor-1 (IGF1R) und c-Kit, sowie
des Rezeptortyrosinkinase Downstream-Mediators Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und
einen Verlust des PI3K-negativ-Regulators Phosphatase and Tensin homolog (PTEN)

aufweisen, welche die Tumorentstehung zu beglnstigen scheinen (Northcott et al., 2012).

Die Wnt-Untergruppe enthalt 10-15 % der Medulloblastome und zeigt mit
Uberlebensraten von 90 % die beste Prognose (Ellison et al., 2011; Kool et al., 2012).
Frihe ,aCGH" und Mutationsstudien zeigten fur diese Gruppe eine Anreicherung von
Mutationen in -Genen des Wnt-Signalweges wie Beta-catenin, Adenomatous-polyposis-
coli (APC) und Axis inhibition 1/2 (Axin1/2) (Cho et al., 2011; Kool et al., 2008; Robinson
et al., 2012; Thompson et al., 2006). Eine deregulierte Signalgebung des WNT-
Signalweges fuhrt zu einem erhéhtem Gehalt des Transkriptionsfaktors Beta-Catenin im
Nukleus und einer damit einhergehenden Aktivierung von Beta-Catenin-Zielgenen,
welche zellulare Programme wie Zellteilung, Zell-Zell Kontakte und den Abbau der

extrazellularen Matrix beeinflussen (MacDonald et al., 2009).

Gruppe 3 und Gruppe 4 Tumore wurden urspringlich als Nicht-Wnt- und Nicht-SHH-
Tumore bezeichnet und machen zusammen 60 % der Medulloblastome aus (Taylor et al.,
2012a). Sie zeichnen sich durch eine deregulierte Methylierung als maglichen Driver der
Tumorentstehung aus (Jones et al., 2012; Robinson et al., 2012). Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass in diesen Medulloblastomvarianten ein vermehrtes Vorkommen von
Photorezeptorgenen eine Rolle bei der Tumorentstehung spielt und sie hohe Level der
Medulloblastomonkogene Orthodenticle homeobox 2 (OXT2) und forkhead box G1B
(FOXG1B) exprimieren (Cho et al., 2011; Kool et al., 2008; Northcott et al., 2011). Im
Gegensatz zu Gruppe 4 Tumoren =zeigen Gruppe 3 Tumore eine erhohte
Transkriptionssignatur von Genen, die im Zellzyklus, in der Bioproteinsynthese und bei
der Glutamatrezeptor-, p38-Mitogen-Aktivierten-Protein-Kinase sowie PI3K/AKT-
Signaltransduktion von Bedeutung sind. Gruppe 4 Tumoren hingegen zeigen eine
Uberreprasentation von Genen, die an der Zytoskelettorganisation sowie neuronalen
Differenzierung und Entwicklung beteiligt sind (Kool et al., 2008; Northcott et al., 2011).

Weiterhin ist die haufigste dokumentierte strukturelle Chromosomenanomalie fur Gruppe



3 und 4 Tumoren das Vorliegen eines Isochromosoms 17q (Jones et al., 2012; Kool et al.,
2008; Northcott et al., 2011).

Ein Hauptunterschied zwischen Gruppe 3 und 4 Tumoren liegt in der Amplifikation oder
Uberexpression des Protoonkogenes Myelocytomatosis (MYC). Wahrend Gruppe 3
Tumoren zu 15 % positiv fiir eine MYC Uberreprasentation getestet wurden, ist diese
Anomalie selten in Gruppe 4 Tumoren zu finden (Jones et al., 2012; Northcott et al., 2011;
Robinson et al.,, 2012). Patienten, die an Gruppe 3 Medulloblastomen ohne MYC-
Amplifikation oder Uberexpression (5-JUR 75 %) und Gruppe 4 (5-JUR 75 %) Tumoren
leiden haben eine intermediare Prognose ahnlich der von SHH-Medulloblastomen ohne
p53-Mutation. Im Gegensatz dazu zeigen Patienten, welche an Gruppe 3 Tumoren mit
MYC-Amplifikation oder Uberexpression erkranken die schlechteste Prognose mit 5-
Jahres-Uberlebensraten von nur 20 % (Cho et al., 2011; Zhukova et al., 2013).

Die heutige Behandlung des Medulloblastoms basiert auf dem Alter und der
Risikoeinschatzung des Patienten. Als Hochrisikogruppe gelten Patienten, die alter oder
gleich drei Jahre sind und post operationem eine Resttumormasse grosser/gleich 1,5 cm?
haben. Darlber hinaus gelten alle Patienten, die jlinger als drei Jahre sind als
Hochrisikopatienten. Im  Vergleich zu  Standardrisikopatienten ~ bekommen
Hochrisikopatienten hohere Dosen einer multimodalen Chemotherapie, die, insofern der
Patient alter oder gleich drei Jahre ist, durch eine kraniospinale Strahlentherapie erganzt
wird (Maddrey et al., 2005; Pizer und Clifford, 2009; Taylor et al., 2005; von Hoff et al.,
2009; Wilne et al., 2012; Yuh et al., 2004). Neuste Studien, die; die Erkenntnisse der
molekularen Analyse von Medullobastomen einschliessen, postulieren vor allem fur Nicht-
Wnt und Nicht-SHH-Tumore mit MYC-Uberexpression und SHH-p53-mutierte Tumore
eine Erweiterung des Therapieschemas, um die schlechte Prognose dieser Patienten zu
verbessern (Northcott et al., 2011; Zhukova et al., 2013) (DeSouza et al., 2014). Daher ist
die Identifikation von neuen zielgerichteten Therapien dieser hdchst aggressiven

Untergruppen ein zentraler Fokus der Medulloblastomforschung.

Die Hyperaktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs als Driver von Proliferation, Migration
und Tumorangiogenese konnte flr verschiedene Tumorentitaten authentifiziert werden
(Fruman und Rommel, 2014). Im Hinblick auf das Medulloblastom konnte in diesem

Zusammenhang dokumentiert werden, dass eine Deregulation des PI3K/AKT-



Signalweges zu einem verstarkten Tumorwachstum, Metastasierung und
Therapieresistenz fuhrt (Baryawno et al., 2010; Guerreiro et al., 2008; Hartmann et al.,
2006) und Primartumoren neben einer erhdhten AKT-Phosphorylierung haufig eine
Downregulation des PI3K/AKT-Signalweg-negativ-Regulators PTEN durch Promotor-
Hypermethylierung oder Allelverlust zeigen (Hartmann et al., 2006). Im Bezug auf eine
zielgerichtete Therapie des Medulloblastoms ist der PIS3K/AKT-Signalweg von besonderer
Bedeutung, da er als Integrationspunkt fur Signale von verschiedenen onkogenen
Rezeptortyrosinekinasen, deren Hyperaktivierung bei Medulloblastomen festgestellt
wurde, fungiert. Von Bedeutung ist in diesem Kontext, dass vor allem die Hyperaktivierung
von PDGFR alpha und des Epithelial growth factor receptors (EGFR) mit einer schlechten
Uberlebensrate von Medulloblastompatienten korrelieren (Blom et al., 2010; Bodey et al.,
2005; Liu et al., 2014). Frahere in vitro Studien mit PI3K-Inhibitoren wie LY294002 und
PIK-75  zeigten anti-neoplastische  Aktivitdt dieser gegen  verschiedene
Medulloblastomzelllinien. Jedoch demonstrierten die verwendeten PI3K-Inhibitoren der
ersten Generation neben einer hohen in vivo Toxizitat eine breite off-target Aktivitat und
waren daher nicht zulassig fur die Applikation in der Klinik(Bain et al., 2007; Gharbi et al.,
2007; Ihle und Powis, 2010; Torbett et al., 2008; Zheng et al., 2011). In der vorliegenden
Studie wurde in vitro und in vivo evaluiert, in wie weit sich der spezifische fur die klinische
Applikation zugelassene PI3K-Inhibitor GDC-0941 zur Therapie von Nicht-Wnt und Nicht-
SHH-Tumoren mit MYC-Amplifikation oder Uberexpression und SHH Tumoren mit p53
Mutation eignet (Folkes et al., 2008; Sarker et al., 2015).

1.2 Material und Methoden

Die in vitro Evaluation des Kinaseinhibitors GDC-0941 fur die zielgerichtete Therapie von
Nicht-WNT und Nicht-SHH-Tumoren mit MYC-Amplifikation oder Uberexpression und
SHH-p53 mutierte Tumoren wurde mittels Zelllinien, die die jeweilige Gruppe modellieren,
durchgefuhrt. Wahrend die Zelllinie Daoy aus einem SHH-Primartumor mit p53-Mutation
gewonnen wurde, zeigen die Zelllinien MEB-Med-8A, D283 Med und D341 Med
charakteristische Merkmale wie MYC-Amplifikation oder Uberexpression und Vorliegen
eines Isochromosom 17q der Nicht-WNT und Nicht-SHH-Tumoren mit schlechter
Prognose. Die anti-neoplastische in vitro Wirkung des Inhibitors wurde mittels einer

Kombination von molekularen Untersuchungsmethoden wie MTS-Assay, kombiniertem



Proliferations- und Apoptose-Assay, Kolonieformations-Assay, Zellmigrations-Assay,
Zellzyklus-Assay und Westernblot untersucht. Zur Untersuchung der in vivo Aktivitat
wurde ein orthotopes xenograft Mausmodell fur MY C-amplifizierte Tumoren etabliert. Zu
diesem Zweck wurden Luziferase-exprimierende MEB-Med-8A-Zellen in das rechte
Kleinhirn 1 mm rechts der Mittellinie, 1 mm posterior der coronaren Sutur 3 mm tief
injiziert. Nach der Transplantation wurde das Tumorwachstum mittels

Bioluminiszenzmessung evaluiert.
1.3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit zeigen wir mittels MTS- und Kolonieformations-Assay, dass der
klinisch verfugbare PI3K-Inhibitor GDC-0941 die Zelluberlebensrate von Nicht-SHH- und
Nicht-WNT-Medulloblastomen mit MYC-Amplifikation oder Uberexpression und SHH-
Gruppe-Medulloblastomen mit p53-Mutation in vitro signifikant verringert. Weiterhin
dokumentieren wir, dass die beobachtete anti-neoplastische Wirkung auf eine
zytotoxische, sowie eine anti-proliferative Komponente zurlckzufiihren ist. Hinsichtlich
der anti-proliferativen Komponente weisen wir eine Akkumulation von Zellen in der
GO0/G1-Phase nach. Darlber hinaus zeigen wir, dass GDC-0941 auch CD133-
Stammzellmarker-tragende Zellpopulationen angreift und dokumentieren, dass GDC-
0941 mit dem in der Medulloblastomtherapie standardmaflig eingesetzten
Chemotherapeutikum Etoposide synergistisch wirkt. Uber die zytotoxische und anti-
proliferative  Wirkung hinaus stellt unsere Arbeit dar, dass GDC-0941 auch die
Migrationfahigkeit beider = Medulloblastomvarianten zu vermindern mag.
Korrespondierend zu den beobachteten anti-neoplastischen Effekten, konnten wir in den
untersuchten Zelllinien eine Reduktion der Aktivitat des PI3K/AKT-Signalweges
detektieren. In der sensitivsten Zelllinie wurde daruber hinaus eine Reduktion der Aktivitat
des Medulloblastomonkoproteins signal transducer and activator of transcription (STAT)
nach GDC-0941-Exposition dokumentiert. Im Bezug auf in vivo Effektivitat des PI3K-
Inhinbitors konnten wir zeigen, dass die Applikation von GDC-0941 in einem orthotopen
xenograft Mausmodell fir Tumoren der Nicht-SHH- und Nicht-WNT-Gruppe mit MYC-
Uberexpression zu einer Reduktion des Tumorwachstums fiihrt und das Uberleben der

Tumor-tragenden Mause signifikant verlangert.
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1.4 Diskussion

Am Medulloblastom, dem haufigsten malignen padiatrischen Gehirntumor, versterben
trotz verbesserter Therapieansatze insgesamt ein Drittel der Patienten (Louis et al., 2007).
Molekulare Analysen zeigten, dass sich Medulloblastome in vier Untergruppen gliedern
(Northcott et al., 2011). Hinsichtlich der 5-Jahres-Uberlebensrate zeigten sich erhebliche
Differenzen zwischen diesen Untergruppen (Northcott et al., 2012). Fur die
Niedrigrisikogruppen WNT, SHH ohne p53 Mutation und Nicht-WNT/Nicht-SHH ohne
MYC-Amplifikation oder Uberexpression wurde eine Uberlebensrate von 70-90 %
dokumentiert. Im Gegensatz dazu zeigen Patienten der Hochrisikogruppe, die an SHH-
Tumoren mit p53-Mutation oder MYC-uberexpremierenden Nicht-WNT/Nicht-SHH-
Tumoren leiden eine 5-Jahres-Uberlebensrate von nur 20-40 % (Cho et al., 2011; Kool et
al., 2012; Northcott et al., 2011; Northcott et al., 2012; Zhukova et al., 2013). Daher liegt
ein Fokus der heutigen Medulloblastomforschung auf der Entwicklung neuer
Therapieansatze zur Behandlung dieser hochaggressiven, der Standardtherapie schlecht

zuganglichen, Medulloblastomvarianten.

Kinaseinhibitoren, wie Imatinib, welche zur Tumorentstehung essentielle Signalwege
antagonisieren, wurden wahrend der letzten Dekade erfolgreich in das
Standardtherapieschema vieler adulter Tumorentitaten integriert (Igbal, 2014). Vor
diesem Hintergrund dokumentieren wir hier, dass der klinisch verfugbare PI3K/AKT-
Signalweginhibitor GDC-0941 in vitro und in vivo anti-neoplastische Aktivitat gegen die

oben genannten aggressiven Medulloblastomsubtypen zeigt.

In einer detaillierten in vitro Studie an einer aus einem SHH-Tumor mit p53-Mutation
erzeugten Zelllinie, Daoy, und den Zelllinien, MEB-Med-8A, D283 Med und D341 Med,
die von Nicht-WNT/Nicht-SHH-Tumoren mit MYC-Uberexpression abstammen, konnten
wir zeigen, dass GDC-0941 bei Patientenplasma aquivalenten Konzentrationen die
Zellviabilitat signifikant einschrankt (Craveiro et al., 2014). In diesem Zusammenhang
dokumentieren unsere Experimente, dass die Reduktion in Zellviabilitdt auf eine
dominante zytotoxische Kapazitat, welche durch eine geringere anti-proliferative
Komponente komplettiert wird, zurickzufuhren ist. Diese Beobachtungen konnten durch
Kolonieformations-Assays bestatigt werden. Weiterhin sensitivierte GDC-0941 die

untersuchten Medulloblastomzellinien gegeniber dem in der Medulloblastomtherapie
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standardmassig eingesetzten Chemotherapeutikum Etoposide, sodass wir fur die beiden
Medikamente einen synergistischen Effekt hinsichtlich ihrer anti-karzinogenen Wirkung
nachweisen konnten (Mallick et al., 2015). DarUber hinaus schrankte GDC-0941 die
Migrationsfahigkeit von Medullloblastomzellen beider Untergruppen signifikant ein und
fuhrte zu einer Reduktion von CD133-positiven Medulloblastomstammzellen in der
Zelllinie Daoy. Zusammenfassend dokumentieren unsere in vitro Ergebnisse erstmals die
anti-neoplastische Wirkung eines PI3K-Inhibitors gegen hochaggressive MYC-
uberexpremierende Medulloblastome und unterstitzen Studien, die eine anti-
neoplastische Wirkung durch Antagonisierung des PI3K/AKT-Signalwegs fur SHH-
Tumoren mit p53-Mutation in murinen allograft Medulloblastommodellen propagieren
(Briggs et al., 2008; Metcalfe et al., 2013). Daher hypothetisieren wir, dass der Verlust von
PTEN und/oder eine Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs als potentielle Tumormarker
fur die Einbindung von GDC-0941 in die Standardtherapie von padiatrischen Patienten

fungieren konnte.

Um die inhibitorische Effektivitat des Inhibitors GDC-0941 auf die Signaltransduktion des
PI3K/AKT-Signalweges zu evaluieren, wurde der Phosphorylierungsstatus von AKT, der
direkten PI3K-downstream-Komponente des Signalweges, evaluiert (lhle und Powis,
2010). Im Einvernehmen mit vorangegangen Studien, welche hohe AKT-Aktivitat in
primaren Medulloblastomen dokumentierten, konnten wir zeigen, dass alle untersuchten
Zelllinien an den aktivitatsregulierenden Aminosauren Threonin 308 und Serin 473
Phosphorylierungen des AKT-Proteins vorweisen (Baryawno et al., 2010; Guerreiro et al.,
2008; Hartmann et al., 2006). In diesem Zusammenhang sei erwahnt, dass die
Phosphorylierung dieser beiden Aminosauren mit dem onkogenen Potential des AKT-
Proteins korreliert (Graupera und Potente, 2013; Hart und Vogt, 2011). Da die vorher
beschriebenen anti-neoplastischen Effekte des Inhibitors GDC-0941 mit einer Reduktion
der PI3K/AKT-Signalweg-Aktivitat assoziiert sind, unterstitzen unsere Ergebnisse das
Konzept, dass der PI3K/AKT-Signalweg downstream von verschiedenen
Rezeptortyrosinekinasen eine Schlusselrolle bei der Medulloblastomentwicklung und
Progression spielt und essentielle Programme wie Proliferation, Uberleben und Migration
beeinflusst. Eine prolongierte Exposition der Zellen gegeniber dem Inhibitor GDC-0941
zeigte weiterhin, dass es neben posttranslationalen Modifikationen wie Reduktion der

AKT-Phosphorylierung, auch zur Reduktion des AKT-Proteins selbst kommt. Diese
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Beobachtung konnte fur die GDC-0941 hochsensitiven Zellinien Daoy, MEB-Med-8A und
D283 Med gemacht werden, korreliert mit der Funktion von AKT als ein Hauptregulator
fur Proteinexpression via des mTOR-Signalkomplexes und ist moglicherweise eine
Erklarung fur die hdhere Sensitivitat dieser Zelllinien im Gegensatz zu D341 Med (Hay
und Sonenberg, 2004; Manning und Cantley, 2007).

In verschiedenen Krebsentitaten einschlieBlich des Medulloblastoms konnte gezeigt
werden, dass der Transkriptionsfaktor STAT3 downstream von Rezeptortryrosinkinasen
an der Regulierung von zellularen Programmen wie Proliferation, Apoptose und
tumorinduzierter Angiogenese involviert ist (Cattaneo et al., 1998; Jackson et al., 2012;
Yang et al., 2008; Yu et al., 2009). Im Einvernehmen mit diesen Beobachtungen konnten
wir eine starke Expression und Phosphorylierung des STAT3-Proteins in den
untersuchten Zelllinien feststellen. In kurzlich durchgefuhrten Proteomanalysen konnte
eine Interaktion zwischen PI3K- und STAT3-Signalweg verifiziert werden, welche STAT3
eine Schlusselrolle in der PI3K-induzierten onkologischen Transformation zuschreibt
(Vogt und Hart, 2011). Da es in der sensitivsten Zelllinie MEB-Med-8A durch PI3K-
Inhibition neben einer Einschrankung der PI3K/AKT Aktivitat auch zu einer Einschréankung
der STAT3-Aktivitat kam, legen unsere Ergebnisse nahe, dass zumindest in einem Teil
von Medulloblastomen die oben beschriebene PI3K-STAT3-Interaktion von Relevanz sein
konnte. Im Hinblick auf zuklnftige Therapiemdoglichkeiten ist darauf hinzuweisen, dass in
drei Medulloblastomzelllinien keine Interaktion der beiden Signalwege dargestellt werden
konnte und eine zusatzliche Inhibition des STAT3-Signalwegs zu einer verstarkten anti-
neoplastischen Wirkung fuhren kénnte. In welchem Ausmal} eine Interaktion zwischen
PI3K- und STAT3-Signalweg in Medulloblastomen von Bedeutung ist, muss in

weiterfuhrenden Studien geklart werden.

Im Weiteren verifizierten wir die in vifro dokumentierte anti-neoplastische Aktivitat des
PI3K-Inhibitors GDC-0941 in vivo mittels eines humanen orthotopen Mausmodells der
Nicht-WNT/Nicht-SHH-Medulloblastomuntergruppe mit MYC-Uberexpression. Unsere
Ergebnisse zeigen, dass die durch orthotope Injektion von MEB-Med-8A-Zellen
entstandenen Tumoren ein schnelles invasives Wachstum zeigen und zum Tod der
tumortragenden Tiere innerhalb von 2-3 Wochen fuhren (Calabrese et al., 2007,

Calabrese et al., 2005). Es ist anzunehmen dass der schnelle Tod der Tiere durch die
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spezielle Lage des Tumors in der raumlich begrenzten Fossa cranii posterior, welche
Zerebellum und Gehirnstamm beherbergt zurlickzufihren ist. Zur naheren Erlauterung sei
an dieser Stelle erwahnt, dass das Zerebellum, beziehungsweise der Gehirnstamm,
neben Bewegung, Balance und Gleichgewicht auch kritische Vitalfunktionen wie die
Atmung koordinieren. Unsere Ergebnisse zeigen, dass trotz des aggressiven Wachstums
und der speziellen Lage der Tumoren eine Reduktion der Tumorwachstumsrate und eine
signifikante Verlangerung des Uberlebens, durch die Behandlung der Tiere mit einer im
Vergleich zu Phase-I-Studien mittleren Konzentration des PI3K-Inhibitors erzielt werden
konnte (Besse et al.; Moreno Garcia et al.; Salphati et al., 2012). Humanisierte orthotope
Tiermodele stellen den praklinischen Goldstandard im Hinblick auf die Evaluation von
Medikamenten in der Tumorforschung dar. Dies hat insbesondere Gultigkeit bei der
Validierung von Medikamenten gegen Gehirntumoren, da hier die Biodistribution aufgrund
der Blut-Gehirn-Schranke von expliziter Bedeutung ist. Um nach Inokulation der
Tumorzellen eine Restitutio der Blut-Gehirnschranke zu ermoglichen, verzégerten wir die
Behandlung der Mause um eine Woche. Diese als “Tumor Growth Delay Studies®
bezeichneten Studien imitieren die klinische Situation eines pra-etablierten Tumors
akkurater und sind von hoherer Beweisstarke hinsichtlich der Effizienz eines
Medikamentes als sogenannte “Tumor Inhibition Studies”, welche durch gleichzeitige
Inokulation des Tumors und Beginn der Medikamentengabe gekennzeichnet sind
(Teicher, 2006). Hinsichtlich der Evaluation der anti-neoplastischen in vivo Effektivitat des
Medikaments sind weitere Studien nétig, da neben der direkten Aktivitat des Medikaments

gegen den Tumor auch eine Wirkung auf die Tumorumgebung zu bedenken ist.
1.5 Synopsis

In der vorliegenden Arbeit zeigen wir, dass in Zelllinien, die von Hochrisiko-
Medulloblastomen der Nicht-SHH/Nicht-WNT-Gruppe mit MYC-Uberexpression und
SHH-Gruppe mit p53-Mutation abgeleitet wurden, verstarkte PISK/AKT-Signalgebung mit
erhohtem Zelluberleben, verstarkter Proliferation und Motilitat, sowie einer gesteigerten
Resistenz gegen Chemotherapeutika assoziiert ist. Dies macht den PI3K/AKT-Signalweg
zu einer vielversprechenden Zielstruktur dieser bisher standardtherapeutisch meist

unzuganglichen Medulloblastomuntergruppen.
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Wir demonstrieren in diesem Zusammenhang, dass der klinisch erprobte, hoch
spezifische Pan-PI3K-Inhibitor GDC-0941 anti-proliferative und pro-apoptotische Aktivitat
in padiatrischen Medulloblastomzelllinien dieser aggressiven Untergruppen zeigt. Des
Weiteren wird die beobachtete Reduktion der Zellviabilitat von einer profunden Inhibition
der AKT-Phosphorylierung einem Downstream-Mediator, der PI3K, begleitet. GDC-0941
verlangsamt daruber hinaus die migratorische Kapazitat von Medulloblastomzellen und
attackiert CD133-Stammzellmarker-expremierende Subpopulationen von
Medulloblastomzellen. Weiterhin synergiert GDC-0941 hinsichtlich der anti-neoplastische
Effektivitat mit dem in der Medulloblastomtherapie standardmassig eingesetzen
Chemotherapeutikum Etoposide. In einem orthotopen xenograft Mausmodell der Nicht-
SHH/Nicht-WNT-Medulloblastomvariante mit MYC-Amplifikation verlangsamte GDC-
0941 die Tumorwachstumsrate und flhrte zu einer signifikanten Verlangerung des
Uberlebens der tumortragenden Tiere. Diese Beobachtungen liefern eine Basis, um das
Medikament GDC-0941 weiter fur die Therapie von Medulloblastomen alleine und in

Kombination mit Standardtherapeutika zu evaluieren.

1.6 Entwicklungen im Bereich der Medulloblastomforschung und Therapie seit

Durchfuhrung der Dissertationsarbeit im Jahr 2014

Seit Erstellung der Dissertationsarbeit im Jahr 2014 konnte mittels integrativer Genomik
ein tieferes Verstandnis hinsichtlich der Heterogenitat innerhalb der durch Northcott et al.
im Jahr 2011 beschriebenen Medulloblastomgruppen gewonnen werden (Northcott et al.,
2011). Cavalli et al. zeigten in diesem Zusammenhang, dass die vier Hautgruppen SHH,
Wnt, Gruppe 3 und Gruppe 4 wie im folgenden beschrieben in weitere Untergruppen

unterteilt werden kénnen (Cavalli et al., 2017).

Cavalli et al. unterteilt Tumore der SHH-Gruppe in vier weitere Subtypen: SHH-a, SHH-(3,
SHH-y und SHH-8. Die Tumore der SHH-a Subgruppe kommen bei Kindern im Alter von
3-16 Jahren vor und zeigen haufig Mutationen des Tumorsuppressorgens p53 und
Amplifikation der Gene MYCN und Gli2 (Cavalli et al., 2017). Wie oben schon
beschrieben, haben SHH-Tumore mit Mutation des Tumorsuppressorgens p53 eine
schlechte Prognose (Louis et al., 2016; Ramaswamy et al., 2016; Zhukova et al., 2013).

Diese prognostische Aussagekraft hinsichtlich der Uberlebenswahrscheinlichkeit bei
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Tumoren mit Mutation des Tumorsuppressorgens p53 scheint jedoch nur dann

zuzutreffen, wenn es sich um Tumore der SHH-a-Gruppe handelt (Cavalli et al., 2017).

Tumore der SHH-B Subgruppe findet man fast ausschliel3lich bei Kleinkindern. Bei
Diagnosestellung sind diese meist schon metastasiert, was mit einer schlechten
Uberlebensrate einhergeht. Molekularbiologisch zeigt sich bei Tumoren der SHH-B-
Gruppe im Vergleich zu Tumoren der SHH-y-Gruppe - welche ebenso haufig bei
Kleinkindern vorkommen - eine Deletion von PTEN, einem Negativ-Regulator des PI3K-
Signalweges. Insgesamt zeigen SHH-y-Tumore im Vergleich zu SHH-B-Tumoren weniger
chromosomale Anomalien und haben eine bessere Prognose. In wie weit die Deregulation
des PI3K-Signalweges bei SHH-B-Tumoren sich auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit

auswirkt, ist zu diesem Zeitpunkt noch unklar (Cavalli et al., 2017).

Tumore der SHH-b6 Untergruppe kommen im Gegensatz zu den oben beschriebenen
SHH-Untergruppen hauptsachlich bei adulten Patienten vor und zeigen auf
molekularbiologischer Ebene haufig Mutationen des Telomerasepromotors (Cavalli et al.,
2017).

Patienten der Wnt-Gruppe haben eine exzellente Prognose. In der Regel erkranken
Kinder alter als vier Jahre und Erwachsene an Tumoren dieser Gruppe (Clifford et al.,
2006; Taylor et al., 2012b). Auf chromosomaler Ebene zeigen diese Tumore haufig eine
Monosomie des Chromosom 6 und Mutationen von chromatinmodulierenden Enzymen
wie SMARCA4 und CREBBP (Clifford et al., 2006; Northcott et al., 2017; Robinson et al.,
2012). Letzteres weist, wie es auch fur andere Tumorentitaten gezeigt wurde, auf eine
epigenetische Komponente in der Medulloblastomentstehung hin. In Ubereinstimmung
damit konnte fir Wnt-Tumoren eine Mutation der DNA-Helikase DDX3X, welche eine
Rolle bei der Segregation der Chromosomen, sowie bei der Regulation des Zellzyklus
spielt, gezeigt werden (Robinson et al., 2012). Cavalli et al. postulieren fur die Wnt-
Untergruppe zumindest zwei weitere Subtypen, Wnt-a, und Wnt-3. Wahrend das
Patientenkollektiv des Subtyps Wnt-a grofdtenteils aus Kindern besteht, treten Wnt-f3
Tumoren hauptsachlich bei Erwachsen auf. Auf chromosomaler Ebene unterscheiden
sich die beiden Untergruppen hinsichtlich der Monosomie des Chromosomens 6, welche

fast ausschlieBlich bei Tumoren der Wnt-a Gruppe vorkommt (Cavalli et al., 2017).
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Tumore der Gruppe 3 und 4 werden durch Cavalli et al. in jeweils drei Subgruppen, a,
und vy, eingeteilt. Die Untergruppen a und B der Gruppe-3-Tumore zeigen eine bessere
Prognose als Tumore der Gruppe 3y. Gruppe-3-Tumore mit MYC-Amplifikation, fur
welche eine schlechte Prognose beschrieben ist, werden der Gruppe 3y zugeordnet.
Daruber hinaus konnten Cavalli et al. zeigen, dass auch Patienten, welche an Tumoren
der Gruppe 3y ohne MYC-Amplifikation leiden, eine schlechte Prognose haben. Daher
postulieren Cavalli et al., dass alle Gruppe-3y-Tumore Hochrisikotumore sind und nicht
nur Gruppe-3-Tumore mit verstarkter MY C-Aktivitat (Cavalli et al., 2017).

Hinsichtlich Gruppe-4-Tumore konnte zwischen den Untergruppen a, B und vy
Unterschiede auf chromosomaler Ebene, jedoch keine Unterschiede bezlglich der

Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten, identifiziert werden (Cavalli et al., 2017).

Die Risikostratifizierung von Medulloblastompatienten wurde in einem Konsensustreffen
im Jahr 2015 in Heidelberg Uberarbeitet und ein neues Protokoll etabliert, in welches die
Ergebnisse der molekularbiologischen Forschung hinsichtlich der Gruppeneinteilung der
Tumore einflossen. Diese unterscheidet sich von der traditionellen Risikostratifizierung
insofern, dass hier nicht mehr zwei, sondern vier Patientenrisikogruppen in Abhangigkeit
von ihrer Uberlebenswahrscheinlichkeit unterschieden werden. Weiterhin werden die
Patienten nicht wie bisher nach Alter, Tumorgrosse post operationem und Metastasierung
eingeteilt, sondern anhand ihrer molekulargenetischen Gruppenzugehdrigkeit, spezieller
genetischer und cytogenetischer Marker, sowie dem Vorliegen von Metastasierung. Das
Protokoll unterscheidet Patienten mit “sehr hohem Risiko* (Uberlebenswahrscheinlichkeit
<50%), Patienten mit “hohem Risiko* (Uberlebenswahrscheinlichkeit 50-70%), Patienten
mit “Standardrisiko“ (Uberlebenswahrscheinlichkeit 75-90%) und Patienten mit “geringem

Risiko“ (Uberlebenswahrscheinlichkeit >90%) (Ramaswamy et al., 2016).

Im Detail bedeutet dies, dass Patienten mit metastasierten Gruppe-3-Tumoren mit MYC-
Amplifikation, sowie Patienten, welche an einem SHH-Tumor mit Mutation des
Tumorsuppressorgens p53 erkrankt sind, zur Risikogruppe mit “sehr hohem

Versterberisiko“ gezahlt werden kdnnen (Ramaswamy und Taylor, 2017).

Patienten mit “hohem Versterberisiko” leiden an metastasierten Tumoren der SHH-

Gruppe ohne Mutation des Tumorsuppressorgens p53 oder an SHH-Tumoren mit
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Amplifikation des MYCN-Gens ohne Metastasierung. Weiterhin zahlen alle Patienten zu
dieser Kohorte, welche an Gruppe-4-Tumoren mit Metastasierung leiden (Ramaswamy
und Taylor, 2017).

Zur Gruppe der Patienten mit “Standardrisiko zahlen alle Patienten, welche an einem
nicht metastasierten SHH-Tumor ohne Mutation des Tumorsupressorproteins p53 oder
Amplifikation des MYCN-Gens erkrankt sind. Weiterhin zahlen in diese Risikogruppe alle
Patienten, welche an Gruppe-3-Tumoren ohne Metastasierung und Amplifikation des
MYC-Gens leiden. Ebenfalls zahlen in diese Kohorte alle Patienten, die an Gruppe-4-
Tumoren ohne Metastasierung leiden und bei denen der Tumor keinen Verlust des

Chromosoms 11 zeigt (Ramaswamy und Taylor, 2017).

Tumore des Wnt-Typs, welche nicht metastasiert sind, sowie Gruppe-4-Tumore mit
Verlust des Chromosoms 11 zahlen zur Gruppe der Tumore mit “geringem

Versterberisiko“ (Ramaswamy et al., 2016).

Trotz der oben beschriebenen Risikostratifizierung erfolgt die Behandlung von
Medulloblastompatienten zur Zeit noch mehrheitlich nach Therapieprotokollen, welchen
die traditionelle Risikostratifizierung zu Grunde liegt (Ramaswamy und Taylor, 2017). In
Zukunft sollen jedoch Behandlungsregime an eine auf den Tumor zugeschnittene
Risikostratifzierung, wie der in Heidelberg erarbeiteten, angepasst werden. So sollen
Patienten mit geringem Risikoprofil von Therapien mit geringerer Zytotoxizitat profitieren,
wahrend Patienten mit hohem bis sehr hohem Risikoprofil, welche trotz Standardtherapie
ein schlechte Uberlebensrate zeigen, neuen Behandlungsregimen einschlieRlich
zielgerichteten Therapien zugefuhrt werden. In diesem Zusammenhang werden zur Zeit
verschiedene Studien - NCT03434262, NCT04023669, NCT01601184, NCT01878617,
NCT02066220, NCT02875314, NCT02724579 und NCT03904862 - durchgeflhrt, in
welchen der molekulare Gruppenstatus des Tumors, sowie die zugehorige
Risikostratifikation die Behandlung beeinflussen (Thompson et al., 2020). An dieser Stelle
mochte ich die Studie NCT01878617 hervorheben. Wahrend die meisten der oben
genannten Studien entweder an Patienten mit niedrigem Versterberisiko oder an
Rezidivpatienten durchgefuhrt werden, werden in der Studie NCT01878617 Patienten mit
neu diagnostizierten Wnt-, SHH- und Nicht-Wnt/SHH-Tumoren unterschiedlichen

Therapieregimen zugefuhrt. Patienten mit Niedrigrisikotumoren der Wnt-Gruppe erhalten
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eine intensitatsreduzierte Therapie, wahrend Patienten, welche an SHH-Tumoren
erkrankt sind, zusatzlich einer zielgerichtete Therapie mit Vismodegib unterzogen werden.
Hochrisikopatienten, welche an Nicht-Wnt/SHH Tumoren leiden, erhalten eine
intensivierte Therapie, in welcher die Standardtherapie um Pemetrexed und Gemcitabine
erganzt wird. AbschlieRende Ergebnisse im Vergleich stehen hier noch aus und werden

mit Spannung erwartet.

Im Folgenden erdrtern wir, wie die oben beschriebenen Forschungsergebnisse der letzten
Jahre sich retrospektiv auf die Ergebnisse der Dissertation auswirken. Die Tumore, aus
denen die in unserer Studie verwendeten Zelllinien hervorgegangen sind, gliedern sich
auch nach neustem Forschungsstand mit Blick auf die durch Cavalli et al. erarbeitete
Untergliederung der von Northcott et. al etablierten molekularbiologischen
Gruppeneinteilung in die Kohorte der Tumore mit sehr schlechter Prognose ein (Cavalli
et al., 2017; Northcott et al., 2011). Die Zelllinie Daoy ordnet sich aufgrund der Mutation
des Tumorsuppressorgens p53 in die Gruppe SHH-a ein, wahrend die Zelllinien MEB-
Med-8A, D283 Med und D341 Med aufgrund des Isochromosoms 17q und der MYC-
Amplifikation der Untergruppe 3y zuzuordnen waren (Cavalli et al., 2017; Craveiro et al.,
2014). Patienten dieser Tumorgruppe haben das hochste Versterberisiko unter der
Standardtherapie nach neuer Risikostratifizierung. Daher sind es gerade diese Patienten,
die auch heute noch von neuen Therapieansatzen profitieren wirden. Unabhangig von
unserer Arbeitsgruppe beobachteten auch andere Arbeitsgruppen, dass die Inhibition der
PI3K-Kaskade eine mdgliche therapeutische Option fur diese Patientenkohorte darstellt
(Menyhart et al., 2019; Pei et al., 2012). Hinsichtlich des von uns verwendeten PI3K-
Inhibitors GDC-0941 lasst sich in diesem Zusammenhang berichten, dass dieser seither
in multiplen klinischen Phase-I- und Phase-II-Studien an verschiedenen Tumorentitaten
wie Brust- und Lungenkarzinomen, verwendet wird. Hier zeigte dieser eine gute
Vertraglichkeit, sowie anti-neoplastische Aktivitdt in Kombination mit anderen
zielgerichteten Therapeutika, sowie der Standardtherapie (Sarker et al., 2015; Schoffski
et al., 2018; Shapiro et al., 2020; Soria et al., 2017; Yamamoto et al., 2017).
Hervorzuheben ware an dieser Stelle die Studie von Soria et. al, in welcher GDC-0941
eine gute Vertraglichkeit, sowie antikarzinogene Aktivitat mit Pemetrexed attestiert wurde.
Pemetrexed wird, wie oben beschrieben, zur Zeit in einer klinischen Studie an Patienten
mit Gruppe-3-Tumoren evaluiert (Soria et al., 2017). GDC-0941 bietet sich aufgrund
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dieser klinischen Ergebnisse zur Erprobung in Kombination mit Standardtherapien als

Therapieoption von Hochrisikomedulloblastomen auch heute in klinischen Studien an.

Bezuglich Therapieoptionen von Hochrisikotumoren des Medulloblastoms tUberzeugten in
praklinischen Studien seit Erscheinen der Dissertation, neben Inhibitoren des PI3K-
Signalweges, Multikinaseinhibitoren, sowie Inhibitoren von Histondeacetylasen und
Bromodomaininhibitoren (Bandopadhayay et al., 2014; Bandopadhayay et al., 2019;
Craveiro et al., 2014; Craveiro et al., 2017; Ecker et al., 2015; Ehrhardt et al., 2018).

Die klinisch gut etablierten Multikinaseinhibitoren Sorafenib, Pazopanib, Axitinib und
Vandetanib, welche unterschiedliche Kombinationen von Rezeptorkinasen wie PDFGR
a/B, Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1-3, c-kit und EGFR hemmen, zeigten
bei Hochrisikotumoren der Gruppe 3 mit MYC-Amplifikation eine anti-neoplastische
Wirkung. Fur Sorafenib und Pazopanib konnte ein gutes Ansprechen auch in vivo in einem
orthotopen Mausmodell bestatigt werden. Fir Axitinib und Vandetanib wurde ein additiver
bzw. synergistischer Effekt in Kombination mit GDC-0941 belegt (Craveiro et al., 2014;
Craveiro et al., 2017; Ehrhardt et al., 2018).

Der Pan-Histondeacetylasen-Inhibitor LBH-589 zeigte gegenluber Gruppe-3-Tumoren mit
MY C-Amplifikation praklinisch eine gute antineoplastische Wirkung (Ecker et al., 2015).
Auch hier konnte in Kombination mit der Inhibierung des PI3K-Signalweges ein
synergistischer Effekt hinsichtlich der antikarzinogenen Wirkung bei Hochrisikotumoren
erzielt werden (Pei et al., 2016). Hinsichtlich seiner klinischen Anwendung zeigte LBH-
589 kdrzlich in einer klinischen Phase-I-Studie bei padiatrischen Patienten mit
verschiedenen soliden Tumorentitaten inklusive des Medulloblastoms eine gute
Vertraglichkeit (Wood et al., 2018). Darlber hinaus konnte in zwei praklinischen Studien
gezeigt werden, dass auch Tumore der SHH-Gruppe sensitiv auf Inhibitoren von
Histondeacetylasen reagieren. Inwieweit dies auch auf Hochrisikotumore der SHH -
Gruppe mit Mutation des Tumorsuppressorgens p53 zutrifft, lasst sich aus den

vorliegenden Daten nicht enthehmen (Coni et al., 2017; Pak et al., 2019).

Bromodomaininhibitoren wirken der MYC-Transkription durch Inhibition von
Bromodomain- und Extra-terminal-motif-Proteinen, welche durch epigenetische

Interaktionen zwischen Bromodomain und acetylierten Histonen an der Transkription
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verschiedener Proteine mitwirken, entgegen (Delmore et al., 2011). In praklinischen
Studien zeigte sich im Einvernehmen mit dem Wirkmechanismus dieser Inhbitoren eine
gute antineoplastische Wirkung gegenuber Gruppe-3-Tumoren mit MYC-Amplifikation.
(Bandopadhayay et al., 2014; Bandopadhayay et al., 2019). Diesbezuglich
demonstrierten Bolin et al.,, dass die Kombination dieser mit Inhibitoren von
cyclinabhangigen Kinasen zu einer Verstarkung des antikarzinogenen Effektes bei
Hochrisikotumoren der Gruppe 3 mit MYC-Amplifikation fuhrt (Bolin et al., 2018).

Zusammenfassend ist hier zu sagen, dass seit dem Erscheinen der Dissertation die durch
Northcott et al. etablierte Gruppeneinteilung weiter heterogenisiert wurde und eine auf

den molekularen Erkenntnissen aufbauende Risikostratifizierung erarbeitet wurde.

Obwohl in praklinischen Studien vielversprechende Therapieansatze von
Hochrisikotumoren des Medulloblastoms erarbeitet wurden, erscheint die klinische
Umsetzung dieser protrahiert. Zurzeit werden die meisten klinischen Studien an Patienten
mit Wnt- oder SHH-Tumoren mit niedrigem Versterberisiko durchgefuhrt, wahrend
Studien, welche gezielt an der Therapie von Hochrisikopatienten arbeiten, rar sind. In
diesem Zusammenhang stellt die Inhibition des PI3K-Signalweges in Kombination mit der
Standard- oder anderen zielgerichteten Therapien auch heute noch eine
vielversprechende Option dar. Der von uns verwendete Inhibitor GDC-0941 wurde zudem
seit Erscheinen unserer Arbeit im Jahr 2014 in multiplen klinischen Studien validiert.
Daher erscheint die Translation unserer praklinischen Daten in klinische Studien an

Patienten mit Hochrisikotumoren auch heute noch erfolgsversprechend.
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ABSTRACT

Deregulation of the Phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/AKT signalling network is
a hallmark of oncogenesis. Also medulloblastoma, the most common malignant brain
tumor in children, is characterized by high levels of AKT phosphorylation and activated
PI3K signalling in medulloblastoma is associated with enhanced cellular motility,
survival and chemoresistency underscoring its role of as a potential therapeutic target.
Here we demonstrate that GDC-0941, a highly specific PI3K inhibitor with good clinical
tolerability and promising anti-neoplastic activity in adult cancer, also displays anti-
proliferative and pro-apoptotic effects in pediatric human medulloblastoma cell lines.
Loss in cell viability is accompanied by reduced phosphorylation of AKT, a downstream
target of PI3K. Furthermore, we show that GDC-0941 attenuates the migratory
capacity of medulloblastoma cells and targets subpopulations expressing the stem
cell marker CD133. GDC-0941 also synergizes with the standard medulloblastoma
chemotherapeutic etoposide. In an orthotopic xenograft model of the most aggressive
human medulloblastoma variant we document that oral adminstration of GDC-0941
impairs tumor growth and significantly prolongs survival. These findings provide a
rational to further investigate GDC-0941 alone and in combination with standard
chemotherapeutics for medulloblastoma treatment.

course [3, 4]. In cancerogenesis the Phosphoinositide
3-kinase (PI3K)/AKT signalling pathway has been identified
as a key driver of cellular proliferation, migration and
angiogenesis. This also pertains to human medulloblastoma
in which activation of PI3K/AKT signaling has been linked
to enhanced tumor growth, metastasis and chemoresistancy
[5-7]. Indeed, we and others have previously shown that
primary medulloblastoma of different genetic variants display
high levels of AKT phosphorylation [5—7]. Also PTEN, a
negative regulator of the PI3K/AKT pathway, is frequently
downregulated by promoter hypermethylation and/or allelic
losses of the chromosomal region 10g23 [5]. As a target for

INTRODUCTION

Medulloblastoma is the most common malignant
brain tumor in children. Current medulloblastoma therapy
comprises surgery, chemotherapy and radiotherapy in
older children. Despite remarkably advances over the
past decades, long-term survival still range from 40% to
70% [1]. Moreover, survivors often suffer from long-term
treatment related neurological sequelae [2]. Thus novel
more specific therapies are urgently needed.

Medulloblastoma can be divided into 5 histological

and at least four biological subgroups — WNT, SHH, group 3
and group 4 - with distinct cellular origins, genetic changes,
gene-expression -methylation profiles as well as clinical

cancer therapy PI3K/AKT is of particular interest as it serves
as an integration node in a network of tumor-promoting
signalling pathways including receptor tyrosine kinases.
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In medulloblastoma, increased copy number of the platelet-
derived growth factor receptor alpha (PDGFRo) and
overexpression of the epidermal growth factor receptor
(EGFR) are associated with poor outcome [8] [9]. Also,
inhibition of tyrosine receptor-activation suppresses cancer-
promoting functions in vitro and in vivo [10] [11].

Inspite of the pivotal role of PI3K/AKT in human
medulloblastoma, a xenograft model delineating in vivo
the anti-proliferative and pro-apoptotic effects of PI3K
inhibition is currently lacking. This is in part due to the fact
that first generation PI3K inhibitors such as wortmannin,
LY294002 and PIK-75 are encumbered by high in vivo
toxicity, and broad off-target activity. [12—17]. Thus until
recently, efforts to further validate PI3K inhibition for
treatment of medulloblastoma have been thwarted by lack
of pharmaceutical inhibitors suitable for patient use. Taking
advantage of the novel, highly specific, clinical grade Pan-
PI3K inhibitor GDC-0941 [18], we confirm that PI3K/
AKT signalling is indeed a critical target for anti-cancer
therapy in human medulloblastoma. In adult cancer GDC-
0941 has been well-tolerated and exhibited promising anti-
neoplastic activity in phase I/Ib trials of ovarian breast, non
small cell lung cancer and multiple myeloma [19-22].

Here we present first evidence that in human
medulloblastoma, GDC-0941 inhibits proliferation,
induces apoptosis and acts synergistic with etoposide in
suppressing medulloblastoma cell viability. Moreover,
GDC-0941-mediated PI3K-inhibition reduces the
clonogenicity of medulloblastoma cells and leads to
significant reduction of CD133 expressing stem cell-like

35

medulloblastoma subpopulations. Most importantly we
demonstrate that in an orthotopic xenograft model of the
most aggressive c-myc-amplified human medulloblastoma
variant GDC-0941 adminstration result in tumor growth
delay and survival benefit underscoring the potential of
PI3K-inhibition for medulloblastoma therapy.

RESULTS

To analyse the potential of GDC-0941 in pediatric
medulloblastoma cell lines we have used a panel of human
medulloblastoma cell lines of which MEB-Med-8A, D283
Med, D341 exhibit distinct characteristics of the clinically
most aggressive genetic group 3 variant. The fourth cell
line Daoy is derived from TP53-mutated desmoplastic
medulloblastoma and displaying markers of SHH-group
tumors [23-30].

GDC-0941 treatment leads to profound
reduction of cell viability

In a dose-response study the cytotoxic capacity
of the PI3K inhibitor GDC-0941 was evaluated in the
medulloblastoma cell lines by MTS assay at 48 h under
standard growth conditions (Figure 1). The vehicle DMSO
served as control. The dose range chosen for in vitro and in
vivo studies was based on pharmakokinetic data available
form phase I/Il studies as detailed in the discussion.
At GDC-concentrations corresponding to patient plasma
levels (1-2 uM) cell viability was substantially reduced in

1209 —o— Daoy
MEB-Med-8A
= —v=—D341MED
>
2 804 *
= T
< — 1
> 60+
© ﬂ\
8] ~—3
40 -
range of
plasma
20 1 <« colnc. > 1 ' 1 .
0 1 5 10 uM

Concentration of GDC-0941

Figure 1: GDC-0941 treatment leads to a dose-dependent reduction of medulloblastoma cell viability. GDC-0941
decreased the cell viability of the established medulloblastoma cell lines MEB-Med-8A, D283 Med, Daoy and D341 Med. The cell lines
were treated with increasing concentrations of GDC-0941. Area shaded in gray indicates the range of GDC-0941 concentration detected
in patient’s levels. The vehicle DMSO served as control. After 48 h of drug exposure the cell viability was assessed by means of the MTS
assay. Data points below asterisks differ significantly (*p < 0.05) from the control. Each experiment was performed in triplicates and
repeated four times.
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three of four medulloblastoma cell lines, namely to 64.9% CFSE-7AAD-Annexin-V assay (Figure 2). After 48 h of
+ 1.9% in Daoy, 55.3 + 2.3% in MEB-Med-8A and 66.2% culture at the clinically relevant concentration of 1 uM
+ 10% D283 Med with a negligible accentuation of the GDC-0941, cellular growth of MEB-Med-8A and D283
observed inhibitory effect in the presence of a ten fold higher Med cells was significantly reduced with 51.1 = 10.4% and
GDC-0941 dose. In contrast at 1 uM GDC-0941, D341 Med 35.6 + 5.8% inhibition of proliferation respectively. Daoy
was largely unaffected with cell viability maintained as high cells proved themselves more GDC-resistant with 13.0 +
as 89.9 +4.5%. Yet, when escalating the drug dose by a log, 1.47% inhibition of proliferation, while D341 Med cells
a decrease in cell viability to 71.3 + 5.0% was achieved. were essentially unaffected. Escalating the GDC-dose to
10 uM enhanced the attenuating effect on proliferation
GDC-0941 displays anti-proliferative and to 34.3 + 2.9% in Daoy and 15.7 + 9.4% in D341 Med
pro-apoptotic effects in medulloblastoma cells cells. GDC-0941 also induced apoptosis in all four
medulloblastoma cell lines at a concentration corresponding
With the intent to further dissect the observed loss to patient plasma levels (Figure 2B). Thus after 48 hat 1 uM
in cell viability into anti-proliferative and pro-apoptotic GDC-0941, 35.5 £ 9% of MEB-Med-8A and 37.2 + 10%
effects, we performed a flow cytometry-based combined of D283 Med cells were apoptotic. In Daoy and D341 cells
A B
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Figure 2: Determination of anti-proliferative and pro-apoptotic effects of GDC-0941 in medulloblastoma cells. In a
combined proliferation-apoptosis assay based on a CFSE-7AAD-Annexin-V staining the capacity of GDC-0941 to inhibit proliferation (A)
and induce apoptosis (B) in the stated medulloblastoma cell lines was determined. The cells were treated with 1 pM and 10 pM of GDC-
0941 for 24 and 48 h respectively. The vehicle DMSO served as control. In contrast to apoptosis, proliferation inhibition was normalized
to the control DMSO. All stated average values for proliferation inhibition and apoptosis induction differed significantly (p < 0.05) from
the DMSO control except the value for induction of apoptosis at 1 uM for the cell line D341 Med. The data represents four independent
experiments. (C) upper panel - GDC-0941 induces a G1-phase cell cycle arrest. Daoy and MEB-Med8A cells were exposed to 1 and 10 pM
of GDC-0941 for 48 h. Subsequently the cell cycle distribution was determined by Hoechst 33342 staining. The vehicle DMSO served as
control. The lower panel in Figure 2C visualizes the effect of GDC-0941 on the adherent cell lines Daoy and MEB-Med-8A. Statistically
significant differences are marked by an asterisk (*p < 0.05). The data shown represents four independent experiments. The reduction in
cell density and change in cell morphology is depicted. Scale bar 100 um.
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apoptosis rates were below 5%, which could be enhanced to
16.7 = 9% for Daoy when escalating the drug dose by a log.

Treatment of medulloblastoma with GDC-0941
induces G0/G1-phase cell cycle arrest

PI3K activity is known to be involved in cell cycle
progression [31, 32]. Because of their differential response
profile to GDC-0941 treatment, MEB-Med-8A and Daoy
were chosen to assess cell cycle distribution after 48 h of drug
treatment (Figure 2C, upper panel). Here we demonstrate that
PI3K inhibition arrests medulloblastoma cells at the GO/G1-
Phase checkpoint. (MEB-Med-8A GO0/G1-Phase: DMSO
65.7% £+ 1.9%, GDC-0941 1 uM 86.2% =+ 1.1%; Daoy G0/
G1-Phase: DMSO 64.4% =+ 0.9%, 1uM 73.8% = 1.4%).

The anti-proliferative and pro-apoptotic effects
of GDC-0941 are associated with inhibition of
the PI3K/AKT pathway

Expression and constitutive activation of AKT,
a downstream target of the PI3K has been delineated
in primary medulloblastoma tumour samples [5-7],
In accordance with these findings, we show that the
four investigated medulloblastoma cell lines were
phosphorylated at the catalytic sites T308 and S473 of
AKT (Figure 3). Of note, treatment with 1 uM GDC-0941
led to marked reduction of AKT™%/547 phosphorylation in
all four medulloblastoma cell lines as early as 1 hour after
drug exposure. Indeed AKT-phorphorylation was even
completely abrogated in D341 Med cells. Yet, only in the
three medulloblastoma lines MEB-Med-8A and D283 Med
and Daoy most responsive to GDC-mediated cytotoxic
effects, AKT protein synthesis itself was compromised in
addition to impaired phosphorylation.

37

Aberrant activation of the transcription factor STAT3
is considered critical for medulloblastoma pathogenesis.
In keeping with these findings the four investigated
medulloblastoma cell lines display phosphorylation of
Tyr705 of STAT3 (Figure 3). A crosstalk between the
PI3K/AKT pathway and STAT3 signaling network has
recently been suggested [33] and indeed MEB-Med-8A
exhibit a reduction of STAT3 phosphorylation and STAT3
protein levels upon GDC-0941 treatment, while in the other
medulloblastoma cell lines this interaction was not observed.

GDC-0941 treatment inhibits medulloblastoma
cell migration

Next we determined the potential of GDC-0941 to
inhibit tumour cell mobility in a standard scratch wound
assay (Figure 4). We chose the cell lines Daoy and MEB-
Med-8A because of their known migratory properties. At
1 uM GDC-0941 inhibited cellular migration with 137
+ 63 um in comparison to 456 = 100 um in the Daoy
control. MEB-Med-8A although characterized by slower
migratory capacity still exhibits a signficant difference
in migration of 11 = 4 pm at 24 h of drug exposure in
comparison to 75 £ 1 pum in the respective control.
Escalating the dose 10 times did not lead to a further
reduction of the migratory potential neither in Daoy nor
in MEB-Med-8A cells.

GDC-0941 reduces the clonogenicity of
medulloblastoma cell lines

We also analyzed the capability of GDC-
0941 to interfere with clonogenicity of the adherent
medulloblastoma cell lines MEB-Med-8A and Daoy
(Figure 5). Treatment of MEB-Med-8A with 1 uM

Daoy MEB-Med-8A D283MED D341MED
S PO S P S S 0
o°°\ 0@ 48 24 12 1 006\ 0‘\ 48 24 12 1 o°°\ 0‘\ 48 24 12 1 00& 0@ 48 24 12 1 h
-l AKT (S473
- e e ||~ - PREoa
j - ﬂ ol - » i ‘ pAKT (T308)
- - o bd L L b ! LA T 1 1 e
- - ) | F—— ] —— || - - - - - Aé(oTkDa
.'---- v w oy "N e Pu o M oo e el 4 pS&AES’a
el L IICT ik | i S
[ S ——— - — - ..----l - - G%7PE[|)_L

Figure 3: The anti-proliferative and pro-apoptotic effects of GDC-0941 are associated with a reduction of AKT
phosphorylation. Daoy, MEB-Med-8A, D283 Med and D341 Med cells were treated with 1 uM of GDC-0941 for 1, 12, 24 and 48 h.
Total protein levels and the phosphorylation status of AKT™%/5473 and STAT3Y7% were determined by Western blot. GAPDH served as

loading control.
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Figure 4: GDC-0941 inhibits medulloblastoma cell migration. After a single scratch was made in a confluent monolayer of Daoy
and MEB-Med-8A cells, these were exposed to 1 and 10 uM of GDC-0941. Each scratch was photographed after 12 and 24 h and the width
of the scratch was determined. (A) schematic represention of Daoy cells (B) analysis of both cell lines. Statistically significant differences
are marked by an asterisk (*p < 0.05). The data shown represent five independent experiments.

GDC-0941 resulted in a reduction of colony numbers
(NC: 41 £+ 10) and colony size (ACS: 61 + 9p?) in
comparison to control (NC: 60 = 5; ACS: 104 +
12p?). Also in Daoy, the colony size (155 + 27p?) was
significantly smaller than in the control (358 + 55p?)
whilst colony numbers were maintained (113 + 6 vs
126 = 10). Escalating the concentration of GDC-0941
to 10 uM enhanced the described effects on colony
number and size in both cell clines (MEB-Med-8A:
NC: 18 £ 4, ACS: 52 + 8p?; Daoy: NC: 42 £ 4, ACS:
40 + 5p?).

GDC-0941 delays medulloblastoma growth
and prolongs survival in an orthotopic
medulloblastoma xenograft model

To assess in vivo efficacy of GDC-0941, an
orthotopic medulloblastoma model was established
(Figure 6). To this end 2 x 10* lentivirally transduced
MEB-Med-8A cells stably expressing luciferase were
injected into the cerebellum of immunocompromised mice
resulting in reliable tumor formation as early as one week
post transplantation. Animals with established tumors
received 100 mg/kg GDC-0941 or the pharmaceutical
vehicle once daily. Tumor growth was monitored by
bioluminescence, and mice were taken from the experiment
when clinical impairment due to tumor progression was
observed. Animals treated with GDC-0941 displayed
delayed tumor growth that resulted in significantly longer
survival (26.5 days; median) compared to control animals
(23.5 days).

DISCUSSION

Medulloblastoma is the most common malignant
pediatric brain tumor that is often resistant to standard
therapy. Therefore novel treatment approaches intercepting
critical regulatory pathways in cancer development and
progression are warranted. Here we present first in vitro
and in vivo evidence that the clinically available pan-
PI3K inhibitor GDC-0941 displays potent anti-neoplastic
activity in medulloblastoma and commends itself as a
possible adjunct to current medulloblastoma treatment.

Indeed in an orthotopic murine model of pre-
established human medulloblastoma, treatment with
GDC-0941 results in significant survival benefit.
Humanized orthotopic models are key to evaluate tumor
growth and drug efficacy in the context of a tumor-
specific micro-environment. This is particularly true
in brain tumors in which biodistribution of the drug is
of additional interest. Thus to allow for recovery of the
blood barrier, we delayed GDC-treatment for 1 week after
medulloblastoma-installation. Such “tumor growth delay”
studies also mimic the clinical situation of pre-established
tumors more adequately and are of stronger evidence in
drug testing than less stringent “tumor inhibition” studies
based on concomitant tumor and drug inoculation. [34].
Still we observed significant impairment of tumor-growth
after two weeks of GDC-therapy and provide first proof
that treatment with the pan PI3K-inhibitor GDC-0941
shows anti-neoplastic efficacy in an orthotopic humanized
medulloblastoma model even at a relatively low GDC-
dose compared to reports in other tumors [35]. For in vivo
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Figure 5: GDC-0941 impairs colony formation of medulloblastoma cells. Daoy and MEB-Med-8A cells were exposed to 1 and
10 uM of GDC-0941 for 48 h. Subsequently the cells were maintained in standard growth medium for 6 days, colony formation and colony
size were assessed. Statistically significant differences are marked by an asterisk (¥p < 0.05). The data shown represent five independent

experiments.

assessment of GDC-efficacy we chose MEB-Med-8A, a
patient-derived human medulloblastoma line that based
on its molecular and genetic characteristics corresponds
to the most aggressive medulloblastoma group 3, which is
characterized by c-myc amplification and isochromosome
17. MEB-Med-8a derived tumors also mimic the clinical
presentation of this medulloblastoma variant by rapid
and invasive growth that leads to animal death within
2-3 weeks [23, 30]. Despite aggressive tumor growth
inside the spatially confined fossa cranii posterior housing
cerebellum and brainstem, which control coordination
of movement, balance, equilibrium and critical vital

functions, oral administration of 100 mg/kg GDC-0941
corresponding to intermediate doses applied to patients
in phase Ib studies [19, 20] resulted in suppressed
medulloblastoma growth and significantly prolonged the
survival of treated animals. Yet, for critical appraisal of
delayed tumor progression after oral application of PI3K
inhibitors, one also needs to consider anti-angiogenic
activity as one of the potential underlying mechanisms.
Further studies are clearly warranted to dissect the in vivo
effects of GDC-0941 treatment on PI3K-activity or its
downstream elements in the tumormass itsself versus the
microtumorenvironment.
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Figure 6: GDC-0941 inhibits tumour growth in vivo and prolongs the event-free survival of mice bearing intercranial
medulloblastomas. In a orthotopic xenograft mouse model we analyzed whether GDC-0941 could inhibit medulloblastoma growth
in vivo. For this purpose 2 x 10* MEB-Med-8A cells were transplanted into the cerebellum. The mice analyzed for tumor growth by
bioluminescent imagining at 1, 2, 3 and 4 weeks. One week after transplantation mice were treated with 100mg/kg of GDC-0941 once daily
until symptoms occurred. (A) depicts the normalized tumor growth delay while (B) shows the survival of treated and untreated animals via
Kaplan-Meier plot. GDC-0941 treatment prolonged the symptom-free survival of medulloblastoma bearing mice significantly. The data

shown represent six independent experiments.

Nonetheless, in our extensive in vitro analysis we
authenticate that exposure to 1 uM GDC-0941 corresponding
to patient plasma levels significantly diminishes viable
cell numbers in three of four medulloblastoma lines to
50-65%. Only in D341 previously shown to be resistant
to selected cytotoxic drugs 5 uM GDC-0941 were required
to achieve this level of suppression [36, 37]. We based
our choice of in vitro drug concentrations on the original
publication characterizing GDC-0941 as a potent and
selective inhibitor of class I PI3K kinase. In solid tumor

cell lines including glioblastoma, cell proliferation was
inhibited at IC50s of 0.28-0.95 uM [18] which corresponds
to the reported GDC-0941 plasma levels in clinical phase
I studies [19, 20]. In these dose escalation trials in patients
with solid tumors, single doses of 15 to 600 mg GDC-0941
were applied. Plasma levels at doses not associated with
grade 3/4 toxicites ranged from 1-10 uM during the first
12 h. Our in vitro assessment reveals that GDC-0941 exerts
its profound cytotoxic activity against medulloblastoma
at concentrations within the reported patients’ plasma
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range with little additional efficacy upon dose increase
even by a log.

Of note, at these dose levels GDC-0941 also
sensitizes medulloblastoma lines to etoposite resulting in
synergistic impairment of cell viability (Supplementary
Figure 1). Moreover, GDC-0941 also compromises the
clonogenicity of medulloblastoma cells and targets CD133-
positive stem cell-like medulloblastoma subpopulations
(Supplementary Figure 2). Further dissection of the anti-
neoplastic activity revealed that GDC-0941 not only
arrests the proliferation of medulloblastoma cell lines
in GO/G1 phase but also induces marked cell death.
Beyond these anti-proliferative and pro-apoptotic effects
GDC-0941 inhibits medulloblastoma cell migration a
pre-requirement for invasion and metastasis. Our results
corroborate most recent findings indicating that beyond
c-myc-amplified medulloblastoma, PI3K inhibition
also synergizes with hedgehog pathway inhibition and
restrains the growth of SHH-group tumors in a murine
allograft medulloblastoma model [27, 38]. Therefore
we hypothesize that loss of PTEN or activation of AKT
could potentially serve as a future biomarker for the
incorporation of GDC-0941 into the standard treatment
regimes for pediatric medulloblastoma.

For validation of GDC-capacity to inhibit the PI3K/
AKT signaling pathway, the phosphorylation status of the
most prominent PI3K downstream signaling molecule,
AKT, was selected as a valid marker for PI3K activity [14].
In line with previous reports documenting high activity
of the PI3K/AKT pathway in primary medulloblastoma,
our data document AKT expression and phosphorylation
of the sites T308 and S473 respectively in all four
medulloblastoma cell lines analyzed [5—7]. Phosphorylation
of these two sites regulates AKT activity and is critical
for the oncogenic potency of the protein [39, 40]. In our
experiments GDC-mediated anti-neoplastic effects were
associated with a reduction in AKT phosphorylation in
all investigated cell lines. Thus, in medulloblastoma we
delineate the capacity of GDC-0941 to inhibit intracellular
signal transduction cascades and underscore the current
concept that PI3K/AKT signaling plays a key role in
medulloblastoma proliferation, survival and migration
[5-7]. Furthermore, prolonged exposure to the PI3K-
inhibitor revealed that apart from posttranslational
modifications such as reduced AKT phosphorylation, AKT
protein levels were suppressed in the highly GDC-0941-
sensitive cell lines, Daoy, MEB-Med-8A and D283 Med.
This observation is in line with the role of AKT as a main
regulator of protein expression via the mTOR signaling
complex and might explain the higher susceptibility of these
cell lines compared to D341 Med [41, 42].

In various cancer entities including medulloblastoma,
the transcription factor STAT3 as downstream target of
various receptor tyrosine kinases has been implicated in
the regulation of cellular programs including cell-cycle
progression, apoptosis, tumour angiogenesis and tumour-

41

cell evasion of the immune system [43—47]. In accordance
with these findings the four tested medulloblastoma cell
lines are characterized by high STAT3 protein expression
and marked phosphorylation of tyrosine 705. Recent
proteomic data uncovered a crosstalk of the PI3K pathway
and the STAT3 signalling network and ascribed STAT3
a key role in PI3K-driven oncogenic transformation
[33]. Here we show that this interaction might also be of
relevance in some medulloblastoma. Indeed in MEB-Meb-
8A, the most susceptible cell line to GDC-094 1-mediated
cytotoxicity, PI3K-inhibition led to concomitant loss of
STAT3 expression and phosphorylation. In view of future
clinical application however, it is noteworthy that in the
three other cell lines, STAT3 phosphorylation seems to
be independent of PI3K signalling. Thus, targeting PI3K
in combination with pathways signalling via STAT3
might enhance the anti-neoplastic activity and prove
therapeutical interest, Yet, whether PI3K/STAT3 crosstalk
is a common event in medulloblastoma needs to be further
elucidated.

In summary, we showed that inhibition of the PI3K
signaling cascade by GDC-0941 inhibits medulloblastoma
proliferation profoundly, induces significant cell death at
concentrations corresponding to patient plasma levels
and synergizes with a standard chemotherapeutic applied
in pediatric medulloblastoma. Moreover, GDC-0941
reduces CD133-positive stem cell-like subpopulations and
compromises the clonogenicity of medulloblastoma cells.
Beyond the anti-proliferative and pro-apoptotic effects,
GDC-0941 displays marked inhibition of medulloblastoma
cell migration, a pre-requisite for tumor invasion. Most
importantly, oral adminstration of GDC-0941 delays tumor
growth and promotes survival in an orthotopic model
of the most aggressive human medulloblastoma variant
characterized by c-myc amplification. Yet, we hypothesize
that benefit of PI3K-inhibitor treatment is not restricted
to c-myc-amplified medulloblatoma. WNT-, SHH- or
group 4 tumors that lack c-myc amplification but display
PI3K/AKT pathway activation might as well benefit from
PI3K inhibition. Thus our data provide a rationale to
further evaluate GDC-0941 in combination with standard
chemotherapy for the treatment of medulloblastoma.

MATERIAL AND METHODS

Reagents and antibodies

GDC-0941 was obtained from LC Laboratories,
while etoposide (VP16) and Hoechst were provided by
Sigma. Primary antibodies - pSTAT3 (Tyr705, D3A7),
STAT3 (124H6), pAKT (Thr308, 244F9), pAKT (Ser473),
AKT (11E7) and GAPDH were purchased from Cell
Signalling while secondary antibodies were purchased
from Dianova. Carboxyfluoreszein-Succinimidyl-Ester
(CFSE) was obtained from Invitrogen, D-Luciferin
sodium salt was purchased from PJK.
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Animals

Immunocompromised (NOD/SCID IL2Ry™!! (NSG)
mice were obtained from Charles Rivers.

Cell culture

The human medulloblastoma cell lines Daoy (HTB
186), D283 Med (HTB185) and D341 Med (HTB-187)
were obtained from American Type Culture Collection.
The medulloblastoma cell line MEB-Med-8A was
generated by us from a large cell medulloblastoma (TP).
The medulloblastoma cell lines Daoy, D283 Med and
MEB-Med-8A were maintained in complete medium,
namely Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,
Invitrogen) with L-glutamine supplemented with 1 mM
sodium pyruvate (PAA), 1% penicillin/streptomycin
(Invitrogen) and 10% fetal bovine serum (FBS,
Invitrogen). The medulloblastoma cell line D341 Med was
maintained in DMEM with L-glutamine supplemented
with 1mM sodium pyruvate, 1% penicillin/streptomycin
and 10% human serum (PAA).

Cell viability assay

Cell viability was assessed with CellTiter 96
Aqueous One Solution Cell proliferation Assay (Promega)
which contains 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium
(MTS). To ensure a linear growth curve over 48 h for
assessment of GDC-0941 inhibitor mediated effects, each
well of 96-well plates was seeded with 2.5x10° Daoy,
6x10° MEB-Med-8A, 10* D283 Med and 10* D341 Med
cells, respectively. After overnight culture in complete
medium, the cells were treated with increasing GDC-0941
concentrations. The vehicle dimethylsulfoxide (DMSO)
served as control. After 48 h MTS was added according
to the supplier’s protocol and the absorbance was measured
at 490 nm using an ELISA plate reader (Victor? Wallac,
Perkin Elmer). Cell viability was calculated in percent of
control.

Combined cell proliferation and apoptosis assay

Medulloblastoma cells were stained with CFSE
according to the supplier’s instructions. Daoy (3x10%/6
well), MEB-Med-8A (5x10°/well), D283 Med (5x10%/well)
and D341 Med (5x105/well) cells were seeded in 6-well
cell culture dishes in complete medium. After overnight
culture, the cells were treated with different concentrations
of GDC-0941 for a 24 and 48 h period. Thereafter floating
and attached cells were collected and stained with 7-AAD
and Annexin V antibodies (Annexin V-PE detection kit I,
BD Bioscience) and analysed by flow cytometry (Navios,
Beckman Coulter). Proliferation was traced by CFSE
staining and apoptosis was detected by combined 7AAD/
Annexin V staining and calculated in percent of control.
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Cell migration assay

The in vitro scratch assay was performed as
described by Liang et al. [48]. Briefly, Daoy (5x10°/6
well) cells were plated in 12-well cell culture dishes. The
cells were allowed to adhere and spread for 12 h at 37°C.
The confluent monolayer was scratched in a straight line
with a p200 pipette tip. The debris was removed and the
cells were then incubated with different concentrations
of GDC-0941. The vehicle DMSO served as control.
After 12 and 24 h of treatment, migration of cells into
the scratch was photographed at 10x magnification
(Eclipse TiS inverted microscope attached to a CCD
monochrome camera DS 2M, Nikon). The distance of
migration was analyzed by means of NIS-Elements
Imaging Software (Nikon).

Cell cycle assay

Daoy (2x10%6 well) and MEB-Med-8A (3x10° /
well) cells respectively were plated in 6-well cell culture
dishes. After 48 h of treatment with GDC-0941 the cells
were exposed to 16 nM Hoechst 33342 and incubated
for 45min at 37°C. Both floating and attached cells were
harvested and analyzed by flow cytometry (Navious,
Beckman Coulter). Dead cells were stained by propidium
iodide. After gating on live cells, single cells were gated
using width and area parameters from Hoechst 33342.
The area parameter histogram was used to determine the
percentage of cells in G,, S and G,M phases.

Immunoblotting analysis

Medulloblastoma cell lines were lysed in RIPA
buffer supplemented with protease and phosphatase
inhibitors (Roche). Subsequently 25 pg of protein were
separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and
transferred to nitrocellulose membranes (BioRad). The
membranes were blocked for 1 h at RT in Tris-buffered
saline containing 0.1% tween-20 (TBST) supplemented
with 5% BSA. Thereafter, the membranes were incubated
with the primary antibodies (1/1000) overnight at 4°C
and subsequently with the respective secondary antibody
(1/10000) for 1 h at room temperature. Immunoreactivity
was detected by chemiluminescence and quantified by
means of a ChemiDoc XRS Imaging System (Bio-Rad).

Colony formation assay

The cell lines Daoy (200 cells/6 well) and MEB-
Med-8A (1000 cells/6 well) were plated in six well cell
culture dishes. The cells were allowed to adhere and
were incubated for 12 h at 37°C. Thereafter the cells
were exposed to 1 and 10 uM of GDC-0941 respectively.
After 48 h the cells were washed with standard medium
to remove the inhibitor and cultured for another week.
Colony numbers and colony size were assessed by
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IMAGE]. Particles smaller than 20 pixel® were excluded
from the analysis since these represented mainly
staining artefacts, cell detritus or non-proliferating single
cells.

Lentiviral particles and stable cell lines

Lentivirale particles were generated by co-transfection
of HEK293T Lenti-X cells (Clontech) with packaging
plasmids (pMD2.G, pMDLg/pRRE, pRSV-REV, Addgen)
and the lentiviral transfervector (pLenti-III-UbC-Luc2,
Applied Biological Materials Inc.) expressing Luciferase 2.
After 48 and 72 hours the supernatants were pooled, filtered
through a 45 um filter and ultracentrifuged at 87076 g 4°C
for 2 h. The virus titers were determined by HIV p24 antigen
test (Elecsys, Roche Diagnostics). MEB-Med-8A cells
were transduced with virus particles (MOI 5) and thereafter
selected with puromycin and validated for homogenous
luciferase activity (Invitrogen).

Orthotopic transplantation and tumor
formation

Immunocompromised NSG mice were used for
transplantation. The animals were bred and housed in
a specific pathogen-free animal facility at the house for
experimental therapy of the University of Bonn. All
experiments were conducted according to protocols approved
by the institutional animal use and care committee of
Northrhine Westphalia (Germany). To establish intracranial
tumors, medulloblastoma cells were resuspended in PBS and
injected perpendicular to the cranial surface via 5 pL pst2
Hamilton 7105N syringe into the right cerebellar hemisphere
(1 mm to the right of the midline, 1 mm posterior to the
coronal suture, and 3 mm deep) of 5-9 week old anesthetized
NSG mice. fixed in a stereotaxic frame. After transplantation
the animals were monitored daily and sacrificed when
symptoms of tumor growth occured. All procedures were
in strict accordance with the University of Bonn Medical
Center Policy on the Use and Care of Laboratory Animals
(University of Bonn Medical Center Policy and Welfare
Committee, Document ID: 87-51.04.2011.A033).

In vivo bioluminescent imaging

For the bioluminescent imaging the mice
were anesthetized by ketamine/xylazine. injected
intraperitoneally with 125 mg/kg D-luciferin. 15 min
after injection the animals were imaged using a IVIS
200 imaging station (Caliper Life Sciences). Regions of
interest were defined using living image software, and the
total photons/s/sr/em? (photons per second per steradian
per square cm) were recorded weekly to monitor tumor
growth and therapy response. To determine the growth rate
of the tumor the gain in bioluminescence per week was
calculated.
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In vivo inhibitor treatment

To study effects of the PI3K inhibitor GDC-0941 on
tumor growth in vivo we transplanted 2 x 10* MEB-Med-
8A cells into the cerebellum of NSG mice. Seven days
after transplantation the mice were randomly separated
into two groups. Group 1 was given the vehicle EL-
ethanol (60:40; cremophor EL, 95% ethyl alcohol, Sigma)
while group 2 was exposed to 100 mg/kg GDC-0941. The
drug was administered once daily by oral gauge. Event-
free survival was defined as the time from transplantation
until symptom onset.

Statistical analysis

The two-sided Student’s ¢ test was applied to
determine statistically significant differences between
two groups. For in vivo tumor growth and survival the
log-rank Test (Mantel-Cox) and Wilcoxon signed rank
test respectively were applied to determine statistically
significant differences. p < 0.05 (*) was considered as
statistically significant. The values stated within text and
figures are mean + standard deviation.
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Supplementary Figure 1: GDC-0941 synergizes with etoposide a standard chemotherapeutic in pediatric
medulloblastoma treatment. MEB-Med-8A, D283 Med, Daoy and D341 Med were treated in combination with increasing
concentrations of etoposide (0.5, 1, 5 and 10 pM) and 1 uM of GDC-0941. The vehicle DMSO served as control. Of note, 1-2 uM etoposide
corresponds to cerebrospinalfluid levels of etoposide determined in treated patients. After 48 h drug exposure the cell viability was assessed
by means of the MTS assay. We determined if GDC-0941 synergizes with etoposide and leads to greater decrease in cell viability than the
sum of the compounds individual effects. For the combinational treatment curve “S” indicates synergistic effects, while “A” marks additive
effects of the drugs. Each experiment was performed in triplicates and repeated four times.
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