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Abstract	

The  American  Cancer  Society  predicted  that  230,480 women would  be  diagnosed with,  and 

39,520 women would  die  from  breast  cancer  (BC)  in  the  United  States  in  2011. While  the 

incidence of  female BC has been decreasing, BC  remains  the  second  leading  cause of  cancer 

death among women  in the United States. Cancer cachexia, the cancer‐related  loss of muscle, 

affects up to 25% of BC patients and is associated with poor prognosis and decreased quality of 

life. Alterations to the dystrophin glycoprotein complex (DGC), a transmembrane, multi‐subunit 

protein complex with structural and signaling roles, have been reported in mammary tumors of 

BC patients and  skeletal muscles of  cachectic  cancer patients. However,  this  complex  is most 

frequently  studied  for  its  role  in Duchenne muscular dystrophy  (DMD),  a  severe, progressive 

muscle wasting disease. Despite the similar alterations reported  in these diseases,  it  is unclear 

whether alterations  in the DGC  in one tissue can  impact the progression of disease  in another. 

Purpose: The purpose of the studies described in this dissertation was to identify differences in 

body  composition,  energy  expenditure  and  plasma  cytokine  content  between  the 

C57BL/10ScSn‐Dmdmdx/J  (mdx) mouse model of DMD and C57BL/10ScSnJ  (BL/10) control mice 

and to determine whether systemic alteration of the DGC (as observed in the mdx mouse) alters 

the  growth  of  E0771  murine  mammary  tumors.  Results:  There  were  differences  in  body 

composition and plasma cytokine profiles between mdx and BL/10 mice. We also  found  that, 

relative  to  controls,  the  tumor–induced  increase  in  cytokines  that  promote  invasion  and 
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metastasis was not as severe in mdx mice. Conclusions: This study revealed several differences 

between mdx and BL/10 mice and provides support for the suggestion that the mdx mouse may 

not be an accurate model of DMD. In addition, the  improved cytokine profile of tumor‐bearing 

mdx mice  suggests  that  the  acute phase of DMD may be protective  against BC  invasion  and 

metastasis.  Further  research  should  confirm  this effect and determine whether alterations  in 

the DGC of the mdx mouse are directly or indirectly responsible. 
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Dedication		

This dissertation is dedicated to my parents, who always encouraged us to ask questions, to say 

“I don’t know…but I will find out” and taught us that there is no such thing as “can’t”! 

“What is it that confers the noblest delight? What is that which swells a man's breast with pride 

above  that which  any  other  experience  can  bring  to  him? Discovery!  To  know  that  you  are 

walking where none others have walked; that you are beholding what human eye has not seen 

before; that you are breathing a virgin atmosphere. To give birth to an idea‐‐to discover a great 

thought‐‐an intellectual nugget, right under the dust of a field that many a brain‐plow had gone 

over before… To be the first‐‐that is the idea. To do something, say something, see something, 

before anybody else‐‐these are  the  things  that confer a pleasure compared with which other 

pleasures  are  tame  and  commonplace,  other  ecstasies  cheap  and  trivial…These  are  the men 

who have really  lived‐‐who have actually comprehended what pleasure  is‐‐who have crowded 

long lifetimes of ecstasy into a single moment.” 

‐Mark Twain, Innocents Abroad (1869) 
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Chapter	1:	Introduction		

The  American  Cancer  Society  predicted  that  230,480 women would  be  diagnosed with,  and  39,520 

women would die from BC in the United States in 2011 [1]. While the incidence of female BC decreased 

by 1.7 – 2.7% per year between 1995 and 2007 (the most recent period for which data are available) [2], 

BC remains the second leading cause of cancer death among women in the United States [1, 3]. Cancer 

cachexia,  the cancer‐related  loss of skeletal muscle mass  [4],  is  reported  to affect 0.8  to 24.8% of BC 

patients  [5‐8].  The  occurrence  of  cachexia  is  typically  associated with  a  poor  prognosis  [6,  7]  and  a 

decreased quality of life [9] for affected patients.  

The dystrophin glycoprotein complex (DGC) is a multi‐subunit transmembrane protein complex that acts 

as a physical and  signaling  connection between  the  intracellular and extracellular environments  [10]. 

While the DGC is most frequently studied for its role in muscular dystrophy, alterations to this complex 

have been reported in BC cells [10, 11] and in the skeletal muscle cells of cachectic tumor‐bearing mice 

and humans [12]. However,  it  is presently unclear whether alteration  in the DGC of one type of tissue 

can affect progression of disease in another.  

Administration of murine BC cells to mdx mice provides a unique model in which this relationship can be 

explored. The mdx mouse model of DMD carries a naturally occurring X‐linked [13, 14] point mutation 

resulting  in  a  premature  stop  codon  [15]  for  the  dystrophin  gene which  prevents  expression  of  the 

dystrophin protein [16]. In the absence of dystrophin, protein expression of many other components of 

the DGC is drastically reduced [17, 18]. This model was used in the studies described below to test the 

overarching hypothesis that systemic down‐regulation of DGC components can effect BC growth and 

cachexia.   
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In order to test this hypothesis, we developed the following specific aims: 

Specific  aim  1:  To  review  the  available  BC  cachexia  literature.  Presently,  there  is  little 

information  available  regarding  BC  cachexia.  The  limited  information  that  is  available  is  spread 

throughout a variety of  journals and  is  frequently reported  in articles  that are not specific  to patients 

with  BC  cachexia.  The  purpose  of  the  summary  described  in  this  aim  is  to  bring  the  information 

available  in the  literature  together  into a clear and concise summary of the current understanding BC 

cachexia. This aim will be addressed in Chapter 2 of this dissertation.  

Specific  aim  2:  To  determine  whether  BC  growth  and  cachexia  are  altered  in  mdx  mice. 

Alterations  to  the DGC  have  been  reported  in  BC,  cachexia, DMD,  and  in  the mdx mouse,  but  it  is 

currently unclear whether  systemic alteration of  the DGC  (as observed  in  the mdx mouse) affects BC 

growth or BC cachexia. Because of  the high  levels of  inflammation present  in mdx mice  [19] and  the 

relationship between chronic inflammation and cancer risk [20], we hypothesize that BC growth will be 

enhanced  in mdx mice.  In addition,  the  results of Acharyya et al.  [12]  led us  to hypothesize  that BC 

cachexia will be exacerbated in mdx mice. In order to address these aims, we injected murine mammary 

carcinoma cells into mdx and BL/10 control mice and compared tumor growth and markers of cachexia 

(including skeletal muscle function) between genotypes. This aim will be addressed in Chapter 3 of this 

dissertation. 

Specific aim 3: To  identify differences  in body composition, energy expenditure, and plasma 

cytokine  content between  5‐  to  13‐wk‐old BL/10 and mdx mice. Because of  the differences  in 

tumor  growth  observed  in  our  preliminary  study  (Specific  aim  2,  Chapter  3),  we  hope  to  identify 

differences between mdx and BL/10 mice. We hypothesize that there will be differences in body mass 

and composition, energy expenditure, and plasma cytokine profiles between the two genotypes. To test 
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this hypothesis, we measured body mass and composition, total energy expenditure, and cage activity of 

5‐ to 13‐wk‐old BL/10 and mdx mice. Cytokine profiles were measured in plasma collected from 9‐ and 

13‐wk‐old BL/10 and mdx mice. This aim will be addressed in Chapter 4 of this dissertation. 

Specific aim 4: To confirm that the phenotype of the mdx mouse  is protective against breast 

cancer growth.  In our pilot study  (Specific aim 2, Chapter 3), we observed a protective effect of the 

mdx phenotype on the growth of murine mammary tumors. The purpose of the study described in this 

aim  is  to  confirm  the  results  of  our  pilot  study  and  to  determine whether  this  protective  effect  is 

dependent on the age (i.e., state of dystrophic myopathy) of the mouse. Based on our pilot study, we 

hypothesize  that  the growth of murine mammary  tumors will be blunted  in mdx mice and  that  this 

effect will be more pronounced when the dystrophic phenotype  is more severe  (i.e., during the acute 

phase of dystrophic myopathy).  In order  to  test  this hypothesis, we measured  the growth of murine 

mammary tumors  in mdx mice that were  in the acute (i.e., 5‐ to 9‐wk‐old mice) and chronic (i.e., 9‐ to 

13‐wk‐old mice) phases of muscular dystrophy and compared  it to the growth of mammary tumors  in 

age‐matched BL/10 control mice. This aim will be addressed in Chapter 5 of this dissertation.  

The  results  of  the  studies  described  in  this  dissertation  (i.e.,  Specific  Aim  3)  will  enhance  the 

understanding  of  the  mdx  mouse  model  of  DMD.  While  the  mdx  mouse  is  an  accurate  genetic 

representation of DMD, the phenotype of this model is not as severe as that of patients with DMD and 

its appropriateness as a model of DMD has been questioned by scientists. Despite this, the mdx mouse 

remains  the  most  frequently  used  model  of  DMD  [21].  A  better  understanding  of  the  phenotypic 

differences between  the mdx mouse  and patients with DMD will  improve  the  ability of  scientists  to 

determine whether use of the mdx mouse is appropriate for their study of DMD. The studies described 

here (i.e, Specific Aims 2 & 4) will also reveal whether the phenotype of the mdx mouse can affect the 
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growth  of  mammary  tumors,  and  as  such,  may  reveal  novel  mechanisms  for  the  prevention  and 

treatment of BC.  	
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Chapter	2:	Cachexia	in	breast	cancer:	a	review	of	the	existing	literature		

Abstract	

BC  is the second  leading cause of cancer mortality among women  in the United States. The American 

Cancer Society predicted that in the United States, as many as 230,480 women would be diagnosed with 

and 39,520 women would die from BC  in 2011. Up to one quarter of those diagnosed with BC can be 

expected to experience cachexia, a debilitating condition characterized by a loss of lean body mass that 

is frequently associated with decreased quality of life, poor tolerance and responsiveness to treatment, 

and  decreased  survival. Despite  the  frequency  and  severity of  this  condition, BC‐specific  research of 

cachexia is limited. Several physiological, metabolic, and immunological changes have been reported in 

BC  cachexia,  but  an  effective  treatment  for  this  condition  has  not  been  identified.  There  is  some 

evidence  to  suggest  treatment with megestrol  acetate  or  supplementation with  energy modulating 

vitamins  and  eicosapentaenoic  acid may  reduce  the  severity  of  BC  cachexia,  but  further  research  is 

necessary  to confirm  that  the  improvement  in body mass associated with  these  treatments  is due  to 

increased  functional muscle mass.  Improving  the  understanding  of  BC  cachexia  and  developing  an 

appropriate treatment could improve the quality of life and survival of patients with advanced BC. 

Introduction		

The  American  Cancer  Society  predicted  that  230,480 women would  be  diagnosed with,  and  39,520 

women would die from BC  in the United States  in 2011 [1]. While the  incidence of  invasive female BC 

has  been  decreasing  by  about  2%  per  year  since  1998  [3],  BC  remains  the  second most  frequently 

diagnosed cancer and the second leading cause of cancer death among women in the United States [1, 

3]. As many  as 24.8%  [7] of  those diagnosed with BC  can be  expected  to experience  a  complication 

known as cachexia.  
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Cancer cachexia was recently defined as “a multifactorial syndrome characterized by an ongoing loss of 

skeletal muscle mass  (with or without  loss of  fat mass)  that cannot be  fully  reversed by conventional 

nutritional support and leads to progressive functional impairment“ [4]. A diagnosis of cachexia requires 

a loss of more than 5% of the patient’s body mass in the previous 6 months, a body mass index (BMI) of 

less  than  20 with  a  2%  loss of body mass, or  an  appendicular  skeletal muscle  index  consistent with 

sarcopenia  (<7.26 kg/m2 and <5.45 kg/m2 for males and  females,  respectively) with a 2%  loss of body 

mass [4]. The occurrence of cachexia is typically associated with a poor prognosis [6, 7] and a decreased 

quality of life [9]. 

Cachexia  is  reported  to  affect  0.8  to  24.8%  of  BC  patients  [5‐8].  This  variation  in  the  frequency  of 

cachexia  is  likely due,  in part,  to  inconsistencies  in  the definition of  cachexia used by physicians and 

researchers  and  differences  in  patient  characteristics  (e.g.,  tumor  characteristics  and  stage)  across 

studies. However, it seems clear that cachexia is more prevalent in those with advanced BC (i.e., higher 

stage; refer to Table 1 and Table 2 for a brief summary of BC staging and treatment ) [6, 7, 22, 23], and 

that patients who develop cachexia have a poorer prognosis than those who do not [6].  

Despite  the  frequency  and  seriousness  of  this  complication,  the  mechanisms  of  cachexia  and  its 

treatment remain poorly understood. This is particularly true in the area of BC cachexia. At the present 

time, articles relating specifically to BC cachexia make up just 2% of articles on cancer cachexia, despite 

the fact that 27% of those with cancer cachexia are BC patients [7]. In addition, the limited information 

that is available is spread throughout a variety of journals and is frequently reported in articles that are 

not specific to patients with BC cachexia. As mentioned in Specific aim 1, the purpose of this review is 

to bring  the  information available  in  the  literature  together  into a  clear and  concise  summary of  the 

current understanding BC cachexia. Topics that are important to cachexia (e.g., muscle strength, protein 

metabolism), but have not been studied specifically in BC will be mentioned only briefly. 
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Table 1: BC staging and treatment (Stages 0-II) 
Stage Description [24]  Treatment options [25, 26] 

0  All cancer cells located within duct 

 No invasion into tissue surrounding primary 
tumor 

 No metastasis to lymph nodes or distant sites 

 Lumpectomy followed by radiation 

 Mastectomy 

 Adjuvant therapy (e.g., tamoxifen, trastuzumab 
if tumor is hormone receptor positive) 

IA  Primary tumor ≤ 2 cm in diameter 

 Invasion into tissue surrounding primary 
tumor 

 No metastasis to lymph nodes or distant sites 

 Lumpectomy or partial mastectomy followed 
by radiation 

 Mastectomy 

 Adjuvant therapy (e.g., tamoxifen, trastuzumab 
if tumor is hormone receptor positive ) IB  Primary tumor ≤ 2 cm in diameter or not 

found 

 Invasion into tissue surrounding primary 
tumor 

 Metastasis in 1 to 3 axillary lymph nodes (0.2 
to 2 mm in diameter) 

 No metastasis to distant sites 

IIA  Primary tumor ≤ 2 cm in diameter or not 
found 

 Invasion into tissue surrounding primary 
tumor 

 Metastasis in 1 to 3 axillary lymph nodes (> 2 
mm in diameter) and/or internal mammary 
lymph nodes 

 No metastasis to distant sites 

 Lumpectomy or partial mastectomy followed 
by radiation 

 Mastectomy (followed by radiation if tumor > 5 
cm in diameter or lymph nodes are involved) 

 Adjuvant therapy (e.g., tamoxifen, 
trastuzumab) if tumor is hormone receptor 
positive 

 Chemotherapy (e.g., doxorubicin, 
cyclophosphamide)  Primary tumor 2 to 5 cm in diameter 

 Invasion into tissue surrounding primary 
tumor 

 No metastasis to lymph nodes or distant 
sites. 

IIB  Primary tumor 2 to 5 cm in diameter 

 Invasion into tissue surrounding primary 
tumor 

 Metastasis in 1 to 3 axillary lymph nodes 
and/or internal mammary lymph nodes 

 No metastasis to distant sites 

 Primary tumor > 5 cm in diameter 

 Invasion into tissue surrounding primary 
tumor, but not chest wall or skin 

 No metastasis to lymph nodes or distant sites 

Adapted from the “How is breast cancer staged?”, “Treatment of stage 0 (non-invasive) breast 
cancer”, and “Treatment of invasive breast cancer, by stage” by the American Cancer Society [24-
26]  
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Table 2: BC staging and treatment (Stages III-IV) 
Stage Description [24]  Treatment options [26]

IIIA  Primary tumor < 5 cm in diameter or not 
found 

 Invasion into tissue surrounding primary 
tumor 

 Metastasis in 4 to 9 axillary lymph nodes or 
internal mammary lymph nodes 

 No metastasis to distant sites 

 Neoadjuvant chemotherapy 

 Lumpectomy or partial mastectomy followed 
by radiation 

 Mastectomy (followed by radiation if tumor > 5 
cm in diameter or lymph nodes are involved) 

 Adjuvant therapy (e.g., tamoxifen, 
trastuzumab) if tumor is hormone receptor 
positive 

 Chemotherapy (e.g., doxorubicin, 
cyclophosphamide) 

 Primary tumor > 5 cm in diameter 

 Invasion into tissue surrounding primary 
tumor, but not chest wall or skin 

 Metastasis to 1 to 9 axillary lymph nodes or 
internal mammary lymph nodes 

 No metastasis to distant sites 

IIIB  Invasion into tissue surrounding primary 
tumor, including chest wall or skin 

 Metastasis to 0 to 9 axillary lymph nodes and 
internal mammary lymph nodes 

 No metastasis to distant sites 

 Inflammatory BC 

 No metastasis to distant sites 

IIIC  Primary tumor of any diameter 

 Invasion into tissue surrounding primary 
tumor 

 Metastasis to ≥ 10 axillary lymph nodes, 
lymph nodes under clavicle, lymph nodes 
above clavicle, and/or internal mammary 
lymph nodes 

 No metastasis to distant sites 

IV  Primary tumor of any diameter 

 Invasion into tissue surrounding primary 
tumor 

 With or without involvement of local lymph 
nodes 

 Metastasis to distant organs or lymph nodes 

 Mastectomy (when appropriate) 

 Adjuvant therapy (e.g., tamoxifen, 
trastuzumab) if tumor is hormone receptor 
positive 

 Chemotherapy (e.g., doxorubicin, 
cyclophosphamide) 

 Inflammatory BC 

 Metastasis to distant organs or lymph nodes 

Adapted from the “How is breast cancer staged?” and “Treatment of invasive breast cancer, by 
stage” by the American Cancer Society [24-26]  
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Methods	

The PubMed database was used to identify BC cachexia‐specific articles published from 1809 to present. 

The primary search for “breast cancer” and “cachexia” resulted in 72 hits, including 51 original research 

articles and 21 review articles. Secondary searches were performed to  identify BC‐specific articles that 

addressed some aspect of cachexia that may have not been identified by our initial search (e.g., “breast 

cancer”  and  “muscle”,  “breast  cancer”  and  “weight”).  The  text  and  reference  sections  of  recovered 

articles were  screened  to  identify articles  that may have been missed by our primary and  secondary 

searches. When areas were identified that were fundamental to understanding cachexia but had limited 

BC cachexia‐specific literature available, additional searches were performed that were not delimited to 

“breast cancer” (e.g., “cachexia” and “IL‐6”). 

Results	

Systemic	changes	associated	with	BC	cachexia	

The  presence  of  mammary  tumors  can  induce  a  number  of  physiological  and  molecular  changes 

throughout the body. These changes can occur in close proximity to the primary tumor (e.g., changes in 

mammary  tissue macronutrient metabolism),  in  the  circulation  (e.g.,  changes  in  circulating  cytokine 

content),  and  in  distant  tissues  (e.g.,  changes  in  skeletal muscle  protein  turnover).  Together,  these 

changes, which will be described in detail below, contribute to the loss of body mass typically associated 

with cachexia. 

Physiological	changes	

Anorexia  (i.e., decreased appetite)  frequently occurs with cancer cachexia  [27] and may contribute  to 

some of  the  body mass  loss observed  in patients with BC  cachexia. Anorexia  can have  a number of 

causes,  including nausea, early satiety, depression, chemotherapy and  radiation  therapy  [28, 29], and 
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appears  to be “correlated highly with  level of well‐being”  in  terminal cancer patients  (r not provided, 

P<0.0001) [30]. Decreased gastric emptying and  intestinal absorption are also thought to contribute to 

cancer cachexia. To our knowledge, there is only one report of delayed gastric emptying in a BC patient, 

but  it  is  unclear whether  the  patient  also  had  symptoms  of  cachexia  [31].  Similarly,  changes  in  the 

intestinal absorption of monosaccharides have been observed in BC (n=10, stage IV), but whether these 

changes correlated to  incidence or severity of cachexia  in patients with BC was not reported [32]. The 

fact  that nutritional  supplementation,  including  total parenteral nutrition,  cannot  completely  reverse 

the tissue (especially muscle) wasting observed with cachexia confirms that physiological factors alone 

are not  the only cause of  the wasting  seen with cancer cachexia  [33], but BC‐specific  research  in  this 

area is limited. 

Metabolic	changes	

Increased  resting  energy  expenditure  (REE) has been  implicated  as  a potential  contributing  factor  to 

cachexia  in  cancer patients. To  the authors’ knowledge,  just one group has  compared  the REE of BC 

patients to that of cancer‐free controls. On the basis of this one report, the REE of patients (post‐surgery 

but pre‐chemotherapy) with invasive (n=17, stage I‐III) [34], but not metastatic (n=30, stage IV) [35], BC 

may be  greater  than  that of healthy  controls. Elevations  in brown  adipose  tissue uncoupling protein 

(UCP) 1 and skeletal muscle UCP2 and UCP3 are thought to contribute to the increased REE observed in 

a variety of  cancer  types  [27] by dissipating  the proton gradient  that drives mitochondrial adenosine 

triphosphate (ATP) synthesis, but this has not been studied in BC patients.  

Carbohydrate	metabolism	

Cancer‐induced alterations in macronutrient metabolism are also thought to contribute to the changes 

observed in cachexia (Figure 1). Researchers hypothesize that the high rate of glycolytic activity typically 

observed in benign, malignant, and metastatic cancer, including BC [36, 37], is due to the need to meet 
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the  high  energy  demand  of  rapidly  dividing  cancer  cells  despite  intermittent  hypoxia  [38,  39]  and 

mitochondrial  damage  [39,  40].  BC‐specific  data  to  support  this  hypothesis  are  typically  reported  in 

rodent  models  of  BC  rather  than  in  patients  with  BC.  For  example,  in  cachectic  rats  with  7,12‐

dimethylbenz[a]anthracene (DMBA)‐induced mammary tumors, the activity of glycolytic enzymes (e.g., 

hexokinase,  phosphoglucoisomerase,  and  aldolase),  which  are  responsible  for  oxygen  independent 

production of ATP from glucose, are elevated by 57‐97%  in mammary tumors compared to mammary 

tissue  from  BC‐free  rats  [41].  However,  the  activities  of  gluconeogenic  enzymes  (e.g.,  fructose  1,6‐

bisphosphatase and glucose 6‐phosphatase), which are responsible for production of glucose from non‐

carbohydrate  precursors;  citric  acid  cycle  enzymes  (e.g.,  isocitrate  dehydrogenase,  α‐ketoglutarate 

dehydrogenase,  succinate  dehydrogenase,  and  malate  dehydrogenase),  which  produce  ATP  and 

reducing equivalents from acetyl CoA; and electron transport chain enzymes (e.g., NADH dehydrogenase 

and cytochrome c oxidase), which play a role  in oxygen dependent production of ATP from NADH and 

FADH2, are decreased by 26‐41% in tumors compared to mammary tissue from tumor‐free rats [41]. 

Alterations  in mammary and  liver carbohydrate metabolism have also been reported  in animal models 

of BC cachexia. The activities of glycolytic, citric acid cycle, and electron transport chain enzymes are 23‐

46%  lower;  while  the  activity  of  gluconeogenic  enzymes  is  38‐68%  greater  in  mammary  tissue  of 

cachectic rats bearing DMBA‐induced tumors than in the mammary tissue of tumor‐free rats [41, 42]. In 

the liver, mitochondrial activity of citric acid cycle and electron transport chain enzymes is 33‐54% lower 

in DMBA‐induced tumor‐bearing cachectic rats compared to tumor‐free rats [42].  

In  addition,  alterations  in  circulating markers of  carbohydrate metabolism have been  reported  in BC 

cachexia.  Decreases  in  blood  riboflavin,  niacin,  and  serum  CoQ10, which  are  necessary  for  oxidative 

phosphorylation, have been  reported  in cachectic  rats bearing DMBA‐induced mammary  tumors  [42]. 

There  are  no  apparent  changes  in  fasting  blood  glucose  in  either murine  or  human models  of  BC 
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cachexia [43‐45], but there is some evidence of decreased glucose production and glucose tolerance in 

cachectic cancer patients [including three with stage IV BC] compared to cancer‐free controls [46].  

Alterations to other markers of carbohydrate metabolism, such as  increases  in the activity of enzymes 

responsible for the production of glucose from lactate (i.e., Cori cycle enzymes), have been reported to 

occur in other types of cancer cachexia [47], but these changes have not been studied in BC cachexia.  

Together,  these  findings  suggest  that  the presence of mammary  tumors  in  rodents  is associated with 

whole‐body  alterations  in  carbohydrate  metabolism,  which  could  contribute  to  the  cachexia 

experienced by as many as 25% of patients with BC. Further research is necessary to determine whether 

alterations in carbohydrate metabolism also occur in patients with BC.  

Lipid	metabolism	

It  is  presently  unclear whether  systemic  changes  in  lipid metabolism  contribute  to  BC.  The  loss  of 

adipose  tissue  typically  observed  in  patients  with  cancer  cachexia  is  thought  to  be  due  more  to 

increased  lipolysis rather than decreased  lipogenesis [27]. However, to the authors’ knowledge, whole 

body rates of lipolysis and lipogenesis have not been reported in patients with BC cachexia (Figure 1).  

With  respect  to  circulating  factors  associated  with  lipid  metabolism,  plasma  lipoprotein  lipase,  an 

enzyme  responsible  for  the  removal  of  fatty  acids  from  triglycerides  for  storage  in  adipocytes  and 

skeletal muscle cells,  is  typically decreased  in cancer cachexia  [48]. However,  in  studies  that  included 

patients with BC cachexia, plasma  lipoprotein  lipase activity was not decreased (n=7, with and without 

metastasis [22]; n=7, stage IV [45]) or correlated to weight  loss (n=7, with and without metastasis; r, P 

not provided) [22].  
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Figure 1: Metabolic changes in BC cachexia 

BC cachexia is associated with systemic alterations in macronutrient metabolism. This figure summarizes the 
changes in markers of carbohydrate, lipid, and protein metabolism that have been reported in the tissues of 
patients and/or rodents with BC. 
↑ increased, ↓ decreased, ↔ not different, NR no information available 
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Changes  in  circulating  lipids  (e.g.,  triglycerides,  cholesterol,  and non‐esterified  fatty  acids) have been 

reported in cachexia associated with a variety of cancer types and are thought to reflect changes in lipid 

intake  and metabolism  [49]. However,  in most  studies  that  included patients with BC,  fasting  serum 

cholesterol was not affected by presence of cancer (n=7, stage IV [45]) or BC cachexia (n=14, with and 

without metastasis  [23]). Non‐esterified  fatty acid  levels also appear to be normal  in patients with BC 

cachexia  (n=7, with and without metastasis  [22]). Whether circulating triglyceride  levels are altered  in 

BC cachexia  is unclear. A study by Nomura et al. reported no difference  in serum  triglyceride content 

between BC patients,  including those with weight  loss  (n=7, with and without metastasis) and normal 

controls  [22],  while  a  study  by  Vlassara  et  al.  that  included  patients  with  BC  reported  increased 

triglyceride content in the plasma of patients with cancer cachexia (n=7, stage IV) [45]. In contrast, when 

compared  to non‐cachectic mice with BC, circulating  triglycerides are  lower  in mice with BC cachexia 

[43].  While  research  is  limited,  this  information  suggests  that  the  lipid  metabolism  perturbations 

frequently  reported  in  cancer  cachexia  are not  as  apparent  in BC  cachexia,  and  as  such  altered  lipid 

metabolism may not be a major contributor to BC cachexia. 

Protein	metabolism	

Alterations  in  protein  metabolism,  via  both  decreased  protein  synthesis  and  increased  protein 

degradation  (primarily  through  the ubiquitin‐proteasome pathway) have been  implicated as causes of 

skeletal muscle  loss  in cancer cachexia  [27]. However, there are  limited data available to confirm that 

this  is  also  true  in  BC  cachexia  (Figure  1).  For  example,  Kumar  et  al.  reported  no  difference muscle 

protein  ubiquitination  or  in  the  activity  of  the  20s  proteasome  between  cachectic  mice  bearing 

interleukin  (IL)‐1α  over‐expressing MCF‐7 mammary  tumors  and  non‐cachectic mice  (bearing  empty 

vector MCF‐7 mammary tumors) [43].  
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There has been one report of alterations in circulating amino acid (AA) levels in patients with BC. Based 

on  that study,  it appears  that patients with BC  (n=22 stage  I‐III),  including  those who have decreased 

body mass, have 17‐23% lower post‐absorptive venous plasma arginine, phenylalanine, tryptophan, and 

branched‐chain amino acid levels compared to healthy controls, while the content of other amino acids 

and plasma  total amino acid  content did not  seem  to be affected by  the presence of BC  [8]. Neither 

plasma  arginine nor  total  amino  acid  content were  correlated  to  loss of body mass or BMI  (r, P not 

provided)  [8],  suggesting  that changes  in protein metabolism may have occurred prior  to measurable 

changes  in body mass [8]. Further research  in the area of BC‐related changes  in protein synthesis and 

degradation are necessary before a conclusion can be made regarding the role of protein metabolism in 

BC cachexia.  

In summary, the current, albeit  limited,  information available suggests that the presence of mammary 

tumors may  induce whole‐body  changes  in  carbohydrate,  lipid,  and protein metabolism  that may,  in 

part, be  responsible  for  cachexia  in BC. Despite  its obvious  importance, macronutrient metabolism  is 

grossly understudied in BC cachexia and would benefit from further research, particularly in the areas of 

lipid  and  protein  metabolism.  A  better  understanding  of  BC‐related  changes  in  macronutrient 

metabolism may reveal novel targets for the treatment and prevention of BC cachexia. 

Changes	in	circulating	factors		

Cytokines	

Cytokines are  immune‐related signaling molecules often studied for their role  in cachexia. It  is thought 

that these molecules are released from tumor cells and cells of the tumor microenvironment [e.g., from 

tumor associated macrophages, T‐cells] and circulate throughout the body, affecting systemic changes. 

Typically,  pro‐inflammatory  cytokines  such  as  IL‐1α,  IL‐6,  lipid mobilizing  factor,  proteolysis  inducing 

factor,  and  tumor  necrosis  factor‐α  (TNF‐α)  are  thought  to  promote  cachexia  [50,  51],  while  anti‐
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inflammatory cytokines such as IL‐1Ra, IL‐4, and IL‐10, are thought to protect against cachexia [50, 51]. 

However, to the authors’ knowledge only  IL‐1α, TNF‐α, and  IL‐6 have been studied for their role  in BC 

cachexia (Figure 2). 

IL‐1α‐secreting  mammary  tumors  (MCF‐7IL‐1α) 

induce  cachexia  in nude mice while vector‐treated 

control  tumors  (MCF‐7)  do  not  [43].  While  the 

tumors  in  this  study  had  been  intentionally 

modified  to secrete  IL‐1α,  there are reports of  this 

cytokine  being  elevated  “naturally”  in  cachexia. 

While  not  studied  in  BC  cachexia  specifically, 

studies suggest that the typical sources of cachexia‐

inducing elevations in IL‐1α are BC cells [52, 53] and 

cells of the tumor microenvironment [52].  

When  elevated,  IL‐1α  may  induce  cachexia  by 

increasing  protein  degradation  via  the  ubiquitin‐

proteasome  pathway  [51]  and  by  decreasing 

protein  synthesis  via  increased  hepatic  production 

of  insulin‐like  growth  factor  (IGF)  binding  protein, 

which  in  turn  decreases  IGF‐1  driven  synthesis  of 

new proteins [54] (Figure 3).  IL‐1α may also  induce 

cachexia  by  decreasing  lipogenesis  via  lipoprotein 

lipase  inhibition  [55];  however,  decreased 

lipoprotein lipase activity may not occur in BC [22] and does not appear to be related to weight loss [22]. 

Figure 2: BC cachexia associated cytokines 

Cytokines  IL‐1α,  TNF‐α,  and  IL‐6  appear  to  induce 
cachexia  in BC. The mechanisms by which they exert 
their effects has not been  studied  in BC  specifically, 
but may be similar to those reported in other types of 

cachexia.  Arrow  head:  stimulates,  Closed  circle: 
inhibits. 

Figure 3: IL‐1α mechanism of action 

The  mechanism  of  action  for  IL‐1α  has  not  been 
studied in BC cachexia specifically. However, research 
in other types of cachexia suggests that it may induce 
cachexia  by  promoting  the  ubiquitin  proteasome 
pathway,  inhibiting  the  IGF‐1  pathway,  or  inhibiting 

lipoprotein  lipase  activity.  Arrow  head: 
stimulates, Closed circle: inhibits. 
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In addition, elevated IL‐1α may cause anorexia by increasing levels of corticotrophin‐releasing hormone, 

a neurotransmitter  thought  to decrease  food  intake, and by decreasing  the  impact of neuropeptide Y 

[50], a neurotransmitter that stimulates appetite, thereby exacerbating body mass loss. 

IL‐6 secreting mammary tumors (i.e., KPL‐4 tumors) 

induce  cachexia  in nude mice while KPL‐1  tumors, 

which secrete very low levels of IL‐6, do not [56]. An 

inverse  relationship  between  serum  IL‐6  and 

cachexia  markers  (e.g.,  body  mass,  performance 

status)  has  been  reported  in  other  models  (both 

human  and  mouse)  of  BC  cachexia  [43,  57‐59]. 

Researchers  believe  that  IL‐6, which  is  thought  to 

be  released  from  tumor  cells  and  tumor  associated  macrophages  [60],  contributes  to  cachexia  by 

inducing an acute phase  response  [55]. The mechanism by which  the acute phase  response  results  in 

cachexia has not been confirmed, but  it has been suggested that  increased production of acute phase 

proteins (e.g., C‐reactive protein) by the liver depletes the pool of AAs available for synthesis of skeletal 

muscle proteins (Figure 4). 

Elevation of serum TNF‐α has been reported in cachectic humans with BC [44], but not in murine models 

of BC cachexia  [43, 56]. After being  secreted  from  tumor cells and/or  tumor associated macrophages 

[60], TNF‐α  is believed to contribute to cachexia by decreasing both fat and skeletal muscle mass. This 

cytokine is typically thought to decrease fat mass by inhibiting lipogenesis and increasing lipolysis (Figure 

5). With respect to lipogenesis, TNF‐α typically acts by inhibiting lipoprotein lipase. However, the activity 

of this enzyme does not appear to be altered  in BC    [22], suggesting that TNF‐α’s pro‐lipolytic activity 

(i.e.,  stimulation  of  adipocyte  triglyceride  lipolysis  via  a mitogen‐activated  protein  kinase‐dependent 

Figure 4: IL‐6 mechanism of action 
The  mechanism  of  action  for  IL‐6  has  not  been 
studied  in BC cachexia specifically. Research  in other 
types of cachexia suggests that may  induce an acute 
phase  response,  thereby  depleting  the  pool  of  AAs 

necessary  for  protein  synthesis.  Arrow  head: 
stimulates, Closed circle: inhibits. 
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pathway  [55]) may play a more prominent  role  in BC  cachexia‐related  loss of  fat mass. TNF‐α  is also 

thought to affect skeletal muscle mass by uncoupling mitochondrial respiration [51, 55, 60],  increasing 

muscle protein breakdown  via  the ubiquitin‐proteasome pathway  [51, 55, 60],  inducing  apoptosis of 

skeletal muscle fibers and preventing muscle fiber regeneration [51]. Similar to IL‐1, TNF‐α may induce 

cachexia‐related anorexia via a corticotrophin‐releasing hormone dependent mechanism [51]. 

Serum  content  of  IL‐1β  [43],  IL‐5  [43],  IL‐10  [43], 

IFN‐γ  [43, 56], and  leukemia  inhibitory  factor  [56], 

do not seem to be related to cachexia in BC models. 

Neither  the  remaining  cytokines mentioned  at  the 

beginning of this section (i.e., lipid mobilizing factor, 

proteolysis  inducing  factor,  IL‐1Ra,  IL‐4,  IL‐10)  nor 

the source and mechanism of IL‐1α, IL‐6, and TNF‐α 

have been studied in BC specific models of cachexia. 

Hormones	and	other	circulating	factors	

A number of researchers have reported cachexia‐related changes in the serum content of hormones and 

other circulating factors in patients with BC. With respect to metabolism‐related factors, fasting plasma 

glucagon [44], but not  insulin [44‐46], appears to be  increased  in cachectic mice and humans with BC. 

Leptin, a hormone typically thought  to signal satiety  is  increased  [61, 62]  in patients with BC, but  it  is 

unclear whether serum content correlates to cachexia (r=‐0.45 to 0.46 or not provided, P=0.03 to 0.07 

or not provided) [23, 43, 61, 62]. Serum adiponectin, an adipokine thought to stimulate glucose and lipid 

oxidation  does  not  appear  to  be  correlated  to  cachexia  (r=0.15,  P=0.4)  [23].  Ghrelin,  an  appetite 

stimulating hormone, appears to be higher  in the serum of cachectic patients with a variety of cancer 

types  (including  BC)  compared  to  that  of  non‐cachectic  cancer  patients;  there  is  a modest,  positive 

Figure 5: TNF‐alpha mechanism of action 

TNF‐α  is thought to  induce cachexia via a number of 
mechanisms.  However,  these mechanisms  have  not 

been  studied  specifically  in  BC.  Arrow  head: 
stimulates, Closed circle: inhibits. 



 

19 

 

correlation between ghrelin and BC‐related  loss of body mass  (r=0.50, P=0.001)  [23]. There  is  limited 

evidence that serum calcium [43] and serum cortisol [44] are increased while serum albumin and blood 

hemoglobin are decreased with BC‐induced  loss of body mass  [23]. There  is no apparent  relationship 

between white blood  cell  and  lymphocyte  content  [23],  serum  growth hormone  [44],  serum  thyroid 

stimulating hormone [44], and loss of body mass in BC. These studies included, but were not limited to 

patients with BC [23, 43, 44]. 

To date, researchers have  identified a number of circulating  factors  (e.g.,  IL‐1α,  IL‐6, TNF‐α, glucagon, 

leptin, and ghrelin) whose plasma  content  is altered  in BC  cachexia.  Further  research  is necessary  to 

determine  which  of  these  markers  contributes  to  BC  cachexia  and  to  determine  the  mechanism 

responsible for the effect.  

Physical	changes	in	BC	cachexia		

Together, the systemic alterations mentioned above, possibly combined with others that have yet to be 

discovered, result  in phenotypic changes that are distressing to both the patient and their family. One 

such change is a decrease in body mass due to the loss of both lean and fat mass [63, 64]. This decrease 

in lean body mass seems to result from a disproportionate loss of muscle mass while visceral organ mass 

is maintained [48, 63, 65]. There are a number of reports of muscle  loss  in patients with BC cachexia; 

however, whether this change affects skeletal muscle function is unclear.  

Skeletal muscle force output has not been measured in patients with BC cachexia, but has been studied 

in murine models  of  cancer  cachexia.  Absolute  isometric  force  production  is  decreased  in  extensor 

digitorum  longus  (EDL) muscles  isolated  from  cachectic mice  [66, 67]. However,  studies  reveal mixed 

results when  isometric  force  output  is  normalized  to muscle mass  –  in  one  study,  normalized  force 

output  from EDL muscles was decreased with cachexia  [67] while another  indicated  that EDL muscles 
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from  tumor‐bearing mice may produce more normalized  force at submaximal stimulation  frequencies 

(e.g., 40‐125 Hz)  than  those  from non‐tumor bearing controls  [66]. Similarly, mixed results have been 

reported with  respect  to  the normalized  force  response  to  repeated electrical  stimuli  (i.e.,  simulated 

exercise), with one study reporting decreased normalized force output throughout the protocol [67] and 

another reporting similar normalized force output by EDLs from cachectic and tumor‐free control mice 

[66]. Further research is necessary before conclusions can be made regarding the effect of BC cachexia 

on skeletal muscle function can be made.  

It  should  be  noted  that  cachexia  related  skeletal  muscle  changes  have  also  been  reported  at  the 

molecular level, but again, BC‐specific research in this area is limited. In mice bearing mammary tumors, 

there was a trend (P=0.0542) for decreased skeletal muscle content of MyoD, a protein that promotes 

the differentiation of muscle cells. However, in this study, myostatin, which is thought to inhibit muscle 

cell differentiation, was not expressed in muscles from cachectic or non‐cachectic mice [43]. In contrast, 

more recent literature reports increased skeletal muscle myostatin content in cachexia induced by other 

types of cancer [68]. Increased NF‐κB activation [69] and altered expression of components of the DGC 

[12],  a multi‐subunit protein  complex  that  connects  the  cytoskeleton of muscle  cells with  the  extra‐

cellular matrix, have also been reported in the cachectic skeletal muscles of humans and mice, but it is 

unclear whether similar changes occur in BC cachexia. 

The  aforementioned  loss  of  skeletal  muscle  mass  may,  at  least  partially,  be  responsible  for  the 

weakness, decreased ability to perform typical daily tasks (e.g., self‐care) [6, 29], and decreased quality 

of life [29, 64] typically associated with cachexia in cancer patients (including, but not limited to patients 

with  BC).  These  symptoms  are  of  utmost  concern  as  they  have  been  associated  with  decreased 

tolerance [70] and responsiveness to treatment [6], and decreased survival [6, 29, 30] in cancer patients, 

highlighting the need for an effective treatment of BC cachexia. 
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Treatment	of	BC	cachexia	

With the exception of tumor reduction or excision (when possible) [70], there are no approved methods 

for the treatment of BC cachexia [7, 71]. A number of treatments, including nutritional supplementation 

and treatment with hormonal and anti‐mitotic agents, have been tested (Table 3), but researchers have 

had  little  success at halting or completely  reversing cachexia, an effect  that  could greatly benefit  the 

quality of life, response to treatment, and even survival [65] of patients with BC. 

Nutritional	Supplementation	

Several  studies  have  explored  the  use  of  oral  nutritional  supplementation  to  prevent  cachexia.  For 

example, mice  bearing  DMBA‐induced mammary  tumors  that  were  treated  with  a  combination  of 

energy metabolism modulating vitamins (riboflavin, niacin, and coenzyme Q10: 45, 100, and 40 mg/kg/d, 

respectively) gained body mass in a similar fashion to those who did not have BC, while untreated tumor 

bearing mice gained body mass  initially, but experienced a rapid  loss of body mass towards the end of 

the 28 d experiment [42]. One potential mechanism for this result is a shift towards aerobic metabolism 

–  treatment  with  energy  modulating  vitamins  has  been  shown  to  restore  mammary  and  liver 

mitochondrial activity of citric acid cycle and electron transport chain enzymes  in cachectic BC‐bearing 

mice  [42]. A similar effect  is observed when energy modulating vitamins are provided  in combination 

with  tamoxifen,  an  anti‐estrogen  commonly used  for  the  treatment of estrogen  receptor‐positive BC 

[41].  

Supplementation with  fish oil, which  is high  in vitamin E and n‐3  fatty acids such as eicosapentaenoic 

acid  and  docosahexaeonic  acid,  in  an  attempt  to  decrease  the  inflammation  thought  to  be  partially 

responsible for cancer cachexia [72] has yielded mixed results. In one study, short‐term (2 weeks), high‐

dose (1000 mg/day) treatments with fish oil did not alleviate symptoms of cachexia  in cancer patients, 

including  those  with  BC  (n=6,  stage  IV)  [72].  Conversely,  BC  (MDA‐MB‐231  human  mammary 
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adenocarcinoma cell line xenograft)‐bearing athymic mice treated with 3% fish oil for 2 wk gained more 

body mass  throughout  the course of  the study  than  those  fed a control diet  [73].  In  the  latter study, 

however,  no  tumor‐free  controls  were  used,  so  it  is  unclear  whether  the  fish  oil  treatment  was 

preventing body mass loss or simply causing a greater than normal body mass gain [73]. If effective, it is 

thought that the eicosapentaenoic acid component of this supplement would decrease the content of 

the pro‐inflammatory  cytokines  (e.g.,  IL‐1,  IL‐6, TNF‐α,  and proteolysis  inducing  factor)  [55, 74],  thus 

inhibiting the BC‐induced loss of fat and muscle mass thought to be  induced by activation of the acute 

phase response. However, this mechanism has not been explored in BC cachexia specifically. 

The use of orally administered proteases as an adjuvant therapy for BC has also been associated with 

decreased cachexia  in patients with BC  (n=649; stages  I‐IV) [5]. However, the mechanisms responsible 

for  this  effect,  and whether  decreased  cachexia  correlated  to  decreases  in  tumor  burden were  not 

reported  [5].  In addition,  the  lack of randomization between treatment groups may have affected the 

results of this study. Further research is necessary before recommendations regarding the use of orally 

administered proteases as an anti‐cachexia treatment can be made. 

Oral  administration  of  branched‐chain  amino  acids  [75]  and  the  use  of  enteral  and  parenteral 

supplementation  (including  total parenteral nutrition)  [76] have also been  studied  for  their beneficial 

effects on protein synthesis [77] in cancer cachexia, but have not been studied in patients with BC. 
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Table 3: Potential BC cachexia treatments 

Treatment 
(route) 

Dose  Duration 
(wk) 

Subject 
(sex) 

B
C
 o
n
ly
? 

Ef
fe
ct
 o
n
 

ca
n
ce
r 

Ef
fe
ct
 o
n
 

b
o
d
y 
m
as
s 

Ef
fe
ct
 o
n
 

o
th
e
r 

m
ar
ke
rs
? 

In
d
e
p
. e
ff
e
ct
* 

R
e
fe
re
n
ce
s 

5’‐dFUrd 
(PO) 

60 mg/kg, 5x/wk  3   nude mice 
(f) 

Y  ‐  0  NR  N/A  [59] 

docetaxel 
(i.p.) 

5‐10 mg/kg/wk  3  nude mice 
(f) 

Y  0/‐  0  NR  N/A  [59] 

docetaxel + 5’dFUrd 
(i.p.+ PO) 

5‐10 mg/kg/wk +  
60 mg/kg, 5x/wk 

3  nude mice 
(f) 

Y  ‐  0  NR  N/A  [59] 

docetaxel + tegafur 
(i.p.+ PO) 

5‐10 mg/kg/wk +  
100 mg/kg, 5x/wk 

3  nude mice  
(f) 

Y  0/‐  0  NR  N/A  [59] 

eCadherin overexpression 
(tumor cell transfection) 

N/A  4  nude mice 
(f) 

Y  ‐  +  NR  NR  [78] 

energy modulating vitamins 
(Riboflavin + Niacin + CoQ10) ± 
tamoxifen 
(PO) 

45+100 + 40 mg/kg/d ± 10 
mg/kg/d 

4  SD rats 
(f) 

Y  ‐  +  NR  NR  [41, 42] 

Fish oil ( eicosapentaenoic acid ) 
(PO) 

1,000 mg/d  2  humans  
(m+f) 

N  NR  0  NR, N/Y  N/A  [72] 

Hydrazine sulfate 
(PO) 

180 mg/d  4.2  humans  
(m+f) 

N  0/‐  0/+  NR, Y  NR  [46] 

megestrol acetate (PO)  160‐1600 mg/d  ≥ 4   humans  
(m+f) 

Y  NR, 0/‐  0/+  NR, Y  NR, Y  [28, 79‐83] 

medroxyprogesterone acetate 
(IM) 

100 mg/kg, 2x/wk  4  nude mice  
(f) 

Y  0  +  NR, Y  NR  [84] 

Paclitaxel 
(i.p.) 

9 mg/kg/d  0.7  nude mice 
(f) 

Y  0/‐  0  NR  N/A  [85] 

rhuMAbHER2 
(i.p.) 

20 mg/kg initially, then 10 
mg/kg/wk 

4  nude mice 
(f) 

Y  ‐  +  Y  NR  [56] 

Sagopilone 
(IV) 

10 mg/kg  one dose  nude mice 
(f) 

Y  ‐  0/+  NR  NR  [85] 
 

Tegafur 
(PO) 

100 mg/kg, 5x/wk  3  nude mice 
(f) 

Y  0/‐  0  0  N/A  [59] 

Treatments included in this table have been tested in patients or rodents with BC that displayed symptoms of BC cachexia. 
* effect on body mass is independent of treatment’s effect on BC, Y yes, ‐ decreased cancer burden, 0 no effect on body mass/tumor burden, NR not reported, N/A not 
applicable because treatment did not affect body mass,+ increased body mass, N no 



24 

 

With respect to dietary BC cachexia treatments, supplementation with energy modulating vitamins and 

fish oil  (or eicosapentaenoic acid) appear to be associated with weight gain  in rodent models but  it  is 

unclear whether they are effective for the treatment of cachexia in patients with BC. Orally administered 

proteases may also prove beneficial  in the treatment of BC cachexia, but randomized controlled trials 

are necessary before a conclusive decision can be made. Use of branched‐chain amino acids and enteral 

and parenteral supplementation have shown promise in treating patients with cancer cachexia, and may 

also prove beneficial in preventing cachexia in patients with BC. 

Hormonal	treatments	

Medroxyprogesterone  acetate  [57,  86]  and  megestrol  acetate  [81,  83,  87‐90]  are  hormonal 

(progestational) anti‐BC agents. The use of these drugs is associated with common side effects including 

increased  appetite  and body mass  gain.  They have  also been  studied  as potential  treatments  for BC 

cachexia. Treatment with medroxyprogesterone acetate prevented BC  (KPL‐4  xenograft)‐related body 

mass  loss  in mice  [84], but did not reduce cachexia  in cancer patients  [91]. However,  the  latter study 

included  just  2  patients with  BC  (stage  IV)  [91].  Research  suggests  that when medroxyprogesterone 

acetate treatment does prevent cachexia,  it does so by  inhibition of the TNF‐α‐induced release of  IL‐6 

from tumor cells [84], which, as previously described, is thought to decrease cachexia by inhibiting BC‐

induced body mass loss associated with activation of the acute phase response.  

Megestrol acetate appears to be effective in preventing, and even reversing, the loss of body mass and 

other symptoms [83, 92] of cachexia in cancer patients, including those with advanced BC (n=28, stage 

IV  [83];  n=101,  stage  IV  [93]).  Notably,  megestrol  acetate  induced  weight  gain  appears  to  occur 

independent of tumor progression (n=28, stage IV [83]; n=40, stage IV [79]; n=161, stage IV [80]) and can 

be observed in as little as one week [94]. In addition, high (480 mg/day) but not low (160 mg/day) doses 

of megestrol acetate  increased skeletal muscle mass  in patients with cancer cachexia,  including  those 
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with BC (n=7, stage  IV) [28]; however, even with an  increase  in muscle mass, the ability of patients to 

perform activities of daily living was not improved [28]. With respect to mechanism of action, research 

suggests that megestrol acetate increases plasma content of IGF‐1 in patients with metastatic BC, which 

may be responsible for the  increase  in body mass observed with megestrol acetate treatment [95].  In 

addition, this drug may induce the differentiation of fibroblasts into adipocytes [87, 96] via a mechanism 

that is currently unclear, but does not appear to be related to TNF‐α inhibition [96].  

While  information on medroxyprogesterone acetate  is  limited, there  is ample evidence to suggest that 

megestrol acetate can be used to prevent or treat BC‐induced weight loss. Further research is necessary 

to  confirm  that  the weight  gain  associated with  hormonal  treatments  is  the  result of  an  increase  in 

functional skeletal muscle mass. 

Anti‐mitotic	agents	

Anti‐mitotic agents are compounds that prevent mitosis by inhibiting proper formation of microtubules. 

Treatment with such agents  (e.g., sagopilone, paclitaxel), has been  reported  to suppress BC cachexia. 

For example, treatment of a mouse model of metastatic BC (MDA‐MB‐231 xenograft) with one dose (10 

mg/kg  i.v.)  of  sagopilone,  (a  synthetic  mitotic  inhibitor),  prior  to  onset  of  bone  metastasis  was 

associated with a 10.9% greater body mass than treatment with a vehicle after 20 days [85]. In addition, 

after 23 days of tumor growth in a similar model, post‐metastasis treatment with either sagopilone (10 

mg/kg i.v.) or paclitaxel (a mitotic inhibitor originally derived from the Pacific Yew tree; currently in use; 

9 mg/kg/d i.p. for 4 days) was associated with 6.8 and 9.7% greater body mass, respectively, than those 

treated with  the vehicle  [85]. The mechanism by which  these anti‐mitotic agents affect BC cachexia  is 

unclear, but it is likely that the effect can at least be partially explained by a treatment‐induced decrease 

in tumor burden. [85]. 
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 In contrast, treatment with docetaxel (semisynthetic mitotic  inhibitor derived from the European Yew 

tree; currently in use; 10 mg/kg/wk i.p.for 3 wk) did not affect body mass or serum glucose in a mouse 

model of BC (KPL‐4 xenograft) [59] despite decreasing tumor burden (10 mg treatment only). Similarly, 

treatment  of  BC  with  docetaxel  in  combination  with  other  anti‐BC  treatments  [i.e.,  10  mg/kg/wk 

docetaxel with 5'‐deoxy‐5‐fluorouridine (5'‐dFUrd) or Tegafur; 5 mg/kg/wk docetaxel with 5’dfUrd] had 

no effect on body mass, but was associated with decreased serum  IL‐6 and an  improvement  in other 

markers of cachexia (i.e., serum glucose). 

Together,  these  findings  suggest  that  the  effectiveness of  anti‐mitotic  agents  against  cachexia  varies 

from agent to agent and, at this time, their anti‐cachectic effects cannot be isolated from their ability to 

decrease tumor burden.  

Other	treatments	

There are some reports that treatment of BC patients (among patients with other types of cancers) with 

hydrazine  sulfate,  a  gluconeogenesis  inhibitor, may  promote  weight  gain  [97]  and  improve  glucose 

tolerance [46] by correcting tumor‐induced perturbations in carbohydrate metabolism. However, use of 

this drug  is controversial and  it  is not approved  in  the United States  for  treatment of cancer cachexia 

[98].  A  study  of  E‐cadherin  secreting mammary  tumors  suggests  that  E‐cadherin  may  also  protect 

against  BC  cachexia;  however,  upregulation  of  E‐cadherin  was  also  associated  with  decreased 

metastasis, which could have contributed to the observed decrease in cachexia [78]. Further research is 

necessary to determine whether the anti‐cachectic effect of E‐cadherin is independent of its effects on 

tumor progression. 

A  number  of  other  treatments  (e.g.,  anti‐TNF‐α  and  anti‐IL‐6  compounds,  anabolic  agents,  ghrelin 

mimetics)  have  shown  promising  results  in  cachexia  induced  by  other  types  of  cancer  [9],  but  their 
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effects on BC‐associated cachexia have not been explored. Further research  is necessary to determine 

whether these treatments can be used successfully in BC cachexia and to confirm the efficacy of energy 

modulating  vitamins,  eicosapentaenoic  acid,  orally  administered  proteases  and megestrol  acetate  at 

preventing or reversing cachexia related loss of skeletal muscle mass. 

Animal	models		

There  are  five  well‐defined models  of  BC  cachexia  in  the  literature  (Table  4).  In  one  such model, 

intracardiac  injection  of  nude mice  (female,  4‐5  weeks  of  age) with  as  few  as  1x105 MDA‐MB‐231 

(human metastatic mammary adenocarcinoma) cells induces loss of body mass within 3‐4 weeks [78, 85, 

99‐101], with some exceptions  [102].  In addition,  injection of 2x106  to 1x107 KPL‐4  (human malignant 

mammary carcinoma) cells into the mammary fat pads of nude or Severe Combined Immunodeficiency 

mice (female, 4‐6 weeks of age)  induces cachexia within 3 weeks [56, 59, 84].  Injection of 5x105  IL‐1α 

overexpressing, but not control, MCF‐7 cells into the mammary fat pad of nude mice (6‐8 weeks of age, 

estrogen implanted) results in cachexia within 7 weeks [43].  

In rats, chemical  induction of mammary tumors with one dose of DMBA  (25mg/kg, orally)  in Sprague‐

Dawley rats (female, 8 weeks of age) results in a lower body mass four months post‐induction compared 

to tumor‐free rats of the same age [41, 42]; however, it is unclear whether this difference is the result of 

carcinogen  toxicity or  tumor burden. Subcutaneous  implantation of MT‐W9B and MT‐W9C mammary 

tumor  minces  into  Wistar/Furth  rats  (8‐9  weeks  of  age)  induces  cachexia  within  two  months  of 

treatment, while  implantation with MT‐W9A  tumor mince occasionally  resulted  in  cachexia, but only 

after several months of tumor growth [103].  

While these findings suggest that some models of BC may develop cachexia,  it  is  important to keep  in 

mind  that  diagnoses  of  cachexia  in  these models  are  typically  based  on  a  loss  of whole  body mass. 
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Further  research  is necessary  to confirm  the  loss of muscle mass  in  the currently available models of 

cachexia and to confirm that available animal models of BC cachexia mimic the human condition. 

Table 4: Summary of potential animal models of BC cachexia 

Species  Strain  Sex  Age 
(wk) 

Cell line  Chem. 
tx 

Min. 
amt 

Mode of delivery  Time to 
mass loss 

Refs. 

mouse  BALB/c‐nu/nu  F  4‐5  MDA‐MB‐
231  

‐  1x105 

cells 
inject cells into left 
ventricle 

3‐4 wk  [78, 
99‐
101] 

*mouse  BALB/c‐nu/nu  F  3  MDA‐MB‐
231 

‐  1x105 

cells 
 

inject cells into left 
ventricle 

40‐60 d  [102] 

mouse  nude   F  4  KPL‐4   ‐  2x106 

cells 
inject cells into 
mammary fat pads 

5 wk  [84] 

mouse  nude   F  4  KPL‐4   ‐  5x106 
cells 

inject cells into 
mammary fat pad(s) 

3 wk  [56] 

mouse  nude  F  5  MDA‐MB‐
231 

‐  1x10
5 

cells 
inject cells into left 
ventricle 

20‐23 d  [85] 

mouse  nude  
(w/ estrogen 
implant) 

  6‐8  MCF‐7IL‐
1α  

‐  5x105 
cells 

inject cells into 
mammary fat pads 

7 wk  [43] 

mouse  SCID   F  4  KPL‐4   ‐  1x107 

cells 
inject cells into 
mammary fat pad 

3 wk  [56] 

rat  Sprague‐
Dawley  

F  8  ‐  DMBA  25 
mg/kg 

gastric intubation   3 mo +  
28 d 

[42] 

rat  Sprague‐
Dawley  

F  8  ‐  DMBA  25 mg  gastric intubation  3 mo +  
28 d 

[41] 

rat  Wistar/Furth  F, 
M 

8‐9  MT‐W9B  ‐  0.1 ml  inject tumor mince 
into mammary fat pad 

< 2 mo  [103] 

rat  Wistar/Furth  F, 
M 

8‐9  MT‐W9C  ‐  0.1 ml  inject tumor mince 
into mammary fat pad 

< 2 mo  [103] 

*rat  Wistar/Furth  F  8‐9  MT‐W9A   ‐  0.1 ml  inject tumor mince 
into mammary fat pad 

several 
months 

[103] 

* model only induced loss of body mass in some animals 

Conclusion	

While  the  ideal  treatment  for  cachexia  is  tumor excision,  a better understanding of  the mechanisms 

driving  BC  cachexia  is  important  to  establish  effective  treatments  for  those  patients whose  tumors 

cannot be completely excised. Current research suggests that in BC, cachexia related loss of body mass 

is due, at least partially, to systemic changes in carbohydrate, lipid, and fat metabolism. These changes 

in metabolism seem to be due to a combination of factors, including high tumor energy demand and the 

release of cytokines from the tumor and its microenvironment.  
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A number of treatments  (e.g., energy modulating vitamins, eicosapentaenoic acid, orally administered 

proteases, megestrol  acetate)  show  promise  in  reducing  the  severity  of  BC  cachexia.  However,  the 

limited  availability  of  data  from  BC  specific,  randomized  controlled  trials  prevents  researchers  and 

physicians from making well informed recommendations for the treatment of BC cachexia. In addition, it 

is still necessary to confirm that treatments for cachexia increase functional skeletal muscle mass rather 

than whole body mass. 

This  review  summarizes  the  limited  scientific  information available on BC  cachexia and highlights  the 

need  for  further  systemic  research  in  the  area. Of  particular  importance  is  the  identification  of  the 

mechanism(s)  driving  BC  cachexia  and  development  of  effective  therapies  for  the  prevention  and 

reversal of cachexia in patients with BC. Success in this area will improve the quality of life and survival 

of patients with advanced BC. 

In  the  next  chapter,  we  discuss  a  study  that  was  designed  to  determine  whether  the  DGC,  a 

transmembrane protein complex whose  structure  is altered  in BC and  in cachexia, plays a  role  in  the 

progression  of  BC  cachexia.  It was  our  hope  that  the  results  of  the  preliminary  study  described  in 

Chapter  3  of  this  dissertation would  enhance  our  understanding  of  BC  cachexia  and  identify  novel 

targets for the treatment of this devastating disease. 
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Chapter	3:	Preliminary	study:	Breast	cancer	growth	and	cachexia	in	

dystrophic	mice	

Abstract	

Alterations to the DGC, a transmembrane, multi‐subunit protein complex with structural and signaling 

roles, have been reported  in BC cells and  in cachectic and dystrophic skeletal muscle cells. Despite the 

similar alterations reported in these diseases, it is unclear whether alterations to the DGC in one tissue 

can impact the progression of disease in another. Purpose: The purpose of the studies described in this 

chapter was  to determine whether BC  and  cachexia  are  affected by  systemic  alteration  of  the DGC. 

Methods:  Murine  BC  cells  (E0771)  were  injected  into  mdx  and  BL/10  mice.  Tumor  growth  and 

indicators  of  cachexia  (e.g.,  body mass  and  skeletal muscle  function) were measured.  Results:  The 

presence of E0771 cells did not induce cachexia in either genotype. Tumors were less likely to form and 

grew  more  slowly  in  mdx  mice  than  in  age‐matched  BL/10  controls.  Conclusion:  The  dystrophic 

phenotype of the mdx mouse may be protective against BC. Further research is necessary to confirm this 

effect. 

Introduction	

Alterations  to  the DGC have been reported  in BC, cachexia, and muscular dystrophy. A 2005 study by 

Acharyya et al.  reported  that colon cancer‐related cachexia  is exacerbated  in mdx mice  [12], but  it  is 

unclear whether  this  is  also  the  case  in BC.  The purpose of our preliminary  study was  to determine 

whether systemic downregulation of  the DGC can affect BC cachexia and/or  the growth of mammary 

tumors. 
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To address this, we developed the following research questions: (1) Are dystrophin, utrophin, EGFR, 

and/or HER2/neu expressed  in E0771 cells/tumors? (2) What effect does the E0771 murine mammary 

adenocarcinoma cell line have on mammary gland and uterine mass? (3) Is BC cachexia exacerbated in 

mdx mice  (i.e.,  in  the absence of dystrophin and with systemic downregulation of components of  the 

DGC)?, and (4) Is E0771 tumor growth altered in mdx mice?  

Because high  levels of  inflammation present  in mdx mice  [19]  and  the  relationship between  chronic 

inflammation and cancer risk [20], we hypothesized that BC growth would be enhanced in mdx mice. In 

addition,  the  results  of  a  study  described  by  Acharyya  et  al.  [12]  led  us  to  hypothesize  that  the 

presence of BC in mdx mice would be associated with lower skeletal muscle function compared to either 

factor alone and that tumor growth would not be affected by genotype.  

Materials	and	methods	

Study	design	

Skeletal muscle function and tumor growth were compared among the following groups: 

1. MN6: C57BL/10ScSn‐Dmdmdx/J  (mdx) mice. The mdx mouse  strain was  selected  for  this  study 

because it carries a naturally occurring X‐linked [13, 14] point mutation resulting in a premature 

stop codon  [15] for the dystrophin gene which,  in turn, prevents expression of the dystrophin 

protein [16]. In the absence of dystrophin, protein expression of many other components of the 

DGC  is  drastically  reduced  [17,  18]. Use  of  this model  allowed  us  to  explore  the  effect  that 

systemic down‐regulation of the DGC may have on BC growth 

2. MY6: Tumor bearing mdx mice. E0771 cells were injected when mice were 9 wk old and tumors 

were allowed to grow for up to 6 wk. 
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3. 10N6: C57BL/10ScSn/J (BL/10) mice. This strain was selected because it is the parent strain for 

the mdx mouse. 

4. 10Y6: Tumor‐bearing BL/10 mice. As  in MY6, E0771 cells were  injected when mice were 9 wk 

old and tumors were allowed to grow for up to 6 wk. 

Reagents	

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), newborn calf serum (CS) penicillin/streptomycin (P/S), and 

Trypsin‐EDTA were purchased from Mediatech, Inc. (Herndon, VA). All other chemicals were purchased 

from Sigma‐Aldrich, Inc. (St. Louis, MO) or Thermo Fisher Scientific, Inc. (Suwanee, GA). 

Maintenance	of	E0771	murine	mammary	adenocarcinoma	cells	

E0771 cells (originated from a C57/BL6 mouse) were a generous gift from Enrico Mihich at the Roswell 

Park Cancer  Institute  (Buffalo, NY). This cell  line was selected for the studies described  in this chapter 

because  it  is an aggressive, murine breast cancer cell  line  that can produce  tumors  in BL/10 and mdx 

mice without the use of immune suppressive therapy (data not shown). E0771 cells were maintained in 

100 mm tissue culture‐treated plastic plates containing DMEM supplemented with 5% CS and 1 % P/S 

(100 U/ml). Plates were kept at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO2.  

Animal	husbandry	

BL/10 and mdx mice were obtained from Dr. Grange’s Breeding Colony at Virginia Tech (Blacksburg, VA) 

and allowed to mature to 9 wk of age. This age was selected because it is early in the “chronic phase of 

myopathy” previously described in mdx mice [104]. 

Body mass was measured weekly using a standard electronic scale (accuracy 0.1g). Equation 1 was used 

to determine tumor‐free body mass after euthanasia. 
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Equation 1 

	ݏݏܽ݉	ݕ݀݋ܾ	݁݁ݎ݂	ݎ݋݉ݑܶ ൌ ܽ݅ݏ݄ܽ݊ܽݐݑ݁	݁ݎ݋݂ܾ݁	ݏݏܽ݉	ݕ݀݋ܾ െ  ݏݎ݋݉ݑݐ	݀݁ݐݏ݁ݒݎ݄ܽ	݂݋	ݏݏܽ݉

Food  intake was monitored throughout the study. For each measurement, a known mass of food was 

placed in each cage. After 24 hours, the amount of food remaining in each cage was determined using a 

standard electronic scale (accuracy 0.1 g) and the difference was divided by the number of mice in the 

cage.  

Throughout the study, mice were group‐housed under a 12‐hr light/dark cycle with ad libitum access to 

water  and  standard  rodent  chow.  Genotype was  confirmed  by  a modified  [105] mdx‐amplification‐

resistant mutation  system  (ARMS)  assay  [106]. Mouse  health  and well‐being  and  the  environmental 

parameters of the facility were monitored daily by animal care staff. All procedures were approved by 

Virginia Tech’s Institutional Animal Care and Use Committee (Protocol: 06‐182‐HNFE). 

E0771	cell	injection	and	tumor	growth	

On  the  day  of  cell  injection  (i.e., when mice  reached  9 wk  of  age),  E0771  cells were  suspended  in 

Matrigel  (BD  Biosciences:  Bedford, MA)  (5000  cells/40μl  of Matrigel). Mice  in  tumor‐bearing  groups 

received 4 subcutaneous  injections, one  in each quadrant of  the back, of  the E0771 cell‐Matrigel mix. 

The use of 5,000 cells per  injection site was selected because previous work  in our  lab suggested that 

this number would be sufficient to produce tumors of a size and/or quality that necessitated euthanasia 

within approximately 24 d of cell injection (data not shown). 

Tumors were allowed to grow until tumor size and/or quality necessitated euthanasia (no longer than 6 

wk). Tumor  surface area  (TSA) was determined weekly using  the  formula  shown  in Equation 2  [107]. 

When the endpoint was reached, tumor‐bearing mice and their tumor‐free controls were anesthetized 

by i.p. injection of 0.2 ml of a 1:10 mixture of xylazine:ketamine (~2:20 mg/kg). When a surgical plane of 

anesthesia was reached, EDL muscles and blood were collected for further analysis (described below). 
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Following  exsanguination,  tumors, mammary  glands  and  uteri were  harvested  and  tissue mass was 

determined using an electronic analytical scale (accuracy 0.0001g).  

Equation 2 

ܽ݁ݎܽ	݂݁ܿܽݎݑݏ	ݎ݋݉ݑܶ ൌ ሺݎ݋݉ݑݐ	݄ݐ݈݃݊݁ ൊ 2ሻ ൈ ሺݎ݋݉ݑݐ	݄ݐ݀݅ݓ ൊ 2ሻ ൈ  ߨ

 

In	vitro	skeletal	muscle	function	

EDL muscles were surgically excised from anesthetized mice and secured via 4‐0 suture to a dual‐mode 

servomotor  (Aurora  Scientific:  Aurora,  Ontario)  as  previously  described  [108,  109].  Muscles  were 

allowed  to equilibrate  in an oxygenated  (95% O2‐5% CO2) physiological salt solution  [108] bath  for 10 

minutes prior to data collection.  

Following  the  equilibration  period,  baseline  function was  determined  by  subjecting  isolated  EDLs  to 

three  twitches  and  two  tetani,  each  separated  by  1 minute.  After  a  5 minute  rest, muscles  were 

subjected to force frequency, fatigue, and recovery protocols.  

During the force frequency protocol, isolated EDLs were stimulated for 800 ms at 1, 30, 50, 80, 100 and 

150 Hz. Each stimulation was separated by 1 minute. After a 5 minute rest, muscles were subjected to 

an additional twitch and tetanus (separated by 1 minute) and rested for an additional 5 minutes before 

beginning the fatigue protocol. 

During the fatigue protocol, EDLs were stimulated at 60 Hz for 1 second every 5 seconds for 5 minutes 

(total of 60 stimulations) then allowed to rest for 5 minutes. Force recovery after the completion of the 

fatigue protocol was determined by stimulating the muscle at 150 Hz for 800 ms every 5 minutes for 30 

minutes. 
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For all protocols, stress output  (g/mm2) was calculated as  the  force output  (g)  for a given stimulation 

normalized  to  the  estimated  cross  sectional  area  (mm2)  of  the muscle.  Cross  sectional  area  of  each 

muscle was determined by the Equation 3 [110]. 

Equation 3 

	ܽ݁ݎܽ	݈ܽ݊݋݅ݐܿ݁ݏ	ݏݏ݋ݎܿ	݈݁ܿݏݑܯ ൌ 	݃	݊݅	ݏݏܽ݉	݈݁ܿݏݑ݉ ൊ ሺ1.056
݃

݉݉ଷ 	ൈ  ሻ݉݉	݊݅	݄ݐ݈݃݊݁	݈݁ܿݏݑ݉

Plasma	collection	and	analysis	

Blood  was  collected  from  anesthetized  mice  via  cardiac  puncture.  Blood  was  placed  in  1.5  ml 

microcentrifuge tubes containing 10 µl of 0.1 M sodium citrate buffer and separated by centrifugation at 

500 RCF for 20 min at 4°C). The plasma portion was removed and stored at ‐80°C.  

Plasma creatine kinase activity was measured using a Creatine Kinase  (Two Part) Reagent Set  (Pointe 

Scientific, Inc.: Canton, MI) as directed by the manufacturer. 

Plasma was pooled from mice in each treatment group and cytokine levels were measured by Quansys’ 

Multiplex  Testing  Service  using  a  Q‐PlexTM Mouse  Cytokine/Chemokine  Array  (Quansys  Biosicences: 

Logan, UT). This array was selected because  it allows  for affordable quantification of a wide  range of 

cytokines/chemokines with a  small volume of plasma. A 2‐fold difference between  treatment groups 

was considered significant. 

Tumor	cytokine	analysis	

One randomly selected  tumor  from each mouse was  flash  frozen  in  liquid nitrogen  immediately post‐

harvest and stored at  ‐80°C. At a  later date, tumors were homogenized  in  ice‐cold RIPA buffer. Tumor 

homogenates were pooled from mice in each treatment group and cytokine levels were measured using 

the aforementioned Q‐PlexTM Mouse Cytokine/Chemokine Array. 
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Protein	analysis	

E0771  cells  and  randomly  selected  E0771  tumors  were  lysed  in  ice‐cold  RIPA  buffer.  Total  protein 

content was  determined  by  BCA  Protein  Assay  Kit  (Thermo  Fisher  Scientific,  Inc.:  Rockford,  IL).  The 

presence  of  dystrophin  and  utrophin  (a  dystrophin  homologue)  in  E0771  cells  was  determined  by 

western blot. The presence of epidermal growth factor receptor (EGFR) and HER2/neu in E0771 tumors 

was  also determined by western  blot  (primary  antibodies:  sc‐31157,  sc‐284,  respectively;  Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.: Santa Cruz, CA).  

Statistical	analyses	

Student’s  t‐tests were used  to determine differences  in protein  expression,  study  length,  and  tumor 

mass  between  genotypes.  2x2  ANOVAs  (genotype  x  tumor  presence)  were  used  to  determine 

differences in tissue mass, food intake, EDL morphology, final, initial and change in body mass, and EDL 

twitch  properties.  Mixed‐model  ANOVAs  with  repeated  measures  (group  x  time)  were  used  to 

determine differences in weekly body mass, contractile properties, and TSA among treatment groups. A 

two‐tailed Fisher’s Exact  test was used  to determine differences  in  the  tumor  formation  success  rate 

between  genotypes. ANOVAs were used  to determine differences  in  creatine  kinase  activity  and  the 

effect of plasma on cell growth. Where appropriate, Student’s t‐tests and/or Tukey’s HSD were used for 

post‐hoc analyses. Reported values are mean ± standard error. For all analyses, α = 0.05. 

Results		

Question	 1:	 Is	 dystrophin,	 utrophin,	 EGFR,	 and/or	 HER2/neu	 expressed	 in	 E0771	

cells/tumors?		

Neither dystrophin (not shown) nor utrophin (Figure 6) were detectable  in E0771 cells. Both EGFR and 

HER2/neu were present in E0771 tumors (Figure 7; not measured in E0771 cells).  
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Positive control  MDA‐MB‐231  MCF‐10A E0771 SCp2 
Mouse 
gastrocnemius 

Human  
BC cells 

Human mammary 
epithelial cells 

Murine 
BC cells 

Murine mammary 
epithelial cells 

Figure 6: Utrophin content 

Utrophin  expression  in  human  and  murine  mammary  epithelial  cell  and  human  and  murine  mammary 
adenocarcinoma  lysates.  Utrophin  was  expressed  in  human,  but  not  murine,  cell  lines.  Expression  was 
depressed in the human mammary adenocarcinoma cell line compared to the non‐tumorigenic control.  

 

 

Figure 7: EGFR content 

Tumor EGFR and Her2 content was not affected by genotype. (n=4‐7 tumors/group).  
Black solid: BL/10, Grey solid: mdx. 
 

Question	2:	What	effect	does	the	E0771	murine	mammary	adenocarcinoma	cell	line	have	on	

mammary	gland	and	uterine	mass?	

The  presence  of  E0771  tumors  did  not  affect mammary  gland mass  in  BL/10  or mdx mice,  but was 

associated with increased uterine mass independent of genotype (Table 5). 

Table 5: Tissues masses 

 10N6  10Y6 MN6 MY6 Effects 

Mammary gland (mg) 123.0±9.3  131.2±19.5 137.6±10.8 119.0±28.1 P=0.8567 

Uterus (mg) 97.8±15.3  45.9±4.6 97.6±12.7 72.0±2.3 Tumor, P=0.0052
(‐T > +T) 

Heart 
(mg) 

102.4±3.3  92.0±3.7 119.6±3.2† 129.1±7.3*† Interaction, P=0.0481

Soleus (2) 
(mg) 

13.2±0.4  14.2±0.8 24.0±0.8 23.5±1.7 Genotype, P<0.0001
(mdx > BL/10) 

* different from 10N6, † different from 10Y6. (n = 4-11 mice/group)
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Question	3:	Is	BC	cachexia	exacerbated	in	mdx	mice?	

E0771 cells did not induce cachexia in BL/10 or mdx mice. After 6 wk of E0771 tumor growth, there was 

no difference in food intake (Table 6), heart mass, soleus mass (Table 5), EDL mass (Table 7), or tumor‐

free body mass (Table 8 and Figure 8) between tumor‐free (i.e., 10N6 and MN6) and tumor‐bearing (i.e., 

10Y6 and MY6) mice. In addition, the twitch properties (Table 9), stress‐frequency profiles (Figure 9A), 

and fatigue profiles (Figure 9B) of EDL muscles were not affected by the presence of BC in either BL/10 

or mdx mice. During recovery from fatigue, EDL stress output was greater in MN6 compared to MY6 at 

15‐20 minutes  post‐fatigue,  but  this  difference was  lost  by  25 minutes  post‐fatigue  (Figure  9C).  The 

presence of BC had no effect on the force recovery of BL/10 EDLs after a fatiguing stimulus (Figure 9C). 

Table 6: Food intake 

 10N6  10Y6 MN6 MY6 Effects 

24 hr food intake 
(3 wk) (g) 

3.3±0.2  3.3±0.1 4.2±0.2 4.4±0.2 Genotype, P<0.0001
(mdx > BL/10) 

24 hr food intake 
(6 wk) (g) 

3.3±0.4  3.5±0.4 3.3±0.3 5.5±1.2 P=0.1782 

(n=3-10 mice/group) 

 

Table 7: EDL morphology 
 10N6  10Y6 MN6 MY6 Effects 

Length  
(mm) 

11.2±0.3  10.9±0.2 13.4±0.2 13.2±0.3 Genotype, P<0.0001 
(mdx > BL/10) 

Mass  
(mg) 

9.4±0.3  8.1±0.3 13.5±0.3 13.2±0.8 Genotype, P<0.0001 
(mdx > BL/10) 

Cross-sectional area  
(mm2) 

0.78±0.02  0.70±0.02 0.95±0.02*† 1.01±0.04*† Interaction, P=0.0059

* different from 10N6, † different from 10Y6. (n = 12-20 muscles)  
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Table 8: Body mass 

 10N6  10Y6 MN6 MY6 Effects 

Initial body mass 
(g) 

18.5±0.6  18.8±0.6 24.0±0.6 24.8±0.4 Genotype, P<0.0001
(mdx > BL10) 

Final body mass 
(g) 

20.7±0.5  21.9±0.6 27.9±0.5 31.2±0.9 Genotype, P<0.0001
(mdx > BL10) 
Tumor, P=0.0014 
(+T > ‐T) 

Final tumor-free body 
mass 
(g) 

20.7±0.5  19.7±0.6 27.9±0.5*† 30.3±1.0*† Interaction, P=0.0189

Change in TF body mass 
(g) 

+2.2±0.1  +1.0±0.4 +3.9±0.3† +5.6±0.9*† Interaction, P=0.0129

(Figure 8B) 
* different from 10N6, † different from 10Y6. (n=8-11 mice/group) 
 

A  B

Figure 8: Body mass 

(A) The body mass of mdx mice was greater than that of BL/10 mice at all time points. At the 6 wk time point, the 
body mass of MY6 was greater than that of MN6. Black solid: 10N6, Black striped: 10Y6, Grey solid: MN6, Grey 
striped: MY6. (n=2‐11 mice/group) (B) The presence of BC was associated with a greater body mass gain  in mdx 
mice. Change  in body mass was not affected by presence of BC  in BL/10 mice. Black solid: with BC, Grey solid: 
without tumor. (n=8‐11 mice/group). * different from 10N6, † different from 10Y6, § different from MN6. 

 

Table 9: EDL twitch properties 

 10N6  10Y6 MN6 MY6 Effects 

Time to peak tension 
(ms) 

13.3±0.5  12.9±0.5 12.4±0.4 12.2±0.5

Twitch force 
(g) 

5.0±0.2  4.3±0.5 4.2±0.1 4.6±0.2

Twitch stress 
(g/mm2) 

6.7±0.4  5.7±0.6 4.2±0.2 4.7±0.4 Genotype, P=0.0002
(BL/10 > mdx) 

Half-relaxation time 
(ms) 

15.9±1.1  13.8±1.3 12.8±0.8 11.9±1.3

* different from 10N6, † different from 10Y6. (n = 12-20 muscles)
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A 

B C

Figure 9: EDL contractile properties 

(A) EDL stress frequency curve. An interaction between treatment group and stimulation frequency was observed. 
At stimulation frequencies of 1‐100 Hz, MN6 and MY6 EDLs produced less stress than those from 10N6. There was 
no difference among groups at 150 Hz.* MN6 and MY6 different from 10N6, † MN6 different from 10Y6, § MY6 
different  from 10Y6. (B) EDL  fatigue profile. An  interaction between treatment group and time was observed. * 
MN6 and MY6 different from 10N6, † 10Y6 different from 10N6. (C) EDL recovery profile. An interaction between 
treatment group and time was observed. * MN6 and MY6 different from 10N6 and 10Y6, † MN6 and MY6 different 
from 10Y6 and MY6 different from 10N6, § MN6 different from 10N6 and MY6 different from 10N6 and 10Y6.  
(n=11‐18 muscles/group) Black solid: 10N6, Black striped: 10Y6, Grey solid: MN6, Grey striped: MY6. 
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Question	4:	Is	tumor	growth	altered	in	mdx	mice?	

Interestingly, mdx mice seem to be somewhat protected from BC. At most time points, fewer injection 

sites  on mdx mice  developed  tumors  than  those  on  BL/10 mice  (Figure  10A).  In  addition,  excessive 

tumor  burden  and/or  tumor  ulceration  necessitated  earlier  euthanasia  of  tumor‐bearing  BL/10 mice 

compared to tumor‐bearing mdx mice (Figure 10B).  

A  B

 

Figure 10: Tumor formation success rate and time to euthanasia 

(A) The development of tumors was  less frequent at  injection sites on mdx mice than at  injection sites on BL/10 
mice  at  most  time  points.  (n=8‐36  tumors/genotype).  (B)  Because  of  excessive  tumor  burden  and/or  tumor 
ulceration,  tumor  bearing  BL/10  mice  needed  to  be  euthanized  earlier  than  tumor  bearing  mdx  mice.  (n=8 
mice/genotype.  
Black: BL/10, Grey: mdx, * different from mdx. 

 

Tumor  size was also affected by genotype. TSA was  smaller  in mdx mice at most  time points  (Figure 

11A), but  this effect was  lost when  injection sites  that  failed  to  form  tumors were  removed  from  the 

calculations (Figure 11B). There was no difference in tumor mass per animal between genotypes (Figure 

11C),  but when  tumor mass was  corrected  for  body mass,  there was  a  trend  for  tumor mass  to  be 

smaller in mdx mice (Figure 11D). 
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A 

 

B

C  D

Figure 11: Tumor surface area and mass 

(A) An interaction between time and genotype on TSA was observed. Post‐hoc analyses suggest that TSA is greater 
in BL/10 mice compared to mdx mice at weeks 1, 2, 3 and 5. (n=8‐36 tumors/genotype). (B) When injection sites 
that  failed  to  form  tumors were  removed  from  calculation,  there was  no  difference  in  average  TSA  between 
genotypes. (n=7‐36 tumors/genotype). (C) After 6 weeks of tumor growth, there was no difference in tumor mass 
between BL/10 and mdx mice. (n=7‐9 mice/group). (D) When expressed as a per cent of body mass, there was a 
trend for tumor mass to be less in mdx compared to BL/10 mice. (n=7‐9 mice/group).  
Black solid: BL/10, Grey Solid: mdx * different from BL/10. 

 

At the molecular level, there was no difference in the amount of IFN‐γ, IL‐1β, IL‐5, IL‐6, IL‐12p70, IL‐17, 

TNF‐α, CCL2, or CCL5 in tumors from C57BL/6J mice (BL/6; syngenic with E0771 cell line) and mdx mice 

after 3 wk of tumor growth (Figure 12A) or in the amount of IFN‐γ, IL‐1β, IL‐6, CCL2, or CCL5 in tumors 

from BL/10 and mdx mice after 6 wk of  tumor growth  (Figure 12B). Content of  IFN‐γ,  IL‐6, CCL2, and 

CCL5 was greater in tumors collected from mdx mice after 3 wk of growth compared to those collected 

from mdx mice after 6 wk of growth (Figure 12C). 
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To test the hypothesis that circulating factors 

may be responsible for the blunting of tumor 

growth  observed  in  mdx  mice,  we  treated 

E0771  cells with plasma  collected  from mice 

in  each  treatment  group.  In  this  study,  we 

found  that  that  treatment  with  plasma 

pooled  from mdx mice  did  not  affect  E0771 

cell proliferation compared to plasma pooled 

from BL/10 mice (Figure 13). 

We then analyzed the plasma of all treatment 

groups for a number of factors  in an attempt 

to  identify differences  in the plasma of BL/10 

and mdx mice. As reported by others [13], at 

the  3‐wk  time  point,  creatine  kinase  activity 

was  greater  in  the  plasma  of  mdx  mice 

compared to that of BL/6 mice (BL/6 data for 

6‐wk  time  point  not  available).  Plasma 

creatine  kinase  activity was  not  affected  by 

the presence of E0771 tumors in BL/6 or mdx 

mice  (Figure  14).  Plasma  IL‐6  and  CCL2 

content  were  also  elevated  in  mdx  mice 

compared to BL/6 controls (Figure 15B; BL/10 

data  not  available).  The  presence  of  E0771 

A 

B 

C 

Figure 12: Cytokine profiles 

Ratios of select cytokines in pooled (n=5 mice/group) tumor 
homogenates.  (A)  There  was  no  difference  in  cytokine 
plasma  content  between MY3  and  6Y3.  (B)  There was  no 
difference  in  cytokine  plasma  content  between MY6  and 
10Y6.  (C)  Plasma  content  of  IFN‐γ,  IL‐6,  CCL2,  and  CCL5 
decreased  over  time  in  tumor‐bearing  mdx  mice.  Plasma 
content of IL‐1β did not change over time. * greater than 2‐
fold difference. 
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tumors was associated with elevated plasma IL‐6, IL‐12p70, and CCL2 in both BL/6 and mdx mice (Figure 

15A, C). Tumor presence was associated with decreased plasma  IL‐5 and  increased CCL5  in BL/6 mice 

only (Figure 15A).  

At the 6‐wk time point, IL‐6 content was greater in the plasma of mdx mice compared to that of BL/10 

mice (Figure 16B). The presence of tumors was associated with increased plasma IL‐6 and CCL2 content 

in both BL/10 and mdx mice (Figure 16A, C), and increased IFN‐γ and CCL5 in mdx mice only (Figure 16C).  

Figure 13: Effect of plasma on cell growth 

E0771 cells were treated with pooled plasma (1% in DMEM) from each 
treatment group. After 48 hrs of treatment, there was no difference in 
cell number among groups. (n=5 replicates; P=0.4337) 

 

Figure 14: Plasma creatine kinase activity 

At the 3 wk time point, plasma creatine kinase was greater in mdx mice 
than  in BL/6 mice. Plasma creatine kinase activity was not affected by 
the  presence  of  BC  in  any  genotype  or  at  any  time  point.  (n=0‐8 
mice/genotype)  
Striped: w/o BC, Solid: w/ BC, Grey: 3 wk Black: 6 wk 
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A  B

C  D 

Figure 15: Cytokine profiles 

Ratios of select cytokines  in pooled  (n=5 mice/group) plasma samples.  (A)  IL‐5 content was greater, and  IL‐6,  IL‐
12p70,  CCL2,  and  CCL5  content was  lower  in  6Y3  plasma  compared  to  6N3  plasma.  (B)  Plasma  IL‐6  and  CCL2 
content was greater in MN3 plasma compared to 6N3. (C) Plasma IL‐6, IL‐12p70, and CCL2 content was greater in 
MY3  compared  to MN3.  (D)  IL‐5 and  IL‐6  content was greater while CCL2 and CCL5  content was  lower  in MY3 
plasma compared to 6Y3 plasma. * greater than 2‐fold difference. 
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A  B 

C  D

Figure 16: Cytokine profiles 

Ratios of select cytokines in pooled (n=5 mice/group) plasma samples. (A) IL‐6 and CCL2 content was greater 10Y6 
plasma  compared  to 10N6 plasma.  (B) Plasma  IL‐6  content was greater  in MN6 plasma  compared  to 10N6.  (C) 
Plasma IFN‐γ, IL‐6, CCL2, and CCL5 content was greater in MY6 compared to MN6. (D) IFN‐γ and IL‐6 content was 
greater in MY6 plasma compared to 10Y6 plasma. * greater than 2‐fold difference. 

Discussion	

We hypothesized that BC growth and cachexia would be enhanced with systemic alteration of the DGC 

(i.e., in mdx mice). To determine whether BC growth is affected by alteration of the DGC, we compared 

the growth of E0771 murine mammary tumors  in mdx and BL/10 control mice. To determine whether 

cachexia is affected by alteration of the DGC, we compared the body mass and skeletal muscle function 

of tumor‐bearing mdx and BL/10 mice. 
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In  this study, we  found  that  the presence of  the E0771 murine mammary  tumor has no  lasting effect 

markers of cachexia (e.g., body mass, skeletal muscle function). Therefore, we were unable to confirm 

our hypothesis that the dystrophic phenotype of the mdx mouse exacerbates cachexia.  

In contrast to our second hypothesis, we found that the phenotype of the mdx mouse may prevent the 

establishment  and  growth of BC. However,  large within‐group  variation prevented us  from making  a 

definitive conclusion on whether there were differences between groups. This variation could be due to 

several factors,  including genetic differences between the E0771 cell  line and the BL/10 and mdx host 

mice and the length of the research period. With respect to the latter factor, BC cells were injected into 

mice between 9/7/2007 and 3/3/2009 ‐ this occurred for several reasons, including, but not limited to: 

1. limited availability of mice of all genotypes at any given  time  (rather  than purchasing a  large 

group of mice at once, mice were used as they were produced by the breeding colony). 

2. difficulty in breeding the BL/10 mouse strain (the vendor considers this strain of mice to be fair 

breeders [111]). 

3. an error in cage labeling that resulted in breeder pairs of mdx‐α7Β1 integrin heterozygotes and 

their  offspring  to  be  labeled  and  used  as  the  BL/10  strain  for  a  period  of  approximately  8 

months. 

Whether the phenotype of the mdx mouse is protective against BC will be explored further in Chapter 5 

of this dissertation.  In the next chapter (i.e., Chapter 4), we will further our understanding of the mdx  

mouse by comparing the body composition, energy expenditure, and plasma cytokine profile of 5‐ to 13‐ 

wk‐old mdx mice to that of age‐matched BL/10 control mice.  
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Chapter	4:	Comparison	of	body	composition,	energy	expenditure,	and	

plasma	cytokine	content	between	mdx	and	BL/10	mice	

Abstract	

DMD is a severe progressive muscle wasting disease that occurs in 1‐3 out of every 10,000 male births. 

The mdx mouse is the most commonly used model of this disease. However, the phenotype of the mdx 

mouse  is not  as  severe  as  that of patients with DMD  and  thus  the usefulness of  this model may be 

limited in some applications. Purpose: The purpose of this study was to compare the body composition, 

energy expenditure, and cytokine profile of two cohorts (age 5 to 9 wk and 6 to 13 wk) of mdx mice to 

age‐matched  control mice.  Results:  In  contrast  to  the  decreased muscle mass  typically  reported  in 

patients with DMD, mdx mice  in  this  study  had  a  greater %  lean mass  and  a  lower %  fat mass.  In 

addition, total energy expenditure  (TEE) was not different between mdx mice and control mice at the 

ages  tested.  Differences  in  plasma  cytokine  content  were  observed  in  mdx  mice  in  both  cohorts. 

Conclusion: Our findings provide support for the theory that the  immune system plays a  large role  in 

the progression of DMD and suggest that careful consideration of the objective of a study  is necessary 

when determining the appropriateness of the mdx mouse as a model of DMD.  

Introduction	

DMD is an X‐linked progressive muscle wasting disease that occurs in 1‐3 out of every 10,000 male births 

[112‐114]. Patients with DMD typically develop skeletal muscle weakness and are diagnosed at 2‐7 years 

of age [115‐118], are wheelchair bound at 7‐13 years of age [115‐119], and experience cardiac and/or 

respiratory  complications  [115, 116, 118‐120]  leading  to death by 17‐30 years of age  [115, 117, 118, 

121]. While available treatments  (e.g., corticosteroids) do prolong the  life of patients with DMD, none 

are able to prevent or reverse the progression of this disease [122].  
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DMD  is caused by  inherited or spontaneous genetic mutations to the Xp21.2  locus [123], which codes 

for dystrophin, a cytoskeletal protein that connects γ‐actin to the DGC  in the sarcolemma [122]. These 

mutations prevent  the expression of dystrophin  [16],  resulting  in  increased  sarcolemmal permeability 

[118, 122], immune cell infiltration [118], and repeated cycles of muscle degeneration and regeneration 

[118]. These changes are accompanied by whole body alterations in body composition (e.g., increased % 

fat mass and decreased % lean mass) [124, 125]. Treatment of DMD is typically aimed at preventing or 

reversing  the  loss of skeletal muscle mass; however, there  is  little  information available regarding the 

body  composition   of  the mdx mouse  [126], a model of DMD  frequently used when developing new 

treatments.  

Adequate nutritional management  is  important for maintaining the health of patients with DMD. Two 

factors  that  should  be  considered  when making  dietary  recommendations  are  TEE  and  respiratory 

exchange ratio  (RER). TEE can be used  to determine caloric need and  is the sum of  four components: 

basal  metabolic  rate,  the  thermic  effect  of  food,  non‐exercise  thermogenesis,  and  exercise 

thermogenesis [127]. RER is defined as the ratio of volume of carbon dioxide produced to the volume of 

oxygen consumed and can be used to determine substrate utilization [128]. Knowledge of these values 

specific  to  patients with  DMD  can  be  used  by  dietitians  to make  appropriate  recommendations  for 

calorie, carbohydrate, and fat intake. These factors are poorly understood in patients with DMD. [125]  

The  immune  system  plays  a  prominent  role  in  the  initiation  and  progression  of  the  dystrophic 

phenotype  both  in  patients  with  DMD  and  in  the  mdx  mouse  model  of  muscular  dystrophy.  The 

infiltration of  immune cells  (e.g., macrophages, eosinophils) occurs prior to disease onset [13, 19] and 

continues  throughout  the  course  of  the  disease  [13,  19].  Cytokines  are  small  proteins  that  act  as 

intracellular mediators of immunity by affecting the activation and chemotaxis of immune cells [129]. A 

number of cytokine elevations have been reported in skeletal muscles of patients with DMD and in mdx 
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mice  (see  Evans  et  al.,  2009  for  an  extensive  review)  [19]  but  information  regarding  the  content  of 

cytokines in the systemic circulation (e.g., plasma) is limited. A pilot study performed in our lab (Chapter 

3), revealed plasma cytokine differences between 12‐ to 15‐wk‐old mdx mice and age‐matched controls 

(i.e.,  during  the  chronic  phase  of  the  dystrophic  phenotype). Whether  these  differences  are  present 

during  the  acute  phase  of  the  dystrophic  phenotype  remains  unclear  and  is  the  basis  for  the  study 

described in this chapter. 

Enhanced knowledge of the circulating cytokine profile  in patients with DMD and an understanding of 

how this profile reflects skeletal muscle damage could allow researchers and physicians to establish non‐

invasive markers of skeletal muscle damage and  immune cell  infiltration. These markers could,  in turn, 

be used to determine the effectiveness of pharmaceuticals, dietary compounds, and physical therapies 

as treatments for DMD. 

In this chapter we will address these deficiencies in the current understanding of the mdx mouse model 

of DMD. We will  report  alterations  in body  composition  and  energy  expenditure,  as well  as  identify 

shifts  in  the  plasma  cytokine  profile  of mdx mice  during  the  acute  and  chronic  phases  of muscular 

dystrophy. Based on a review of the literature and the results of our preliminary study, we hypothesize 

that there will be phenotypic differences between mdx mice and age‐matched BL/10 control mice and 

that these differences will vary with age (i.e., the severity of the dystrophic phenotype). In addition, we 

hypothesize  that pattern of  these differences will be similar  to, but not as severe as  those observed 

between patients with DMD and unaffected controls. 
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Methods	

Animal	husbandry	

Four‐wk‐old  female  C57BL/10ScSn‐Dmdmdx/J  mice  (mdx;  Stock  number:  001801;  homozygous  for 

Dmdmdx)  and C57BL/10ScSn/J  control mice  (BL/10;  Stock number: 000476) were purchased  from  The 

Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). Female mdx mice were used in this study to allow the authors to 

use one set of mice to address the hypothesis described in this chapter, as well as those described in the 

next (i.e., to reduce the number of mice used for this dissertation). Female mdx mice are homozygous 

for the mdx mutation of gene for dystrophin [130] and exhibit a similar pathology to male mdx mice [13, 

131]. Due to  limited availability, mice were purchased  in two sets (i.e., SET5‐9 and SET6‐13; Table 10). To 

avoid  the  effect  of  variation  between  sets,  the  data  for  each  set  were  analyzed  separately  unless 

otherwise indicated. 

Upon receipt, mice were allowed to acclimate to our facility 

for 1 to 2 wk. Experimental procedures were performed on 

SET5‐9 when mice were between 5 and 9 wk old (Figure 17). 

This  age  range  was  selected  because  it  falls  within  the 

“acute  phase  of  myopathy”  previously  described  in  mdx 

mice [104]. Experimental procedures were performed on SET6‐13 when mice were between 6 and 13 wk 

old. This age range was selected because it allowed for comparison between sets while extending in to 

the “chronic phase of myopathy” previously described in mdx mice [104]. 

 Throughout the study, mice were pair‐housed under a 12‐hr  light/dark cycle with ad  libitum access to 

water and standard rodent chow. Genotype was confirmed by a modified [105] mdx‐ARMS assay [106]. 

Mouse health and well‐being and the environmental parameters [i.e., temperature (accuracy 1°C) and 

Table 10: Treatment groups 

      Mouse age 
(wk) 

Group  n  Genotype  Initial  End

SET5‐9 
  CON5‐9  9  BL/10  5  9 
  MDX5‐9  10  mdx  5  9 
SET6‐13 
  CON6‐13  7  BL/10  6  13
  MDX6‐13  7  mdx  6  13
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relative humidity (accuracy 1%)] of the facility were monitored daily by animal care staff. All procedures 

were approved by Virginia Tech’s Institutional Animal Care and Use Committee (Protocol: 07‐142‐HNFE). 

Food	intake		

Food intake was measured at 6, 7, and 8 wk of age for mice in SET5‐9 and at 11 and 13 wk of age for mice 

in SET6‐13. For each measurement, a known mass of food was placed  in each cage. After 24 hours, the 

mass of the food remaining in each cage was determined using a standard electronic scale (accuracy 0.1 

g) and the difference was divided by the number of mice in the cage.  

Morphological	characteristics	

Body  mass  and  composition  were 

measured weekly beginning at 5 wk 

of age for mice in SET5‐9 and at 6 wk 

of  age  for  mice  in  SET6‐13.  Body 

mass  was  measured  using  a 

standard  electronic  scale  (accuracy 

0.1g).  Body  composition  (i.e.,  fat 

mass,  lean  mass,  and  fluid  mass) 

was measured using a Minispec LF‐

90 TD‐NMF (Bruker Optics: Billerica, 

MA)  as  recommended  by  the 

manufacturer.  

  	

 
Figure 17: Timeline 

dpt: days post tumor injection

SET5‐9

(CON5‐9 & MDX5‐9)

4 wks: mice recieved from 
vendor and allowed to 
acclimate to facility.

5 wks: Body mass and body 
composition measured.

6‐8 wks: Body mass, body 
composition, and food intake 
measured weekly.

9 wks: Body mass, body 
composition, indirect 
calorimetry, and cage activity 
measured. Mice euthanized.

SET6‐13

(CON6‐13 & MDX6‐13)

4 wks: mice recieved from 
vendor and allowed to 
acclimate to facility.

6‐10 wks: Body mass and 
body composition measured 
weekly. 

11 wks: Body mass, body 
composition, food intake, 
indirect calorimetry, and cage 
activity measured.

12 wks: Body mass and body 
composition measured.

13 wks: Body mass, body 
composition, food intake 
measured. Mice euthanized.
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Indirect	calorimetry	and	cage	activity	

Ventilated gas exchange (i.e., O2 and CO2) and spontaneous cage activity were determined in 5 randomly 

selected mice  per  treatment  group. O2  consumption  and  CO2  production were measured  on  single‐

housed mice by open circuit calorimetry and used to determine RER (Equation 4) and TEE (Equation 5). 

An infrared light‐beam frame was used to determine spontaneous cage activity in the horizontal (i.e., X 

and  Y)  and  vertical  (i.e.,  Z)  directions.  Activity  was  determined  by  counting  the  number  of  novel 

interruptions of infrared light beams (i.e., beam breaks) [132]. Measurements were made at 9 wk of age 

in SET5‐9 and at 11 wk of age in SET6‐13 by the Virginia Tech Integrated Life Sciences Building Phenotyping 

Core (Blacksburg, VA) using a PhenoMaster/LabMaster System (TSE Systems: Chesterfield, MO). 

Equation 4 

ܴܧܴ ൌ ݀݁ܿݑ݀݋ݎ݌	ଶܱܥ	݂݋	݁݉ݑ݈݋ݒ ൊ  ݀݁݉ݑݏ݊݋ܿ	ଶܱ	݂݋	݁݉ݑ݈݋ݒ

Equation 5 

ܧܧܶ ൌ 	൬ቀ݁݉ݑ݈݋ݒ	݂݋	ܱଶ	ܿ݀݁݉ݑݏ݊݋ ൈ ൫3.815 ൅ ሺ1.232 ൈ ሻ൯ቁܴܧܴ ൈ 4.1868൰ ൊ  ݏݏܽ݉	ݕ݀݋ܾ	݈݊ܽ݁

Tissue	collection	

At 9 wk of age, mice  in SET5‐9 were anesthetized by  inhaled  isoflurane and exsanguinated  via  cardiac 

puncture. Blood was  collected and placed  in 1.5 ml microcentrifuge  tubes  containing 10 µl of 0.1 M 

sodium citrate buffer and separated by centrifugation at 500 RCF for 20 min at 4°C. The plasma portion 

was removed and stored at ‐80°C.  

At  13  wk  of  age, mice  in  SET6‐13  were  anesthetized  by  inhaled  CO2  and  exsanguinated  via  cardiac 

puncture. Blood was collected and processed as described above.  
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Immune	profile	

Cytokine  levels  were measured  in  plasma  pooled  from mice  in  each  treatment  group  by  Quansys’ 

Multiplex Testing Service using a Q‐PlexTM Mouse Cytokine/Chemokine Array  (21‐plex). This array was 

selected because  it provides highly  sensitive quantification  (i.e., pg/ml) of 21  cytokines  from  a  small 

volume of plasma (i.e., 30 µl). A 2‐fold difference between treatment groups was considered significant. 

Statistical	analyses	

Student’s  t‐tests  were  used  to  determine  differences  between  sets  (i.e.,  SET5‐9  and  SET6‐13)  for 

temperature  and RH. Mixed‐model ANOVAs with  repeated measures  (genotype  x  age) were used  to 

determine differences in food intake, body mass, and body composition between CON5‐9 and MDX5‐9 and 

between CON6‐13 and MDX6‐13. A 2x2 ANOVA (genotype x set) was used to determine differences in ADG 

(average daily mass gain). 2x2 ANOVAs (genotype x phase) were also used to determine differences  in 

TEE,  RER,  and  cage  activity. Where  appropriate,  Student’s  t‐tests  and/or  Tukey’s HSD were  used  for 

post‐hoc analyses. Reported values are mean ± standard error. For all analyses, α = 0.05.	

Results	

Environmental	parameters	

There were  no  differences  in  the morning,  afternoon,  and 

daily  average  temperatures  during  the  period  in which  the 

mice  in  SET5‐9 and SET6‐13 were housed  in our  facility  (Table 

11).  The morning,  afternoon,  and  daily  average  RH  values 

during the period in which the mice in SET6‐13 were housed in 

our facility were lower compared to the period during which the mice in SET5‐9 were housed (P<0.0001 

for all measurements; Table 11). 

Table 11: Environmental parameters 

  SET5‐9  SET6‐13 
Temperature (°C) 
AM  21±0  21±0 
PM  21±0  21±0 
 AVG  21±0  21±0 
Range  21‐22  19‐21 
Relative Humidity (%) 
AM   42±1  30±0 
PM   43±1  30±1 
AVG   42±1  30±0 
Range   34‐51  23‐41 
Acceptable temperature range  is 18‐26°C. 
Acceptable RH range is 30‐70%.Values are 
mean±SEM. 



 

55 

 

Food	intake	

The 24‐hr food intake of SET5‐9 was not affected by genotype (P=0.8995; not shown), age (P=0.0635), or 

an  interaction  of  the  two  (P=0.8589).  In  SET6‐13,  24‐hr  food  intake was  affected  by  an  interaction  of 

genotype  and  age  (P=0.0003).  Post‐hoc  analyses  revealed  that  the  24‐hr  food  intake of MDX6‐13 was 

greater  than  that  of  CON6‐13  at  13  (5.18±0.26  g  v.  3.93±0.03  g;  P=0.0171),  but  not  11  wk  of  age 

(P=0.1393). 

Morphological	characteristics	

A  B

C 

 
 

Figure 18: Body mass 

(A) The body mass of MDX5‐9 was greater than CON5‐9 at 9 wk of age. (B) The body mass of MDX6‐13 was greater 
than CON6‐13 at 7 to 13 wk of age. (C) The ADG from 6 to 9 wk of age was greater in mdx mice than in BL/10 mice. 
Black solid: CON, gray solid: MDX, *genotype difference (P<0.05). 

 

An interaction effect (genotype x age) on body mass was observed in SET5‐9 (P=0.0044; Figure 18A) and 

SET6‐13  (P=0.0025; Figure 18B). Post‐hoc analyses revealed that  in SET5‐9, the body mass of MDX5‐9 was 

greater than that of CON5‐9 at 9 wk only (P=0.0295; Figure 18A). Post‐hoc analyses revealed that in SET6‐
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13, the body mass of MDX6‐13 was greater than that of CON6‐13 when mice were between 7 and 13 wk old 

(P<0.05; Figure 18B). 

The ADG from 6 to 9 wk of age was greater in mdx mice than in BL/10 mice (P=0.0010), independent of 

SET. ADG was not affected by SET (P=0.9734) or an interaction of genotype and SET (P=0.2701).  

A genotype effect  in which  the %  lean mass of MDX5‐9 was greater  than  that of CON5‐9 was observed 

(P=0.0021; Figure 19A). An interaction of genotype and age on % lean body mass was observed in SET6‐13 

(P=0.0072; Figure 19B). Post‐hoc analyses revealed that % lean mass of MDX6‐13 was greater than that of 

CON6‐13 when mice were 6 to 10 and 12 to 13 wk old (P<0.05; Figure 19B). 

A genotype effect in which the % fat mass of MDX5‐9 was less than that of CON5‐9 was observed for SET5‐9 

(P=0.0160; Figure 19C). An age effect was also observed (P=0.0241)  in SET5‐9, but post‐hoc analysis did 

not reveal any differences. An interaction effect (genotype x age) on % fat mass was observed in SET6‐13 

(P=0.0498). Post‐hoc analyses revealed that % fat mass was  less  in MDX6‐13 compared to CON6‐13 at all 

time points (P<0.05; Figure 19D).  

A  genotype  effect  in which  the %  fluid mass of mdx mice was  greater  than  that of BL/10 mice was 

observed for SET5‐9 (P<0.0001; Figure 19E) and SET6‐13 (P<0.0001; Figure 19F). 
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A  B

C  D

E  F

 

Figure 19: Body composition 

(A) A genotype effect (mdx>BL/10) on % lean mass was observed for SET5‐9. (B) % lean mass was greater in MDX6‐13 
than in CON6‐13 at 6, 7, 8, 9, 10, 12, and 13 wk, but not at 11 wk. (C) Genotype (mdx<BL/10) and age effects on % 
fat mass were observed in SET5‐9. (D) % fat mass was lower in MDX6‐13 than in CON6‐13 at all time points. (E) A 
genotype effect (mdx>BL/10) on % fluid mass was observed for SET5‐9. (F) A genotype effect (mdx>BL/10) on % 
fluid mass was observed for SET6‐13.  
Black solid line: BL/10, gray solid line: mdx, *genotype difference (P<0.05). 
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Indirect	calorimetry	

Independent of genotype, TEE and RER were greater during the dark phase than during the light phase 

at 9 (P<0.0001; not shown) and 11 wk of age (P<0.0001 and P=0012, respectively). TEE and RER were not 

affected by genotype or by an interaction of genotype and phase in either SET (P>0.05). 

Horizontal	cage	activity	

In 9‐wk‐old mice, cage activity in the horizontal plane was greater during the dark phase than during the 

light phase (P=0.0048; Figure 20A). Horizontal cage activity  in this set was not affected by genotype or 

by an  interaction of genotype and phase  (P>0.05). The horizontal cage activity of 11‐wk‐old mice was 

not affected by genotype, phase, or an interaction of the two (P>0.05). 

A 
 

B 

 

Figure 20: Horizontal cage activity 

(A) As expected, cage activity in the horizontal plane was greater during the dark phase than during the light phase 
in 9‐wk‐old mice (P=0.0048). (B) An interaction effect (genotype x phase) on horizontal cage activity was observed 
in 11‐wk‐old mice (P=0.0426), but post‐hoc analyses did not reveal differences among groups. 
Black solid: CON, Black striped: MDX, † phase effect

 

Vertical	cage	activity	

In 9‐wk‐old mice, cage activity  in  the vertical plane  (Figure 21A) was affected by genotype  (P=0.0310) 

and phase (P=0.0002), but there was no  interaction (P=0.1790). Vertical cage activity was decreased  in 

9‐wk‐old mdx mice relative to age‐matched BL/10 mice and increased during the dark phase relative to 
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the light phase. An interaction of genotype and phase was observed on cage activity in the vertical plane 

in 11‐wk‐old mice (P<0.0001; Figure 21B). Post hoc analyses revealed that vertical cage activity of 11‐wk‐

old mdx mice was greater than that of 11‐wk‐old BL/10 mice during both the light phase (P=0.0451) and 

the dark phase (P=0.0451). 

A  B 

Figure 21: Vertical cage activity 

(A) Independent of phase, cage activity in the vertical plane was lower in 9‐wk‐old mdx mice than in BL/10 mice. (B) 
An interaction effect (genotype x phase) on vertical cage activity was observed in 11‐wk‐old mice. Post hoc 
analyses revealed that cage activity in the vertical plane was greater in mdx mice during both phases 
Black solid: CON, Black striped: MDX, *mdx different from age‐matched controls, † phase effect (P<0.05).

Immune	profile	

GM‐CSF: Plasma GM‐CSF was at least 4.0‐fold lower in 9‐wk‐old mdx mice than in 9‐wk‐old BL/10 mice 

(Table 12). Plasma GM‐CSF was below the detection limit for 13‐wk‐old mice of both genotypes. Plasma 

GM‐CSF was at  least 4.0‐fold  lower  in 13‐wk‐old BL/10 mice relative  to 9‐wk‐old BL/10 mice, but was 

below the detection limit for mdx mice of both ages. 

IL‐6: Plasma IL‐6 content was at least 3.8‐fold greater in 9‐wk‐old mdx mice and at least 5.5‐fold greater 

in 13‐wk‐old mdx mice than  in age‐matched controls (Table 12). Plasma content of IL‐6 was below the 

detection  limit for BL/10 mice at both time points. There was no difference  in plasma  IL‐6 between 9‐

wk‐old and 13‐wk‐old mdx mice.  
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IL‐12p70:  Plasma  IL‐12p70 was  at  least  5.8‐fold  lower  in  9‐wk‐old mdx mice  than  in  age‐matched 

controls (Table 12), but was below the detection  limit for 9‐wk‐old mice of both genotypes. Plasma IL‐

12p70 was at  least 5.8‐fold  lower  in 13‐wk‐old BL/10 mice than  in their younger counterparts and was 

below the detection limit in mdx mice of both ages. 

CXCL1: Plasma CXCL1 was 4.9‐fold greater  in 9‐wk‐

old mdx mice and 3.7‐fold greater  in 13‐wk‐old mdx 

mice  than  in  age‐matched  controls  (Table  12). Age 

had  no  effect  on  plasma  CXCL1  content  in  either 

genotype. 

CCL1:  Genotype  did  not  affect  the  plasma  CCL1 

content of 9‐ or 13‐wk‐old mice (Table 12). However, 

plasma CCL1 content was 2.8‐fold greater  in 13‐wk‐

old  BL/10  mice  and  3.0‐fold  greater  in  13‐wk‐old 

mdx mice than in their younger counterparts.  

CCL2: Plasma CCL2 was 2.8‐fold greater  in 9‐wk‐old 

mdx  mice  and  2.5‐fold  greater  in  13‐wk‐old  mdx 

mice  than  in  age‐matched  BL/10  mice  (Table  12). 

Age had no effect on plasma CCL2 content  in either 

genotype. 

CCL17: Genotype had no effect on plasma CCL17 at either age (Table 12). While age did not affect the 

plasma CCL17 content of BL/10 mice, plasma CCL17 was 2.4‐fold greater in 13‐wk‐old mice compared to 

their younger counterparts. 

Table 12: Plasma cytokine/chemokine concentrations 

9‐wk‐old 13‐wk‐old

BL/10
(n=9) 

mdx  
(n=9) 

BL/10 
(n=7) 

mdx
(n=6) 

Plasma analyte concentration
(pg/ml) 

Cytokines: Colony stimulating factor family

GM‐CSF 6.1 < 1.5  < 1.5  < 1.5

Cytokines: Interferon family 

IFNγ < 0.1 < 0.1  < 0.1  < 0.1

Cytokines: Interleukin family 

IL‐1α 4.8 4.7 3.2  5.4

IL‐1β < 8.8 < 8.8  < 8.8  < 8.8

IL‐2 < 0.9 < 0.9  < 0.9  < 0.9

IL‐3 < 1.0 < 1.0  < 1.0  < 1.0

IL‐4 < 2.2 < 2.2  < 2.2  < 2.2

IL‐5 6.2 5.8 4.1  4.6

IL‐6 < 2.0 7.6 < 2.0  11.1

IL‐10 < 0.5 < 0.5  < 0.5  < 0.5

IL‐12p70 22.5 < 3.9  < 3.9  < 3.9

IL‐17 < 0.0 < 0.0  < 0.0  < 0.0

Cytokines: TNF family

TNFα < 0.7 < 0.7  < 0.7  < 0.7

Chemokines: CXCL family 

CXCL1 35.4 171.7  54.9  202.1

Chemokines: CCL family

CCL1 16.9 16.6  47.3  49.4

CCL2 21.4 59.4  40.0  100.5

CCL3 < 2.5 < 2.5  < 2.5  < 2.5

CCL5 19.1 14.8  16.0  21.8

CCL11 2736.5 3103.1  4084.6  4518.7

CCL17 281.4 261.1  443.3  621.4

CCL22 163.8 255.6  136.2  220.4
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Additional  cytokines:  Plasma  content  of  IL‐1α,  IL‐5,  CCL5,  CCL11,  and  CCL22 was  not  affected  by 

genotype or age (Table 12). Plasma content of IL‐1β, IL‐2, IL‐3, IL‐4, IL‐10, IL‐17, IFN‐γ, TNF‐α, and CCL3  

was below the detection limit for all groups (Table 12).  

Discussion	

DMD  is  the most  common  [133,  134]  and most  severe  form  of muscular  dystrophy.  Those  affected 

typically experience progressive skeletal muscle weakness [115‐118] leading to death by 30 years of age 

[115, 117, 118, 121]. DMD is caused by mutation of the dystrophin gene that prevents expression of the 

dystrophin protein [123]. 

Similar  to DMD,  the mdx mouse carries a naturally occurring X‐linked  [13, 14] mutation  that prevents 

expression of  the dystrophin protein  [16]. While  this mouse  is widely accepted as a genetic model of 

DMD  [135,  136]  and  remains  the most  commonly  used model  of  this  disease  [118,  135,  137],  the 

phenotype of  the mdx mouse  is not as  severe as  that of patients with DMD  [118, 135].  In  the  study 

described  in  this chapter, we  identified differences  in  the body composition, energy expenditure, and 

plasma cytokine profile of mdx mice. We hypothesized that the body composition, energy expenditure, 

and plasma cytokine profile of mdx mice would be different from that of age‐matched BL/10 controls. 

These differences and their implications will be discussed below.  

Body	composition	

DMD  is characterized by a progressive  loss of  skeletal muscle with a concomitant  increase of  fat and 

fibrous  tissue within  the muscle  [138‐140].  Treatment  of  DMD  is  typically  aimed  at maintaining  or 

increasing muscle mass in affected patients.  

The mdx mouse is frequently used when developing pharmaceutical and dietary interventions that could 

be used for patients with DMD. Despite the fact that the end‐goal of many of these interventions is the 
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maintenance of lean body mass, there  is little information available regarding body composition of the 

mdx  mouse  [126].  We  attempted  to  address  this  issue  by  measuring  the  body  mass  and  body 

composition of  female 5‐  to 13‐wk‐old mdx  and BL/10 mice. This  age  range was  selected because  it 

encompasses ages at which cycles of degeneration and regeneration are the most severe  in mdx mice 

[118].  

Similar to previous findings  in both male and female mdx mice [126, 141‐143] and  in young boys with 

DMD  (<13  yr)  [125, 144, 145], we  report  that  the body mass of  female 7‐  to 13‐wk‐old mdx mice  is 

greater and  increases more rapidly  (i.e., greater ADG) than that of age‐matched controls (e.g., BL/10). 

With respect to body composition, patients with DMD typically have lower lean mass [124, 125], higher 

fat mass [124, 125], and  lower body water [146, 147].  In contrast, our findings suggest that  increased 

body mass observed  in mdx mice  is due  to  an  increase  in  lean mass  and  fluid mass. Mdx mice  also 

appear to have a lower fat mass than age‐matched controls. These findings are in conflict with those of 

Rothwell and Stock [126], who reported an elevation  in the % fat mass of female mdx mice. However, 

the mice used in the Rothwell study were considerably older (4 to 5 mo old) than the mice used in our 

study, and the genotype of the control mice was unclear. The results of our study do agree with recent 

reports that male and female mdx mice have a lower abdominal fat to body mass ratio [139, 148] and a 

greater  hind  limb muscle mass  [141,  143,  149]. With  respect  to  alterations  in  total  body water,  the 

higher %  fluid mass observed here  conflicts with  the previous  reports of  lower whole body water  in 

patients with DMD [146, 147], but does correspond to the greater  intramuscular albumin  in male and 

female mdx mice reported by Dupont‐Versteegden [150] and the higher intramuscular water content of 

patients with DMD reported by Marden [140].  

With one exception [126], the results of the body composition analysis performed in this study seem to 

correspond to previous reports of body composition differences between mdx and BL/10 control mice. 
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However,  the pattern of body  composition alterations observed  in  in  the mdx mouse model of DMD 

appear to be in conflict with what is typically reported in patients with DMD, suggesting that use of mdx 

mice  (male or  female) may not be appropriate  for  researching  the effects of  treatments on  the body 

composition of DMD patients.	

Energy	expenditure	

Adequate nutritional support is important for maintaining the health and quality of life of patients with 

DMD.  TEE  and  RER  should  be  taken  into  account when  determining  the  dietary  requirements  of  a 

patient with DMD.  The  TEE  –  and  resulting dietary need of  a patient  is determined by  a number of 

factors,  including: basal/resting metabolic  rate and activity  level. Previous  literature suggests  that  the 

TEE of male and  female mdx mice  is suppressed at 4 to 6 wk of age  [131] but  is similar  to the TEE of 

BL/10 mice at 6  to 12 months of age  [131, 151]. The  results of  the  study  reported here  suggest  the 

return  of  TEE  to  BL/10  levels  may  occur  at  as  early  as  9  wk  of  age  in  female  mdx  mice,  which 

approximately  corresponds  to  the  end  of  the  acute  phase  of muscle  degeneration  and  regeneration 

previously described in mdx mice [13, 65, 104, 131]. While the TEE of patients with DMD has not been 

reported, several groups have measured REE, which makes up a  large portion of TEE,  in patients with 

DMD with mixed results [152‐158].  

Physical activity is another factor contributing to TEE. Typically, the cage activity of 2‐ to 11‐wk‐old male 

and  female mdx mice  is  less  than  [131,  159,  160]  or  equal  to  [160]  that  of  BL/10 mice  while  no 

difference  in cage activity  is observed  in older mice  (6‐  to 12‐months old)  [131, 160]. Similar  to  these 

earlier  studies, we  report  suppressed vertical plane cage activity and no difference  in horizontal cage 

activity  in 9‐wk‐old  female mdx mice. However, vertical cage activity was greater  in 11‐wk‐old  female 

mdx mice relative to age‐matched controls. The mechanism responsible for the  latter effect  is unclear 

but may be  related  to  the  lower  relative humidity during  the period  in which  this group of mice was 
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housed. At this time, it is unclear whether the decreased cage activity typically reported in mdx mice is a 

result of the dystrophic phenotype  [131, 159], contributes to the dystrophic phenotype  [131, 159], or 

whether both scenarios are true. 

With respect to RER, a measurement that can be used to estimate whole‐body substrate utilization (i.e., 

use of carbohydrates v. fat for ATP production), the results of this study are in agreement with previous 

reports that whole‐body RER of is not affected by muscular dystrophy [151, 161]. 

With  some  exceptions,  the  findings  of  this  study  and  those  of  earlier  publications  suggest  that 

differences in energy expenditure and physical activity between mdx and BL/10 mice are closely related 

to  age  and/or  the  severity of disease. During  the  acute periods of  skeletal muscle degeneration  and 

regeneration  (i.e.,  in  young mice),  TEE  and  physical  activity  seem  to  be  suppressed  in mdx mice.  In 

contrast, when the dystrophic phenotype is less severe (i.e., in older mice) the TEE and physical activity 

of mdx mice are not different  from  that of age‐matched controls. This suggests  that use of mdx mice 

should  be  limited  to  periods  of  intense  degeneration  and  regeneration  (i.e.,  the  acute  phase  of  the 

dystrophic phenotype) if energy expenditure or physical activity is a research objective.  

Immune	profile	

Inflammation  plays  an  important  role  in  the  progression  of  DMD  [19].  Immune  cells  such  as 

macrophages and neutrophils can be observed in the skeletal muscle of male and female mdx mice [13, 

19, 162] and patients with DMD, prior to disease onset, suggesting that the muscle wasting observed in 

this disease may be  initiated, at  least partially, by  the  immune system  [19]. This elevation of  immune 

cells within skeletal muscle can be observed  throughout  the progression of DMD. Cytokine elevations 

have also been reported  in  the skeletal muscles of mdx mice  [163‐165] and patients with DMD  [166]. 

Despite the  importance of cytokines  in the  inflammatory response,  little  is known about the profile of 
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circulating cytokines in mdx mice or patients with DMD. A better understanding of plasma cytokines and 

how changes in this profile correspond to skeletal muscle damage and immune cell infiltration could be 

used to develop non‐invasive markers for skeletal muscle damage and optimize the treatment of DMD.  

In  this  study,  we  screened  plasma 

collected from 9‐ and 13‐wk‐old mdx 

mice  for a broad array of  cytokines 

to  identify  those whose  content  in 

plasma  was  altered  relative  to  the 

plasma  of  age‐matched  controls. 

One  cytokine  identified  in  this 

screen  was  IL‐6,  a  member  of  the 

hematopoietin  superfamily.  This 

cytokine can be secreted  from a variety of cells,  including macrophages  (Table 13). When  released,  it 

stimulates  the activation of  lymphocytes  (i.e., T cells and B cells). The 4‐  to 6‐fold elevation  reported 

here (Figure 22) corresponds to a previously reported elevation in serum IL‐6 in 6‐month‐old mdx mice 

[167]. Plasma IL‐6 elevations have been reported in patients with DMD [168, 169]. 

Plasma CCL2 content was altered in mdx mice in this study. CCL2 is a proinflammatory chemokine that 

can be released from damaged tissue (e.g., skeletal muscle; Table 13) to attract immune cells [170] such 

as monocytes  to  the  site of  injury, where  they become macrophages.  The  2‐  to  3‐  fold  increase we 

observed  in  the  plasma  of mdx mice  conflicts  with  the  10‐fold  increase  in  serum  CCL2  previously 

reported  in  2‐month  old  mice  [170],  suggesting  that  content  of  this  cytokine  may  be  variable  or 

transient  in mdx mice. To  the author’s knowledge  circulating  levels of  this  chemokine have not been 

reported  in  patients with DMD,  but  elevations  in  plasma  content  have  been  reported  humans with 

Figure 22: Relative cytokine/chemokine content 

Plasma IL‐6, CXCL1, and CCL2 were greater in MDX5‐9 and MDX6‐13 than 
in  respective  controls.  Plasma  GM‐CSF  and  IL‐12p70 were  lower  in 
MDX5‐9 compared to CON5‐9. Gray solid bar: Plasma analyte content in 
MDX5‐9 relative to CON5‐9, Gray striped bar: Plasma analyte content in 
MDX6‐13 relative to CON6‐13 
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exercise‐induced skeletal muscle damage [171, 172], which implies that CCL2 may have a role in skeletal 

muscle repair in patients with DMD as well.  

Table 13: Description of cytokines altered in the plasma of mdxmice

Cytokine  Alternate name  Source Target Reference 
IL‐6  ‐‐  Adipocytes

Endothelial cells  
Macrophages 
T cells 

B cells
T cells 

[129, 173‐175]

IL‐12p70  ‐‐  Dendritic cells
Macrophages 

NK cells
T cells 

[129, 175] 

CCL2  MCP‐1  Endothelial cells
Adipocytes 
Macrophages 
Muscle 

Basophils
Dendritic cells 
Monocytes 
NK cells 
T cells 

[19, 129, 170, 173‐175]

GM‐CSF  ‐‐  Endothelial cells
Macrophages 
T cells 

Dendritic cells
Basophils 
Eosinophils 
Monocytes 
Neutrophils 

[129, 174, 175]

CXCL1  KC 
GROα 
IL‐8 

Adipocytes 
Endothelial cells 
Macrophages 

Fibroblast
Neutrophil 

[129, 173‐175]

 

Plasma CXCL1 was also elevated in mdx mice at both time points. This chemokine is a chemoattractant 

for neutrophils (Table 13). To the authors’ knowledge, neither plasma nor skeletal muscle expression of 

CXCL1 has been reported in mdx mice or patients with DMD, respectively. However, over‐expression of 

CXCL1 has been reported in skeletal muscle with ischemia‐reperfusion injury [176, 177], suggesting that 

this chemokine may have a regular role in the repair of skeletal muscle. 

Interestingly, our screen also revealed a transient decrease in the plasma content of IL‐12p70 and GM‐

CSF  in mdx mice. The observed decrease  in  IL‐12p70 may contribute  to  the  increase  in  fibrous  tissue 

frequently reported in the muscles of mdx mice and patients with DMD [19] as this cytokine is thought 

to protect against fibrosis [178]. The mechanism responsible for the decreased plasma content of these 

cytokines is currently unclear. 
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The  elevations  in  plasma  IL‐6,  CCL2,  and  CXCL1  observed  in  this  study  confirm  that  immune  system 

alterations in mdx mice are maintained beyond the most intense period of skeletal muscle degeneration 

and regeneration [13, 19, 150] and provides support for continued use of the mdx mouse for immune‐

related DMD research. 

The  results  of  the  study  described  here  support  our  hypothesis  that  the  body  composition,  energy 

expenditure,  and  immune profile of mdx mice  are  different  from  that of BL/10 mice  and  that  these 

differences vary with age. In addition, we reported instances in which the phenotype of the mdx mouse 

did (i.e., cytokine profile) and did not (i.e., % lean mass and % fat mass) match the symptoms of patients 

with  DMD.  Overall,  these  findings  suggest  that  careful  consideration  of  the  objective  of  a  study  is 

necessary when determining the appropriateness of the mdx mouse as a model of DMD. 

 In the next chapter, we will explore whether the phenotypic difference between mdx and BL/10 mice 

affects the growth of mammary tumors.  
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Chapter	5:	Breast	cancer	growth	is	not	altered	in	dystrophic	mice	

Abstract	

BC is the second leading cause of cancer death among women in the United States. Changes to the DGC, 

a protein complex most frequently studied for its role in muscular dystrophy, have been reported in BC. 

Despite  this surprising similarity between BC and muscular dystrophy,  the relationship between  these 

two conditions has not been explored. Purpose: The purpose of the study described in this chapter was 

to  determine whether  systemic  alterations  to  the  DGC  affect  BC  growth. Methods:  The  growth  of 

mammary tumors  in mdx mice was compared to growth  in BL/10 mice. Results: We found that while 

the  growth of BC was  not  affected by  the mdx  phenotype,  tumor‐induced  alterations  in  the  plasma 

cytokine  profile were  less  severe  in  young mdx mice  suggesting  that  these mice may  be  somewhat 

protected from BC  invasion and metastasis. Future research should determine whether mdx mice with 

BC are less likely to develop metastases than age‐matched BL/10 controls. 

Introduction		

The  American  Cancer  Society  predicted  that  230,480 women would  be  diagnosed with,  and  39,520 

women would die from BC in the United States in 2011 [1]. While the incidence of female BC has been 

decreasing by approximately 2% per year since 1998 [3], BC remains the second leading cause of cancer 

death among women in the United States [1, 3]. The DGC is a multi‐subunit protein complex that acts as 

a physical and signaling connection between the intra‐ and extra‐cellular environments [10]. Alterations 

to this complex are most frequently associated with DMD. However, changes to the DGC have also been 

reported  in BC cell  lines  [11, 179‐183] and  tumors  [11, 184, 185] and appear  to be more pronounced 

with severe disease [11, 183, 184]. Despite the similarity in alterations to the DGC reported in DMD and 

in BC, the relationship between these two conditions has not been explored. 
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The mdx mouse carries a naturally occurring X‐linked [13, 14] point mutation resulting  in a premature 

stop codon  [15]  for the dystrophin gene. This mutation prevents expression of the dystrophin protein 

[16], which results in altered expression of many other components of the DGC [17, 18]. While the mdx 

mouse phenotype  is not  as  severe  as  that  seen  in patients with DMD,  they do  exhibit  characteristic 

skeletal muscle degeneration, regeneration, and weakness. The dystrophic pathology of the mdx mouse 

begins with an acute phase of skeletal muscle degeneration and regeneration that begins as early as 2 

wk of age and continues  to approximately 8 wk of age  [19, 118]. This phase  is  followed by a chronic 

phase of pathology characterized by  less severe cycles of degeneration and regeneration that continue 

throughout the lifespan of the mouse [19, 118]. In the previous chapter of this dissertation (i.e., Chapter 

4), we  identified a number of whole‐body differences between mdx mice and their controls that were 

present during the acute and chronic phases of this disease. 

Injection of E0771 murine mammary tumor cells into the mdx mouse provided us with a novel model to 

explore the effect of systemic alterations in the DGC on BC growth. The specific aim of this study was 

to determine whether  the  systemic  alterations of  the DGC  found  in  the mdx mouse  can  impact  the 

growth of mammary tumors, and if so, whether the effect is age‐dependent. Based on the results of our 

preliminary study, we hypothesize that the growth of E0771 mammary tumors will be slower  in mdx 

mice  compared  to  BL/10 mice  and  that  this  effect  will  be more  pronounced  when  the  dystrophic 

phenotype is more severe.  

The  results of  this  study  could enhance  the understanding of  the  role of  the DGC  in BC  growth  and 

reveal novel mechanisms for the treatment of BC.  
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Materials	and	methods		

Reagents	

DMEM,  CS,  P/S,  and  Trypsin‐EDTA  were  purchased  from  Mediatech,  Inc.  (Herndon,  VA).  All  other 

chemicals were  purchased  from  Sigma‐Aldrich,  Inc.  (St.  Louis, MO)  or  Thermo  Fisher  Scientific,  Inc. 

(Suwanee, GA). 

Maintenance	 of	 E0771	 murine	

mammary	adenocarcinoma	cells	

E0771  murine  mammary 

adenocarcinoma cells were a generous 

gift  from  Enrico Mihich  at  the Roswell 

Park  Cancer  Institute  (Buffalo,  NY). 

E0771 cells were maintained in 100 mm 

tissue  culture‐treated  plastic  plates 

containing DMEM  supplemented with  5% CS  and  1 %  P/S.  Plates were  kept  at  37°C  in  a humidified 

atmosphere of 5% CO2.  

Animal	husbandry	

Four‐wk‐old female mdx mice (Stock number: 001801) and BL/10 control mice (Stock number: 000476) 

were purchased  from The  Jackson Laboratory  (Bar Harbor, ME). Due to  limited availability, mice were 

purchased in two sets (SET5‐9 and SET6‐13). To avoid the effect of variation among sets, the data for each 

set were analyzed separately unless otherwise indicated.  

Table 14: Treatment groups 

Group  n  Genotype  Treatment Age (wk)
Initial Final

Set5‐9 
  CON5‐9  7  BL/10  ‐‐‐  5 9
  CON+T5‐9  7  BL/10  4x5000 

E0771 cells 
5 9

  MDX5‐9  7  mdx  ‐‐‐  5 9
  MDX+T5‐9  7  mdx  4x5000 

E0771 cells 
5 9

SET9‐13 
  CON9‐13  9  BL/10  ‐‐‐  9 13
  CON+T9‐13  10  BL/10  4x5000 

E0771 cells 
9 13

  MDX9‐13  10  mdx  ‐‐‐  9 13
  MDX+T9‐13  10  mdx  4x5000 

E0771 cells 
9 13
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Upon  receipt, mice  in  SET5‐9 were 

allowed  to mature  to 5 wk of age 

(Figure 23).  This age was  selected 

because  it  is  considered  the 

youngest  age  of  sexual  maturity 

[186]  and  falls  within  the  “acute 

phase  of  myopathy”  previously 

described  in  mdx  mice  [104]. 

When the mice  in this set reached 

5 wk of age, they were randomized 

to  four  treatment  groups:  CON5‐9, 

CON+T5‐9,  MDX5‐9,  and  MDX+T5‐9 

(Table  14),  and  those mice which 

were  assigned  to  tumor‐bearing 

groups  received  E0771  cell 

injections (described below). 

Upon receipt, mice  in SET9‐13 were 

allowed  to mature  to 9 wk of age 

(Figure  23).  Preliminary  work  in 

our  lab  suggests  that  an  anti‐

tumor effect can be observed  in mdx mice of this age. At 9 wk of age, mice were randomized to four 

treatment  groups:  CON9‐13,  CON+T9‐13,  MDX9‐13,  MDX+T9‐13  (Table  14),  and  those  mice  which  were 

assigned to tumor‐bearing groups received E0771 cell injections (described below). 

 
Figure 23: Timeline 

dpt: days post tumor injection 

SET5‐9

‐7 dpt: Mice received from 
vendor and allowed to 
mature.

0 dpt:Mice assigned to tumor 
bearing groups received 
E0771 cell injections.

1 dpt: Body mass and 
composition measured.

8 dpt: Body mass and 
composition, food intake 
measured.

15 dpt: Body mass and 
composition, food intake 
measured.

22 dpt: Body mass and 
composition measured. 
Indirect calorimetry and cage 
activity measurements begin.

23 dpt: Food intake 
measured.

27 dpt: Body mass and 
composition measured

29 dpt: Indirect calorimetry 
and cage activity 
measurements end. Mice 
euthanized.

SET9‐13

‐29 dpt: Mice received from 
vendor and allowed to 
mature.

‐3 dpt: Body mass and 
composition measured. 

0 dpt: Mice assigned to tumor 
bearing groups received 
E0771 cell injections.

5 dpt: Body mass and 
composition measured.

11 dpt: Indirect calorimetry 
and cage activity 
measurements begin.

12 dpt: Body mass and 
composition, food intake 
measured.

18 dpt: Body mass and 
composition, food intake 
measured.

20 dpt: Indirect calorimetry and 
cage activity measurements end.

23 dpt: Body mass, body 
composition, food intake 
measured. 

24 dpt: Mice euthanized.
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Throughout the study, mice were pair‐housed under a 12‐hr  light/dark cycle with ad  libitum access to 

water and standard rodent chow. Genotype was confirmed by a modified [105] mdx‐ARMS assay [106]. 

Mouse health and well‐being and the environmental parameters [i.e., temperature (accuracy 1°C) and 

RH  (accuracy  1%)]  of  the  facility  were  monitored  daily  by  animal  care  staff.  All  procedures  were 

approved by Virginia Tech’s Institutional Animal Care and Use Committee (Protocol: 07‐142‐HNFE). 

E0771	cell	injection	and	tumor	growth	

On the day of cell injection [i.e., 0 days post tumor cell injection (dpt)], E0771 cells (SET5‐9: Passage # 7, 

SET9‐13:  Passage  #  9) were  suspended  in Matrigel  (BD  Biosciences:  Bedford, MA)  (5000  cells/40μl  of 

Matrigel). Mice in tumor‐bearing groups received one 40 µl subcutaneous injection of the cell/Matrigel 

mixture in each quadrant of the back (i.e., 4 injections total). Tumors were allowed to grow until tumor 

size and/or quality necessitated euthanasia. TSA was determined weekly using Equation 2 [107]. 

Food	intake		

Food intake was measured at 8, 15, and 23 dpt for mice in SET5‐9 and at 12 and 23 dpt for mice in SET6‐13. 

For each measurement, a known amount of food was placed in each cage. After 24 hours, the amount of 

food  remaining  in each  cage was weighed using a  standard electronic  scale  (accuracy 0.1 g) and  the 

difference was divided by the number of mice in the cage.  

Morphological	characteristics	

Body mass and composition were measured weekly beginning at 1 dpt for mice in SET5‐9 and at ‐3 dpt for 

mice  in SET9‐13 (Figure 23). Body mass was measured using a standard electronic scale (accuracy 0.1g). 

Body composition (i.e., fat mass,  lean mass, and fluid mass) was measured using a Minispec LF‐90 TD‐

NMF  (Bruker  Optics:  Billerica, MA)  as  recommended  by  the manufacturer.  Equation  1 was  used  to 

determine tumor‐free body mass after euthanasia. 
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Indirect	calorimetry	and	cage	activity	

Ventilated gas exchange (i.e., O2 and CO2) and spontaneous cage activity were determined in 5 randomly 

selected mice  per  treatment  group. O2  consumption  and  CO2  production were measured  on  single‐

housed mice by open circuit calorimetry and used to determine RER (Equation 4) and TEE (Equation 5). 

An infrared light‐beam frame was used to determine spontaneous cage activity in the horizontal (i.e., X 

and  Y)  and  vertical  (i.e.,  Z)  directions.  Activity  was  determined  by  counting  the  number  of  novel 

interruptions of the  infrared  light beams (i.e., beam breaks) [132]. Measurements were made at 22‐29 

dpt  for  SET5‐9  and  at  11‐20  dpt  for  SET9‐13  by  the  Virginia  Tech  Integrated  Life  Sciences  Building 

Phenotyping Core (Blacksburg, VA) using a PhenoMaster/LabMaster System (TSE Systems: Chesterfield, 

MO). 

Tissue	collection	

At 29 dpt, mice  in SET5‐9 were anesthetized by  inhaled  isoflourane and blood was collected via cardiac 

puncture. Blood was placed  in 1.5 ml microcentrifuge  tubes containing 10 µl of 0.1 M  sodium citrate 

buffer and separated by centrifugation at 500 RCF for 20 min at 4°C. The plasma portion was removed 

and stored at ‐80°C. Tumors were harvested, weighed individually and stored for further analysis. 

At 24 dpt, mice  in SET6‐13 were anesthetized by  inhaled CO2 and blood and tumors were collected and 

processed as described above.  
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Tumor	substrate	oxidation	

Immediately  after  euthanasia,  substrate  oxidation was  determined  in  one  randomly  selected  tumor 

from each  tumor‐bearing mouse  in  SET9‐13. Rates of  glucose  and  fatty  acid oxidation were measured 

using the method described by Frisard et al. [187]. 

Immune	profile	

Cytokine  levels  were measured  in  plasma  pooled  from mice  in  each  treatment  group  by  Quansys’ 

Multiplex Testing Service using a Q‐PlexTM Mouse Cytokine/Chemokine Array  (21‐plex). This array was 

selected because  it provides highly  sensitive quantification  (i.e., pg/ml) of 21  cytokines  from  a  small 

volume of plasma (i.e., 30 µl). A 2‐fold difference between treatment groups was considered significant. 

Statistical	analyses	

Student’s  t‐tests were  used  to  determine  differences  between  sets  for  temperature  and  RH.  2‐way 

ANOVAs  (genotype x  tumor presence) were used  to determine differences  in  food  intake, body mass, 

body composition, TEE, RER, and cage activity. Where appropriate, Student’s t‐tests and/or Tukey’s HSD 

were used for post‐hoc analyses. Reported values are mean± standard error. For all analyses, α = 0.05. 

Pearson’s χ2 tests were used to assess differences in tumor formation success rate between genotypes 

and  among  tumor  locations. Mixed‐model ANOVAs with  repeated measures  (genotype  x  time) were 

used  to assess differences  in TSA between genotypes. Two‐way ANOVAs  (genotype x  tumor  location) 

were used to determine differences in tumor mass between genotypes. Where appropriate, Student’s t‐

tests  and/or  Tukey’s  HSD  were  used  for  post‐hoc  analyses.  A  Student’s  t‐test  was  used  to  assess 

differences in tumor substrate oxidation between CON+T9‐13 and MDX+T9‐13. For all analyses, α = 0.05. 
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Results		

Environmental	parameters	

There were  no  differences  in  the morning,  afternoon,  and 

daily  average  temperatures  during  the  period  in which  the 

mice  in  SET5‐9 and SET9‐13 were housed  in our  facility  (Table 

15).  The morning,  afternoon,  and  daily  average  RH  values 

during the period in which the mice in SET9‐13 were housed in 

our facility were lower compared to the period during which the mice in SET5‐9 were housed (P<0.0001 

for all measurements; Table 15). 

24‐hr	food	intake	

The 24‐hr food intake of SET5‐9 was not affected by genotype, tumor presence, or an interaction of the 

two at any time point (P>0.05). 

In SET9‐13, 24‐hr food intake 12 dpt was greater in mdx mice than in BL/10 mice (4.2±0.2 g/d v. 3.4±0.1 

g/d; P=0.0015), but was not affected by tumor presence (P>0.05). 24‐hr food intake was not affected by 

genotype or tumor presence at 23 dpt (P>0.05). 24‐hr food intake was not affected by an interaction of 

genotype and tumor presence at any time point (P>0.05). 

  	

Table 15: Environmental parameters 

  SET5‐9  SET9‐13 
Temperature (°C) 
AM  21±0  21±0 
PM  21±0  21±0 
 AVG  21±0  21±0 
Range  21‐22  19‐21 
Relative Humidity (%) 
AM   42±1  30±0 
PM   43±1  30±1 
AVG   42±1  30±0 
Range   34‐51  23‐41 
Acceptable temperature range  is 18‐26°C. 
Acceptable RH range is 30‐70%. Values are 
mean±SEM. 
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A 

 
 

B 

 

C 

 
 

Figure 24: Body mass 

(A) In SET5‐9, tumor presence was associated with an increased body mass at 27 dpt only. (B) Tumor presence did 
not affect body mass at any time point in SET6‐13. (C) When adjusted for tumor mass, the effect of tumor presence 
on body mass at 27 dpt in SET5‐9 was lost. 
Values are mean ± SEM; α=0.05. Black: BL/10. Grey: mdx. Solid: tumor‐free. Dashed/striped: tumor‐bearing. * 
genotype effect. † tumor effect. 

Body	mass	

In SET5‐9, body mass was not affected by genotype or tumor presence at 1 to 15 dpt (P>0.05;Figure 24A). 

However, the body mass of mdx mice was greater than that of BL/10 mice at 22 (P=0.0413) and 27 dpt 

(P=0.0019). The body mass of tumor‐bearing mice was greater than that of tumor‐free mice at 27 dpt 

(P=0.0131), but this effect was lost when the body mass of tumor‐bearing mice was corrected for tumor 
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mass (P>0.05; Figure 24C). The body mass of SET5‐9 was not affected by an interaction of genotype and 

tumor presence at any time point (P>0.05). 

For SET9‐13, the body mass of mdx mice was greater than that of BL/10 mice at all time points (P<0.05; 

Figure 24B). Neither tumor presence nor an interaction of genotype and tumor presence affected body 

mass at any time point for SET9‐13 (P>0.05).  

Lean	mass	

For SET5‐9,  the %  lean mass of mdx mice was greater  than  that of BL/10 mice between 8 and 27 dpt 

(P<0.05; Figure 25A), but not at 1 dpt (P>0.05). In addition, the % lean mass of tumor bearing mice was 

less than that of tumor‐free mice at 15 dpt (P=0.0114). However, % lean mass of SET5‐9 was not affected 

by tumor presence at any other time point or by an interaction of genotype and tumor presence at any 

time point (P>0.05). 

For  SET9‐13,  an  interaction  of  genotype  and  tumor  presence  on  %  lean  mass  was  observed  at  ‐3 

(P=0.0097; Figure 25B) and 5 dpt (P=0.0246). Post‐hoc analyses revealed that for both time points, the % 

lean mass of MDX9‐13 and MDX+T9‐13 was greater than that of CON9‐13 and CON+T9‐13. The % lean mass of 

mdx mice was greater than that of BL/10 mice at 18 (P<0.0001) and 23 dpt (P<0.0001), but not at 12 dpt 

(P=0.0909). The presence of BC had no effect on SET9‐13 % lean mass at any time point (P>0.05). 

Fat	mass	

For SET5‐9, % fat mass was greater in BL/10 mice than in mdx mice at all time points (P<0.05; Figure 25C). 

The % fat mass of tumor‐bearing mice was greater than that of tumor‐free mice at 1 dpt (P=0.0082), but 

not at any other time point (P>0.05). % fat mass of SET5‐9 was not affected by an interaction of genotype 

and tumor presence at any time point (P>0.05). 
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A  B 

C 

 

D 

E 

 

F 

Figure 25: Body composition 

(A) In SET5‐9, % lean mass was affected by tumor presence at 15 dpt only. (B)Tumor presence had no effect on % 
lean mass at any time point in SET6‐13. (C) In SET5‐9, % fat mass was greater in tumor bearing mice at 1 dpt only. (D) 
In SET9‐13, %  fat mass was not affected by  tumor presence at any  time point.  (E)  In SET5‐9,  tumor presence was 
associated with a greater % fluid mass at 27 dpt only. (F)In SET9‐13, tumor presence was associated with a greater % 
fluid mass at 5 dpt only.  
Values  are mean  ±  SEM;  α=0.05. Black: BL/10. Grey: mdx.  Solid:  tumor‐free. Dashed/striped:  tumor‐bearing.  * 
genotype effect. † tumor effect. ‡ InteracƟon effect (genotype x tumor).

 

In  SET9‐13,  an  interaction  effect  (genotype  x  tumor  presence)  on  %  fat  mass  was  observed  at  ‐3 

(P=0.0183; Figure 25D) and 5 dpt  (P=0.0416). Post‐hoc analyses revealed that at  ‐3 dpt, % fat mass of 
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CON9‐13 and CON+T9‐13 was greater than that of MDX9‐13 and MDX+T9‐13. At 5 dpt, % fat mass of CON9‐13 

was greater than that of MDX9‐13 and MDX+T9‐13, and % fat mass of CON+T9‐13 was greater than that of 

MDX9‐13.  In addition, the % fat mass of BL/10 mice was greater than that of mdx mice at 12 to 23 dpt 

(P<0.05). The % fat mass of SET9‐13 was not affected by tumor presence at any time point (P>0.05). 

Fluid	mass	

For SET5‐9, the % fluid mass of mdx mice was greater than that of BL/10 mice at all time points (P<0.05; 

Figure 25E). The % fluid mass of tumor‐bearing mice was greater than that of tumor‐free mice at 27 dpt 

only  (P=0.0005).  For  SET5‐9, %  fluid mass was  not  affected  by  an  interaction  of  genotype  and  tumor 

presence at any time point (P>0.05). 

For SET9‐13, the % fluid mass of mdx mice was greater than that of BL/10 mice at ‐3 to 18 dpt (P<0.05; 

Figure 25F), but not at 23 dpt  (P>0.05). The % fluid mass of tumor‐bearing mice was  less than that of 

tumor‐free mice at 5 dpt only (P=0.0250). The % fluid mass of SET9‐13 was not affected by an interaction 

of genotype and tumor presence at any time point (P>0.05). 

Indirect	calorimetry	

The TEE of mice  in SET5‐9 was not affected by genotype, tumor presence, or an  interaction of the two 

during the  light phase or the dark phase (P>0.05; not shown). The RER of SET5‐9 was greater  in tumor‐

free mice than in tumor‐bearing mice during the dark phase (0.96±0.01 v. 0.93±0.01; P=0.0038), but was 

not affected by tumor presence during the  light phase (P>0.05). The RER of SET5‐9 was not affected by 

genotype or an interaction of genotype and tumor presence during either phase (P>0.05). 

In SET9‐13, the TEE of BL/10 mice was greater than that of mdx mice during the light phase (159.42±4.33 

kJ/kg/hr v. 134.51±3.11 kJ/kg/hr; P=0.0004; not shown), but not during the dark phase (P>0.05). The TEE 

of mice in SET9‐13 was not affected by tumor presence or an interaction of genotype and tumor presence 
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during  either  the  light  or  the  dark  phase  (P>0.05).  The  RER  of mice  in  SET9‐13 was  not  affected  by 

genotype, tumor presence, or an interaction of the two during either phase (P>0.05). 

Cage	activity	

For  SET5‐9,  cage  activity  in 

the horizontal  and  vertical 

planes was not affected by 

genotype, tumor presence, 

or  an  interaction  of  the 

two during either  the  light 

phase  or  the  dark  phase 

(P>0.05; not shown) 

For SET9‐13, horizontal cage activity was greater  in mdx mice than  in BL/10 mice during the dark phase 

(P=0.0384; Table 16), but not during the light phase (P>0.05). The horizontal cage activity of SET9‐13 was 

not affected by tumor presence or an interaction of genotype and tumor presence during either phase 

(P>0.05). Vertical cage activity was affected by an  interaction of genotype and tumor presence during 

both  the  light  (P=0.0262)  and  dark  phases  (P=0.0002).  Post‐hoc  analyses  revealed  that  vertical  cage 

activity of MDX9‐13 was greater than that of CON9‐13 during the light phase and that vertical cage activity 

of MDX9‐13 was greater than that of CON9‐13, CON+T9‐13, and MDX+T9‐13. 

Tumor	characteristics	

Genotype did not affect tumor incidence, surface area, or mass in either set of mice (i.e., SET5‐9, SET9‐13). 

In addition, there was no difference in tumor glucose oxidation or tumor palmitate oxidation between 

genotypes in SET9‐13. 

Table 16: SET9‐13 cage activity 

phase  CON9‐13 CON+T9‐13 MDX9‐13  MDX+T9‐13
Horizontal cage activity by phase 

(beam breaks) 

Li
gh
t 

(n
=5
) 

Mean 15,391 22,643 23,346  17,902
SEM 1,926 3,241 5,093  1,771
Sig? ‐‐ ‐‐ ‐‐  ‐‐

D
ar
k 

(n
=5
) 

Mean 39,047 44,018 79,158  53,087
SEM 6,293 10,666 16,046  8,013
Sig? ‐‐ ‐‐ ‐‐  ‐‐

Vertical cage activity by phase 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(n
=5
) 

Mean 698 1,073 1,520  986
SEM 103 172 292  112
Sig? A AB B  AB

D
ar
k 

(n
=5
) 

Mean 1,991 2,828 7,298  3,025
SEM 255 810 611  162
Sig? A A B  A

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 
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Plasma	cytokine	content	

GM‐CSF: Plasma GM‐CSF content was 2.1‐fold greater in CON+T5‐9 compared to CON5‐9 (Table 17) and at 

least 7.4‐fold greater in MDX+T5‐9 compared to MDX5‐9. Plasma GM‐CSF was below the detection limit in 

SET9‐13 BL/10 and mdx mice. 

IL‐1α: In SET9‐13 BL/10 mice, plasma IL‐1α was 7.5‐fold greater in CON+T9‐13 compared to CON9‐13 (Table 

17). Tumor presence did not affect plasma content of IL‐1α in SET5‐9 BL/10 or mdx mice or in SET9‐13 mdx 

mice 

IL‐5:  Plasma  IL‐5  content  was  2.0‐fold  lower  in  CON+T5‐9  compared  to  CON5‐9  (Table  17).  Tumor 

presence did not affect plasma content of IL‐5 in SET5‐9 mdx mice or in SET9‐13 BL/10 or mdx mice. 

IL‐6: Plasma content of  IL‐6 was at  least 4.1‐fold greater  in CON+T5‐9 compared  to CON5‐9  (Table 17). 

Plasma  IL‐6  content was  2.6‐fold  greater  in MDX+T5‐9  compared  to MDX5‐9.  Plasma  IL‐6  content was 

more than 6.7‐fold greater in CON+T9‐13 compared to CON9‐13. Plasma content of IL‐6 was not affected by 

tumor presence in SET9‐13 mdx mice. 

IL‐12p70: Tumor presence did not affect plasma content of  IL‐12p70  in SET5‐9 BL/10 mice  (Table 17). 

Plasma content of  IL‐12p70 was below  the detection  limit  in SET5‐9 mdx mice, SET9‐13 BL/10 mice, and 

SET9‐13 mdx mice. 

IL‐17: Plasma content of IL‐17 was at least 30.5‐fold greater in CON+T5‐9 compared to CON5‐9 (Table 17). 

Plasma content of IL‐17 in was below the detection  limit in SET5‐9 mdx mice and SET9‐13 BL/10 and mdx 

mice. 
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Table 17: Plasma cytokine content 

 
 

CON5‐9 
(n=9) 

CON+T5‐9 
(n=10) 

MDX5‐9

(n=10) 
MDX+T5‐9
(n=10) 

CON9‐13

(n=9) 
CON+T9‐13 
(n=10) 

MDX9‐13 
(n=10) 

MDX+T9‐13
(n=10) 

Plasma 
analyte 

Concentration
(pg/ml) 

Cytokines: Colony stimulating factor family

GM‐CSF  6.1  13.0  < 1.5 11.1 < 1.5 < 1.5 < 1.5  < 1.5

Cytokines: Interferon family 

IFNγ  < 0.1  < 0.1  < 0.1 < 0.1 < 0.1 < 0.1 < 0.1  < 0.1

Cytokines: Interleukin family 

IL‐1α  4.8  4.6  4.7 3.2 3.2 24.1 5.4  6.6

IL‐1β  < 8.8  < 8.8  < 8.8 < 8.8 < 8.8 < 8.8 < 8.8  < 8.8

IL‐2  < 0.9  < 0.9  < 0.9 < 0.9 < 0.9 < 0.9 < 0.9  < 0.9

IL‐3  < 1.0  < 1.0  < 1.0 < 1.0 < 1.0 < 1.0 < 1.0  < 1.0

IL‐4  < 2.2  < 2.2  < 2.2 < 2.2 < 2.2 < 2.2 < 2.2  < 2.2

IL‐5  6.2  3.1  5.8 3.9 4.1 6.2 4.6  6.4

IL‐6  < 2.0  8.2  7.6 19.5 < 2.0 13.4 11.1  9.4

IL‐10  < 0.5  < 0.5  < 0.5 < 0.5 < 0.5 < 0.5 < 0.5  < 0.5

IL‐12p70  22.5  12.4  < 3.9 < 3.9 < 3.9 < 3.9 < 3.9  < 3.9

IL‐17  < 0.0  3.1  < 0.0 < 0.0 < 0.0 < 0.0 < 0.0  < 0.0

Cytokines: TNF family 

TNFα  < 0.7  3.2  < 0.7 3.9 < 0.7 5.3 < 0.7  2.9

Chemokines: CXCL family

CXCL1  35.4  317.1  171.7 294.0 54.9 93.1 202.1  127.8

Chemokines: CCL family 

CCL1  16.9  33.1  16.6 44.3 47.3 56.4 49.4  44.7

CCL2  21.4  639.3  59.4 593.9 40.0 120.0 100.5  127.6

CCL3  < 2.5  < 2.5  < 2.5 < 2.5 < 2.5 < 2.5 < 2.5  < 2.5

CCL5  19.1  50.2  14.8 39.2 16.0 37.3 21.8  26.3

CCL11  2736.5  2639.4  3103.1 2127.2 4084.6 7176.7 4518.7  5616.2

CCL17  281.4  660.7  261.1 1449.3 443.3 636.3 621.4  555.8

CCL22  163.8  323.5  255.6 322.1 136.2 357.6 220.4  291.4

 

TNFα: Plasma content of TNFα was at least 4.5‐fold greater in CON+T5‐9 compared to CON5‐9 (Table 17). 

Plasma TNFα content was at  least 5.5‐fold greater  in MDX+T5‐9 compared to MDX5‐9. Plasma TNFα was 

more  than  7.5‐fold  greater  in  CON+T9‐13  compared  to  CON9‐13  and  4.1‐fold  greater  in  MDX+T9‐13 

compared to MDX9‐13. 

CXCL1:  Plasma  content  of  CXCL1 was  9.0‐fold  greater  in  CON+T5‐9  compared  to  CON5‐9  (Table  17). 

Plasma CXCL1 was not affected by tumor presence in SET5‐9 mdx mice or SET9‐13 BL/10 and mdx mice. 
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CCL1: Plasma content of CCL1 was 2.0‐fold greater in CON+T5‐9 compared to CON5‐9 (Table 17) and 2.7‐

fold greater in MDX+T5‐9 compared to MDX5‐9. Plasma CCL1 was not affected by tumor presence in either 

genotype of SET9‐13. 

CCL2: Plasma content of CCL2 was 29.9‐fold greater in CON+T5‐9 compared to CON5‐9 (Table 17). Plasma 

content  of  CCL2 was  10.0‐fold  greater  in MDX+T5‐9  compared  to MDX5‐9.  Plasma  CCL2 was  3.0‐fold 

greater in CON+T9‐13 compared to CON9‐13. CCL2 was not affected by tumor presence in SET9‐13 mdx mice. 

CCL5: Plasma CCL5  content was 2.6‐fold greater  in CON+T5‐9  compared  to CON5‐9  (Table 17), 2.6‐fold 

greater in MDX+T5‐9 compared to MDX5‐9, and 2.3‐fold greater in CON+T9‐13 compared to CON9‐13. Plasma 

content of CCL5 was not affected by tumor presence in SET9‐13 mdx mice. 

CCL11: Plasma content of CCL11 was not affected by  tumor presence  in either genotype at any  time 

point (Table 17). 

CCL17:  Plasma  CCL17 was  2.3‐fold  greater  in  CON+T5‐9  compared  to  CON5‐9  (Table  17)  and  5.6‐fold 

greater in MDX+T5‐9 compared to MDX5‐9. Plasma content of CCL17 was not affected by tumor presence 

in SET9‐13 BL/10 or mdx mice. 

CCL22: Plasma CCL22 content was 2.0‐fold greater in CON+T5‐9 compared to CON5‐9 (Table 17) and 2.6‐

fold greater in CON+T9‐13 compared to CON9‐13. Tumor presence did not affect plasma CCL22 in mdx mice 

of either set. 

Additional  cytokines:  Plasma  content of  IL‐1β,  IL‐2,  IL‐3,  IL‐4,  IL‐10,  IFNγ, and CCL3 was below  the 

detection limit in all genotypes and sets (Table 17).  
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Table 18: Description of cytokines whose content was altered in the plasma of E0771 tumor-bearing mice 
Cytokine Alternate 

names 
Known sources  Known targets  Effect on BC  References 

Cytokines: Colony stimulating factor family
GM-CSF ‐‐  Endothelial cells 

Macrophages 
T cells 

Basophils 
Dendritic cells 
Eosinophils 
Monocytes 
Neutrophils 

Anti‐angiogenesis 
Anti‐growth 
Anti‐metastasis 

[129, 174, 175, 
188‐190] 

Cytokines: Interleukin family 
IL-1α ‐‐  Epithelial cells 

Macrophages/Monocytes 
Tumor cells 
T cells 

Fibroblasts 
Macrophages 
T cells 
Phagocytes 

Pro‐invasion 
Pro‐metastasis 

[129, 189, 191‐
193] 

IL-5 ‐‐  Mast cells  
T cells 

B cells 
Eosinophils 

  [129, 188, 194] 

IL-6 ‐‐  Adipocytes 
Endothelial cells  
Macrophages 
T cells 
Tumor cells 

B cells 
T cells 

Pro‐growth  [129, 173‐175, 
191, 195, 196] 

IL-17 IL‐17A  
mCTLA‐8 

T cells 
Neutrophils  
NK cells 

Epithelial cells 
Endothelial cells 
Fibroblasts 

Pro‐metastasis  [129, 197‐199] 

Cytokines: TNF family 
TNFα ‐‐  Macrophages 

NK cells 
T cells 
Tumor cells 

Endothelial cells  Pro‐angiogenesis 
Pro‐growth  
Pro‐invasion 
Pro‐metastasis 

[129, 189, 191, 
200, 201] 

Discussion	

Alterations to the DGC have been reported  in BC [11, 179‐185] and  in the mdx mouse model of DMD. 

The results of a pilot study performed in our lab led us to hypothesize that the dystrophic phenotype of 

the mdx mouse could protect against mammary tumor growth (Chapter 3). In the study described in this 

chapter,  we measured  the  growth  of  E0771  BC  tumors  and  tumor‐induced  changes  in  the  plasma 

cytokine  profile  in mdx mice during  the  acute  and  chronic phases of muscular dystrophy. While  the 

dystrophic  phenotype  did  not  affect  the  growth  of mammary  tumors, we  did  observe  a  number  of 

differences in the profile of circulating cytokines between tumor‐bearing mdx and BL/10 mice.  
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As  reported  by  others  [195, 

200][201‐205],  the  presence 

of  E0771  mammary  tumors 

was associated with increased 

plasma  content  of  a  number 

of tumor promoting cytokines 

(Figure 26; Table 18 and Table 

19).  Plasma  content  of  IL‐1α, 

IL‐6,  IL‐17,  CCL2,  TNFα,  CCL5, 

CXCL1,  CCL22,  and  CCL17 

were elevated  in at  least one 

treatment group in this study. 

The  presently  available  body 

of  literature  suggests  that 

these  cytokines  support  the 

growth and progression of BC 

by  promoting  tumor  cell 

proliferation  [195,  200], 

invasion [201], and metastasis 

[201‐205]  and  by  enhancing 

tumor angiogenesis [201, 203].  

When  comparing  the  magnitude  of  tumor‐induced  changes  across  genotype  and  age,  it  became 

apparent that both factors affected tumor‐related perturbations to the cytokine milieu (Figure 26). With 

A 

B 

Figure 26: Cytokine profile 

(A) In the younger set of mice, the presence of BC in BL/10 mice had a greater 
effect on plasma content of IL‐17, CCL2, and CXCL1 than the presence of BC in 
mdx mice. The presence of BC had a greater effect on plasma GM‐CSF and 
CCL17 in mdx mice than the presence of BC in BL/10 mice. (B) In the older set 
of mice,  the presence of BC  in BL/10 mice had  a  greater  effect on plasma 
content of IL‐1α, IL‐6, CCL2, and CCL22 than the presence of BC in mdx mice. 
Black  solid: Analyte  content of CON+T  relative  to CON. Grey  solid: Analyte 
content  of  MDX+T  relative  to  MDX.  *  greater  than  two  fold  difference 
between black bar and grey bar.
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respect  to genotype,  the presence of E0771  tumors affected  the  content of more  cytokines  in BL/10 

mice than in mdx mice (6 to 11 cytokines affected v. 1 to 7 cytokines affected). In addition, the tumor‐

induced  changes  in  plasma  cytokine  content  seemed  to  be more  “tumor‐promoting”  in  BL/10 mice 

compared to mdx mice. For example, the BC‐induced  increase  in some of the cytokines (Table 18 and 

Table  19)  thought  to  promote  tumor  invasion  and  metastasis  by  stimulating  expression  of  matrix 

metalloproteinases  (i.e.,  IL‐17), promoting angiogenesis, and/or  recruiting  immune cells  to  the  site of 

the  tumor  (i.e., CXCL1, CCL2)  [199, 202, 206] was at  least 2  times greater  in BL/10 mice  than  in mdx 

mice.  In addition,  the  tumor‐induced  increase  in  the anti‐tumor cytokine GM‐CSF was greater  in mdx 

mice than in BL/10 mice. These differences suggest that while the mdx phenotype did not affect BC size, 

it may  have  a protective  effect  against BC  invasion  and metastasis.  Further  research  is necessary  to 

confirm whether mdx mice are in fact protected from the invasion and metastasis of BC, and if so, how 

this  protective  effect  occurs  despite  the  chronic  elevations  in  tumor‐promoting  cytokines  (i.e.,  IL‐6, 

CXCL1, CCL2) found in mdx mice (Chapter 4). 

With respect to age, a greater number of cytokines were affected by tumor presence  in younger mice 

(i.e. 5 to 9 wk old, when mdx mice were in the “acute phase of myopathy”) than in older mice (i.e., 9 to 

13 wk old; 7 to 11 cytokines affected v. 1‐6 cytokines affected). In addition, tumor‐induced changes  in 

plasma cytokines were more pronounced in younger, rather than older mice. These findings suggest that 

tumor‐associated changes in plasma cytokine profiles may be more affected the host than the presence 

of the tumor itself.  
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Table 19: Description of chemokines whose content was altered in the plasma of E0771 tumor-bearing mice 
Cytokine Alternate 

names 
Known sources  Known targets  Effect on BC  References 

Chemokines: CXCL family  

CXCL1 KC 
GROα 
IL‐8 

Adipocytes  
Endothelial cells 
Macrophages 

Fibroblasts 
Neutrophils 

Pro‐metastasis  [129, 173‐
175, 197, 
206] 

Chemokines: CCL family  

CCL1 TCA‐3 
I‐309 

T cells  Monocytes  
Neutrophils 
T cells 

  [129, 207] 

CCL2 MCP‐1  Endothelial cells 
Adipocytes 
Macrophages/Monocytes 
Muscle 
Tumor cells 

Basophils 
Dendritic cells 
Monocytes 
NK cells 
T cells 

Pro‐angiogenesis 
Pro‐growth 
Pro‐metastasis 

[19, 129, 170, 
173‐175, 196, 
202, 203, 
208‐211] 

CCL3 MIP‐1α 
LD78 

Macrophages/Monocytes 
T cells 

Astrocytes 
Basophils 
B cells 
Dendritic cells 
Eosinophils 
Fibroblast 
Monocytes/Macrophages
Neutrophils 
NK cells 
Osteoclast 
T cells 

  [129, 189, 
197, 208] 

CCL5 RANTES  Monocytes 
Tumor cells 

Basophils 
Dendritic cells 
Eosinophils 
Monocytes/macrophages 
NK cells 
T cells 

Pro‐invasion 
Pro‐metastasis 

[129, 204, 
208, 212‐214] 

CCL17 TARC  Macrophages  Dendritic cells 
Macrophages 
T cells 
Thymocytes 

Pro‐metastasis  [129, 215‐
218] 

CCL22 MDC  Basophils 
Dendritic cells 
Eosinophils 
Neutrophils 
Monocytes/Macrophages 
Mast cells 
Tumor cells 

Dendritic cells 
Endothelial cells 
Monocytes  
NK cells 
T cells 
Thymocytes 

Pro‐metastasis  [129, 205, 
217, 219, 
220] 

 

Together,  these  differences  suggest  that  tumor‐related  changes  in  the  circulating  cytokine  profile  of 

tumor‐bearing mice may be driven more by the response of the host to the tumor than by the tumor 

itself. Identification of the cause(s) of these differences may be useful for the development of novel BC 

treatments.  
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Interestingly,  despite  large  (2.6‐  to  >  7.5‐fold)  tumor‐induced  increases  in  plasma  content  of  several 

cachexia promoting cytokines  (i.e.,  IL‐1α,  IL‐6, TNFα), we found no evidence that tumors derived from 

this  cell  line had  anything more  than  a  transient effect on  food  intake, body mass  and  composition, 

energy expenditure, or  cage activity  in mdx or BL/10 mice of either age. These  results allowed us  to 

arrive  at  two  conclusions:  (1)  elevations  in  pro‐cachexia  cytokines  alone  are  not  sufficient  to  induce 

cachexia and (2) despite their aggressiveness, E0771 murine mammary adenocarcinoma tumors do not 

induce  cancer‐related  cachexia  or  require more  than  3  to  4 wk  to  induce  cachexia.  Therefore,  the 

murine models of BC described in this article would not be appropriate for the study of BC cachexia.  

While we did not observe  the  hypothesized decrease  in  the  rate of  tumor  growth  in mdx mice,  the 

results of our study did reveal that tumor‐induced changes in plasma cytokines are less severe in tumor‐

bearing mdx mice  than  in  controls. This  finding  suggests  that  the mdx phenotype may be  somewhat 

protective against BC  invasion and metastasis; however,  further research  is necessary  to confirm  this. 

We also reported several novel findings regarding the E0771 cell line, the most notable of which is that 

despite inducing elevations in a number of pro‐cachectic cytokines, E0771 tumors did not have a lasting 

effect on body composition, energy expenditure or activity levels, suggesting that elevations in IL‐1α, IL‐

6, TNFα, may not be sufficient to induce BC cachexia.  
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Chapter	6:	Conclusions	

The overarching hypothesis of this dissertation was that systemic down‐regulation of DGC components 

can effect BC growth and cachexia. Three conclusions can be drawn from the experiments used to test 

this  hypothesis.  First,  there  are  differences  in  the  body  composition  and  plasma  cytokine  profiles 

between mdx and BL/10 mice. Some of these differences conflict with the differences typically reported 

in patients with DMD, suggesting that the appropriateness of the mdx mouse as a model of DMD varies 

with  the  endpoint  of  interest.  Second,  from  the  absence  of  a  tumor  effect  on  body  mass  and 

composition and skeletal muscle  function, we can conclude  that despite  its aggressiveness, the E0771 

cell  line  does  not  induce  cachexia.  Finally,  tumor–induced  increases  in  pro‐invasion  and metastasis 

cytokines were  not  as  severe  in mdx mouse  plasma.  This was most  noticeable  in  young mdx mice, 

suggesting that the acute phase of DMD may be protective against BC invasion and metastasis. Further 

research is necessary to confirm this effect and to determine the mechanism responsible. 
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Chapter	7:	Summary	

Alterations  to  the DGC  have  been  reported  in  the mammary  tumors  of  patients with BC  and  in  the 

skeletal muscles  of  patients with  DMD.  Despite  this  similarity,  the  relationship  between  these  two 

diseases has not been explored. The studies described in this dissertation were designed to address this 

gap in the literature. 

In Chapter 2, we summarized the body of literature currently available on BC related cachexia. While the 

availability of BC‐specific cachexia articles  is relatively  limited, there  is evidence to suggest  that  in BC, 

cachexia  related  loss  of  body mass may  be  due  to  systemic  changes  in  carbohydrate,  lipid,  and  fat 

metabolism. These changes  in metabolism seem to be due to a combination of factors,  including high 

tumor  energy  demand  and  the  release  of  cytokines  from  the  tumor  and  its  microenvironment. 

Treatments  such  as megestrol  acetate,  energy modulating  vitamins  and  eicosapentaenoic  acid may 

prove useful in reducing the severity of BC cachexia. Because of the high incidence of BC among women 

in  the  United  States  and  the  devastating  effects  of  cachexia  on  affected  patients,  further  study  of 

cachexia in BC is imperative.  

In Chapter 3, we described a pilot study that was designed to measure BC growth and cachexia in mdx 

and  BL/10  control mice.  The  presence  of  E0771 murine mammary  tumors  has  no  lasting  effect  on 

markers  of  cachexia  (e.g.,  body  mass,  muscle  mass,  skeletal  muscle  function)  in  either  genotype. 

However, E0771 cells  injected  into mdx mice were  less  likely  to  form  tumors  than  those  injected  into 

BL/10 control mice. When tumors did develop, those in mdx mice grew more slowly than those in BL/10 

mice. The  latter  two  findings  suggest  systemic alteration of  the DGC, as  in  the mdx mouse model of 

DMD, may blunt the establishment and growth of BC and prompted the studies described in Chapters 4 

and 5 of this dissertation. 
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In Chapter 4, the body composition, energy expenditure and plasma cytokine profile of mdx mice were 

compared to that of BL/10 mice. We observed differences  in the body composition of 5‐ to 13‐wk‐old 

female mdx mice and age‐matched controls that did not mimic differences typically reported in patients 

with DMD. In contrast, the altered plasma cytokine profile we observed in mdx mice was quite similar to 

that reported in patients with DMD. These findings provide support for the notion that the mdx mouse 

may not be the most accurate phenotypic model of DMD and that its suitability for use in DMD research 

may depend on  the study objective. Future  research should correlate changes  in  the plasma cytokine 

profile to progression of skeletal muscle damage. Advances  in this area could provide researchers and 

physicians with  a  non‐invasive method  to  determine  the  extent  of  skeletal muscle  damage  and  the 

effectiveness of treatments in patients with DMD. 

Chapter 5 of this dissertation described a study designed to assess the effect of the mdx phenotype on 

BC growth.  In contrast  to the results of our pilot study  (Chapter 3), BC growth was not slower  in mdx 

mice.  However,  the  BC‐induced  alteration  in  plasma  cytokines  was  more  favorable  in  mdx  mice, 

suggesting that these mice may be somewhat protected from BC invasion and metastasis. Future studies 

should confirm whether this is the case and, if so, determine the mechanism responsible for this effect. 

In conclusion, we believe that a more focused effort  is necessary to determine effective treatment for 

BC  cachexia.  In  addition, we  identified  a  number  of  differences  between mdx  and  BL/10 mice  and 

provided evidence  to  suggest  that  the appropriateness of  the mdx mouse as a model of DMD varies 

based  on  the  study  objective.  Finally,  our  results  suggest  that  BC  invasion  and metastasis may  be 

blunted in mdx mice. Further research in this area could reveal a novel target for the treatment of BC.  



 

92 

 

References  

1. American Cancer Society, Cancer facts & figures 2011. 2011, American Cancer Society: 

Atlanta, GA. 

2. Altekruse, S.F., et al., SEER Fact Stat Sheets: Breast, in SEER Cancer Statistics 

Review, 1975-2007. 2009, National Cancer Institute: Bethesda, MD. 

3. American Cancer Society, Breast Cancer: Detailed Guide. 2011. 

4. Fearon, K., et al., Definition and classification of cancer cachexia: an international 

consensus. The lancet oncology, 2011. 

5. Beuth, J., et al., Impact of complementary oral enzyme application on the postoperative 

treatment results of breast cancer patients--results of an epidemiological multicentre retrolective 

cohort study. Cancer Chemother Pharmacol, 2001. 47 Suppl: p. S45-54. 

6. DeWys, W.D., et al., Prognostic effect of weight loss prior to chemotherapy in cancer 

patients. Eastern Cooperative Oncology Group. Am J Med, 1980. 69(4): p. 491-7. 

7. Fox, K.M., et al., Estimation of Cachexia among Cancer Patients Based on Four 

Definitions. J Oncol, 2009. 2009: p. 693458. 

8. Vissers, Y.L., et al., Plasma arginine concentrations are reduced in cancer patients: 

evidence for arginine deficiency? Am J Clin Nutr, 2005. 81(5): p. 1142-6. 

9. Dodson, S., et al., Muscle wasting in cancer cachexia: clinical implications, diagnosis, 

and emerging treatment strategies. Annual review of medicine, 2011. 62: p. 265-79. 

10. Brennan, P.A., et al., Dystroglycan complex in cancer. Eur J Surg Oncol, 2004. 30(6): p. 

589-92. 



 

93 

 

11. Sgambato, A., et al., Dystroglycan expression is frequently reduced in human breast and 

colon cancers and is associated with tumor progression. Am J Pathol, 2003. 162(3): p. 849-60. 

12. Acharyya, S., et al., Dystrophin glycoprotein complex dysfunction: a regulatory link 

between muscular dystrophy and cancer cachexia. Cancer Cell, 2005. 8(5): p. 421-32. 

13. Bulfield, G., et al., X chromosome-linked muscular dystrophy (mdx) in the mouse. 

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 1984. 81(4): 

p. 1189-92. 

14. Ryder-Cook, A.S., et al., Localization of the mdx mutation within the mouse dystrophin 

gene. The EMBO journal, 1988. 7(10): p. 3017-21. 

15. Sicinski, P., et al., The molecular basis of muscular dystrophy in the mdx mouse: a point 

mutation. Science, 1989. 244(4912): p. 1578-80. 

16. Hoffman, E.P., R.H. Brown, Jr., and L.M. Kunkel, Dystrophin: the protein product of the 

Duchenne muscular dystrophy locus. Cell, 1987. 51(6): p. 919-28. 

17. Ohlendieck, K. and K.P. Campbell, Dystrophin-associated proteins are greatly reduced 

in skeletal muscle from mdx mice. The Journal of cell biology, 1991. 115(6): p. 1685-94. 

18. Matsumura, K., et al., Restoration of dystrophin-associated proteins in skeletal muscle of 

mdx mice transgenic for dystrophin gene. FEBS Lett, 1993. 320(3): p. 276-80. 

19. Evans, N.P., et al., Immune-mediated mechanisms potentially regulate the disease time-

course of duchenne muscular dystrophy and provide targets for therapeutic intervention. PM R, 

2009. 1(8): p. 755-68. 



 

94 

 

20. Maher, S.G. and J.V. Reynolds, Basic concepts of inflammation and its role in 

carcinogenesis. Recent Results Cancer Res, 2011. 185: p. 1-34. 

21. Partridge, T., Animal models of muscular dystrophy--what can they teach us? 

Neuropathol Appl Neurobiol, 1991. 17(5): p. 353-63. 

22. Nomura, K., et al., Plasma interleukin-6 is not a mediator of changes in lipoprotein lipase 

activity in cancer patients. Hepatogastroenterology, 1997. 44(17): p. 1519-26. 

23. Wolf, I., et al., Adiponectin, ghrelin, and leptin in cancer cachexia in breast and colon 

cancer patients. Cancer, 2006. 106(4): p. 966-73. 

24. American Cancer Society. How is breast cancer staged? Learn About Cancer  2011 

9/29/2011 [cited 2011 October 09]; Available from: 

http://www.cancer.org/Cancer/BreastCancer/DetailedGuide/breast-cancer-staging. 

25. American Cancer Society. Treatment of stage 0 (non-invasive) breast cancer. Learn 

About Cancer  2011 2011-09-29 [cited 2011 October 9]; Available from: 

http://www.cancer.org/Cancer/BreastCancer/DetailedGuide/breast-cancer-treating-stage0. 

26. American Cancer Society. Treatment of invasive breast cancer, by stage. Learn About 

Cancer  2011 2011-09-29 [cited 2011 October 09]; Available from: 

http://www.cancer.org/Cancer/BreastCancer/DetailedGuide/breast-cancer-treating-by-stage. 

27. Tisdale, M.J., Mechanisms of cancer cachexia. Physiol Rev, 2009. 89(2): p. 381-410. 

28. Vadell, C., et al., Anticachectic efficacy of megestrol acetate at different doses and 

versus placebo in patients with neoplastic cachexia. Am J Clin Oncol, 1998. 21(4): p. 347-51. 

29. Fearon, K.C. and A.G. Moses, Cancer cachexia. Int J Cardiol, 2002. 85(1): p. 73-81. 



 

95 

 

30. Vigano, A., et al., Quality of life and survival prediction in terminal cancer patients: a 

multicenter study. Cancer, 2004. 101(5): p. 1090-8. 

31. Berghmans, T., et al., Paraneoplastic gastroparesis [ABSTRACT]. Revue medicale de 

Bruxelles, 1993. 14(9-10): p. 275-8. 

32. Parrilli, G., et al., Effects of anthracycline therapy on intestinal absorption in patients with 

advanced breast cancer. Cancer Res, 1989. 49(13): p. 3689-91. 

33. Nixon, D.W., Hyperalimentation in the undernourished cancer patient. Cancer Res, 

1982. 42(2 Suppl): p. 727s-728s. 

34. Harvie, M.N., et al., Energy balance in early breast cancer patients receiving adjuvant 

chemotherapy. Breast Cancer Res Treat, 2004. 83(3): p. 201-10. 

35. Harvie, M.N., et al., Energy balance in patients with advanced NSCLC, metastatic 

melanoma and metastatic breast cancer receiving chemotherapy--a longitudinal study. Br J 

Cancer, 2005. 92(4): p. 673-80. 

36. Hennipman, A., et al., Glycolytic enzymes in breast cancer, benign breast disease and 

normal breast tissue. Tumour Biol, 1987. 8(5): p. 251-63. 

37. Hennipman, A., et al., Glycolytic enzyme activities in breast cancer metastases. Tumour 

biology : the journal of the International Society for Oncodevelopmental Biology and Medicine, 

1988. 9(5): p. 241-8. 

38. Gatenby, R.A. and R.J. Gillies, Why do cancers have high aerobic glycolysis? Nat Rev 

Cancer, 2004. 4(11): p. 891-9. 



 

96 

 

39. Xu, R.H., et al., Inhibition of glycolysis in cancer cells: a novel strategy to overcome drug 

resistance associated with mitochondrial respiratory defect and hypoxia. Cancer Res, 2005. 

65(2): p. 613-21. 

40. Yang, D., et al., Impairment of mitochondrial respiration in mouse fibroblasts by 

oncogenic H-RAS(Q61L). Cancer Biol Ther, 2010. 9(2). 

41. Perumal, S.S., P. Shanthi, and P. Sachdanandam, Therapeutic effect of tamoxifen and 

energy-modulating vitamins on carbohydrate-metabolizing enzymes in breast cancer. Cancer 

Chemother Pharmacol, 2005. 56(1): p. 105-14. 

42. Perumal, S.S., P. Shanthi, and P. Sachdanandam, Energy-modulating vitamins--a new 

combinatorial therapy prevents cancer cachexia in rat mammary carcinoma. Br J Nutr, 2005. 

93(6): p. 901-9. 

43. Kumar, S., et al., Interleukin-1 alpha promotes tumor growth and cachexia in MCF-7 

xenograft model of breast cancer. Am J Pathol, 2003. 163(6): p. 2531-41. 

44. Knapp, M.L., et al., Hormonal factors associated with weight loss in patients with 

advanced breast cancer. Ann Clin Biochem, 1991. 28 ( Pt 5): p. 480-6. 

45. Vlassara, H., et al., Reduced plasma lipoprotein lipase activity in patients with 

malignancy-associated weight loss. Horm Metab Res, 1986. 18(10): p. 698-703. 

46. Chlebowski, R.T., et al., Influence of hydrazine sulfate on abnormal carbohydrate 

metabolism in cancer patients with weight loss. Cancer Res, 1984. 44(2): p. 857-61. 

47. Holroyde, C.P., et al., Glucose metabolism in cachectic patients with colorectal cancer. 

Cancer Res, 1984. 44(12 Pt 1): p. 5910-3. 



 

97 

 

48. Morley, J.E., D.R. Thomas, and M.M. Wilson, Cachexia: pathophysiology and clinical 

relevance. Am J Clin Nutr, 2006. 83(4): p. 735-43. 

49. Manzato, E. and G. Romanato, Lipid metabolism in cachexia, in Cachexia and Wasting: 

A Modern Approach, S.D. Anker, et al., Editors. 2006, Springer Milan. p. 191-4. 

50. Argiles, J.M. and F.J. Lopez-Soriano, The role of cytokines in cancer cachexia. Med Res 

Rev, 1999. 19(3): p. 223-48. 

51. Argiles, J.M., et al., The role of cytokines in cancer cachexia. Curr Opin Support Palliat 

Care, 2009. 3(4): p. 263-8. 

52. Singer, C.F., et al., Interleukin-1alpha protein secretion in breast cancer is associated 

with poor differentiation and estrogen receptor alpha negativity. Int J Gynecol Cancer, 2006. 16 

Suppl 2: p. 556-9. 

53. Bhat-Nakshatri, P., et al., NF-kappaB activation and interleukin 6 production in 

fibroblasts by estrogen receptor-negative breast cancer cell-derived interleukin 1alpha. 

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 1998. 

95(12): p. 6971-6. 

54. Benbassat, C.A., et al., Interleukin-1 alpha (IL-1 alpha) and tumor necrosis factor alpha 

(TNF alpha) regulate insulin-like growth factor binding protein-1 (IGFBP-1) levels and mRNA 

abundance in vivo and in vitro. Horm Metab Res, 1999. 31(2-3): p. 209-15. 

55. Tisdale, M.J., Pathogenesis of cancer cachexia. J Support Oncol, 2003. 1(3): p. 159-68. 

56. Kurebayashi, J., et al., Isolation and characterization of a new human breast cancer cell 

line, KPL-4, expressing the Erb B family receptors and interleukin-6. Br J Cancer, 1999. 79(5-6): 

p. 707-17. 



 

98 

 

57. Yamashita, J., et al., Medroxyprogesterone acetate treatment reduces serum interleukin-

6 levels in patients with metastatic breast carcinoma. Cancer, 1996. 78(11): p. 2346-52. 

58. Nishimura, R., et al., An analysis of serum interleukin-6 levels to predict benefits of 

medroxyprogesterone acetate in advanced or recurrent breast cancer. Oncology, 2000. 59(2): 

p. 166-73. 

59. Yamamoto, S., et al., Combined effects of docetaxel and fluoropyrimidines on tumor 

growth and expression of interleukin-6 and thymidine phosphorylase in breast cancer 

xenografts. Cancer Chemother Pharmacol, 2001. 48(4): p. 283-8. 

60. Seruga, B., et al., Cytokines and their relationship to the symptoms and outcome of 

cancer. Nat Rev Cancer, 2008. 8(11): p. 887-99. 

61. Tessitore, L., et al., Leptin expression in colorectal and breast cancer patients. Int J Mol 

Med, 2000. 5(4): p. 421-6. 

62. Tessitore, L., et al., Adipocyte expression and circulating levels of leptin increase in both 

gynaecological and breast cancer patients. Int J Oncol, 2004. 24(6): p. 1529-35. 

63. Fearon, K.C. and T. Preston, Body composition in cancer cachexia. Infusionstherapie, 

1990. 17 Suppl 3: p. 63-6. 

64. Ovesen, L., J. Hannibal, and E.L. Mortensen, The interrelationship of weight loss, dietary 

intake, and quality of life in ambulatory patients with cancer of the lung, breast, and ovary. Nutr 

Cancer, 1993. 19(2): p. 159-67. 

65. Evans, W.J., et al., Cachexia: a new definition. Clin Nutr, 2008. 27(6): p. 793-9. 



 

99 

 

66. Gorselink, M., et al., Mass-dependent decline of skeletal muscle function in cancer 

cachexia. Muscle Nerve, 2006. 33(5): p. 691-3. 

67. van Norren, K., et al., Dietary supplementation with a specific combination of high 

protein, leucine, and fish oil improves muscle function and daily activity in tumour-bearing 

cachectic mice. Br J Cancer, 2009. 100(5): p. 713-22. 

68. Costelli, P., et al., Muscle myostatin signalling is enhanced in experimental cancer 

cachexia. Eur J Clin Invest, 2008. 38(7): p. 531-8. 

69. Rhoads, M.G., et al., Expression of NF-kappaB and IkappaB proteins in skeletal muscle 

of gastric cancer patients. Eur J Cancer, 2010. 46(1): p. 191-7. 

70. Splinter, T.A., Cachexia and cancer: a clinician's view. Ann Oncol, 1992. 3 Suppl 3: p. 

25-7. 

71. Lainscak, M., et al., Cachexia: common, deadly, with an urgent need for precise 

definition and new therapies. Am J Cardiol, 2008. 101(11A): p. 8E-10E. 

72. Bruera, E., et al., Effect of fish oil on appetite and other symptoms in patients with 

advanced cancer and anorexia/cachexia: a double-blind, placebo-controlled study. J Clin Oncol, 

2003. 21(1): p. 129-34. 

73. Hardman, W.E., J. Munoz, Jr., and I.L. Cameron, Role of lipid peroxidation and 

antioxidant enzymes in omega 3 fatty acids induced suppression of breast cancer xenograft 

growth in mice. Cancer Cell Int, 2002. 2(1): p. 10. 

74. Giacosa, A. and M. Rondanelli, Fish oil and treatment of cancer cachexia. Genes Nutr, 

2008. 3(1): p. 25-8. 



 

100 

 

75. Eley, H.L., S.T. Russell, and M.J. Tisdale, Effect of branched-chain amino acids on 

muscle atrophy in cancer cachexia. Biochem J, 2007. 407(1): p. 113-20. 

76. Bozzetti, F., et al., Artificial nutrition in cancer patients: which route, what composition? 

World J Surg, 1999. 23(6): p. 577-83. 

77. Tayek, J.A., et al., Improved protein kinetics and albumin synthesis by branched chain 

amino acid-enriched total parenteral nutrition in cancer cachexia. A prospective randomized 

crossover trial. Cancer, 1986. 58(1): p. 147-57. 

78. Mbalaviele, G., et al., E-cadherin expression in human breast cancer cells suppresses 

the development of osteolytic bone metastases in an experimental metastasis model. Cancer 

Res, 1996. 56(17): p. 4063-70. 

79. Aisner, J., et al., High-dose megestrol acetate for the treatment of advanced breast 

cancer: dose and toxicities. Semin Hematol, 1987. 24(2 Suppl 1): p. 48-55. 

80. Ansfield, F.J., G.J. Kallas, and J.P. Singson, Clinical results with megestrol acetate in 

patients with advanced carcinoma of the breast. Surg Gynecol Obstet, 1982. 155(6): p. 888-90. 

81. Cruz, J.M., et al., Weight changes in women with metastatic breast cancer treated with 

megestrol acetate: a comparison of standard versus high-dose therapy. Semin Oncol, 1990. 

17(6 Suppl 9): p. 63-7. 

82. Tchekmedyian, N.S., N. Tait, and J. Aisner, High-dose megestrol acetate in the 

treatment of postmenopausal women with advanced breast cancer. Semin Oncol, 1986. 13(4 

Suppl 4): p. 20-5. 

83. Tchekmedyian, N.S., et al., High-dose megestrol acetate. A possible treatment for 

cachexia. JAMA, 1987. 257(9): p. 1195-8. 



 

101 

 

84. Kurebayashi, J., et al., Medroxyprogesterone acetate inhibits interleukin 6 secretion from 

KPL-4 human breast cancer cells both in vitro and in vivo: a possible mechanism of the 

anticachectic effect. Br J Cancer, 1999. 79(3-4): p. 631-6. 

85. Strube, A., et al., Sagopilone inhibits breast cancer bone metastasis and bone 

destruction due to simultaneous inhibition of both tumor growth and bone resorption. Clin 

Cancer Res, 2009. 15(11): p. 3751-9. 

86. Hortobagyi, G.N., et al., Oral medroxyprogesterone acetate in the treatment of 

metastatic breast cancer. Breast Cancer Res Treat, 1985. 5(3): p. 321-6. 

87. Aisner, J., et al., Appetite stimulation and weight gain with megestrol acetate. Semin 

Oncol, 1990. 17(6 Suppl 9): p. 2-7. 

88. Paterson, A.H., et al., Comparison of antiestrogen and progestogen therapy for initial 

treatment and consequences of their combination for second-line treatment of recurrent breast 

cancer. Semin Oncol, 1990. 17(6 Suppl 9): p. 52-62. 

89. Schacter, L.P., et al., Overview of hormonal therapy in advanced breast cancer. Semin 

Oncol, 1990. 17(6 Suppl 9): p. 38-46. 

90. Smalley, R.V., R.B. Sigal, and S. Anderson, Front-line hormonal therapy for patients with 

advanced breast cancer: a community oncology research program. Semin Oncol, 1990. 17(6 

Suppl 9): p. 47-51. 

91. Downer, S., et al., A double blind placebo controlled trial of medroxyprogesterone 

acetate (MPA) in cancer cachexia. Br J Cancer, 1993. 67(5): p. 1102-5. 

92. Tchekmedyian, N.S., et al., Appetite stimulation with megestrol acetate in cachectic 

cancer patients. Semin Oncol, 1986. 13(4 Suppl 4): p. 37-43. 



 

102 

 

93. Ansfield, F.J., et al., Further clinical studies with megestrol acetate in advanced breast 

cancer. Cancer, 1976. 38(1): p. 53-5. 

94. Bruera, E., et al., A controlled trial of megestrol acetate on appetite, caloric intake, 

nutritional status, and other symptoms in patients with advanced cancer. Cancer, 1990. 66(6): p. 

1279-82. 

95. Helle, S.I., et al., Effects of treatment with megestrol acetate on the insulin-like growth 

factor system: time and dose dependency. Eur J Cancer, 1999. 35(7): p. 1070-5. 

96. Hamburger, A.W., et al., Megestrol acetate-induced differentiation of 3T3-L1 adipocytes 

in vitro. Semin Oncol, 1988. 15(2 Suppl 1): p. 76-8. 

97. Gold, J., Anabolic profiles in late-stage cancer patients responsive to hydrazine sulfate. 

Nutr Cancer, 1981. 3(1): p. 13-9. 

98. National Cancer Institute. Hydrazine Sulfate (PDQ(R)).  2009 3/12/2009 [cited 2009 31 

December]; Available from: 

http://www.cancer.gov/cancertopics/pdq/cam/hydrazinesulfate/patient/allpages. 

99. Sasaki, A., et al., Angiogenesis inhibitor TNP-470 inhibits human breast cancer 

osteolytic bone metastasis in nude mice through the reduction of bone resorption. Cancer Res, 

1998. 58(3): p. 462-7. 

100. Sasaki, A., et al., Bisphosphonate risedronate reduces metastatic human breast cancer 

burden in bone in nude mice. Cancer Res, 1995. 55(16): p. 3551-7. 

101. Sasaki, A., et al., Experimental bone metastasis model of the oral and maxillofacial 

region. Anticancer Res, 1998. 18(3A): p. 1579-84. 



 

103 

 

102. El-Mabhouh, A.A., et al., Unexpected preferential brain metastases with a human breast 

tumor cell line MDA-MB-231 in BALB/c nude mice. Vet Pathol, 2008. 45(6): p. 941-4. 

103. Kim, U. and M.J. Depowski, Progression from hormone dependence to autonomy in 

mammary tumors as an in vivo manifestation of sequential clonal selection. Cancer Res, 1975. 

35(8): p. 2068-77. 

104. McGeachie, J.K., et al., Age-related changes in replication of myogenic cells in mdx 

mice: Quantitative autoradiographic studies. Journal of the Neurological Sciences, 1993. 119(2): 

p. 169-179. 

105. Burkin, D.J., et al., Enhanced expression of the alpha 7 beta 1 integrin reduces muscular 

dystrophy and restores viability in dystrophic mice. The Journal of cell biology, 2001. 152(6): p. 

1207-18. 

106. Amalfitano, A. and J.S. Chamberlain, The mdx-amplification-resistant mutation system 

assay, a simple and rapid polymerase chain reaction-based detection of the mdx allele. Muscle 

& nerve, 1996. 19(12): p. 1549-53. 

107. Gottardis, M.M., et al., Differential ability of antiestrogens to stimulate breast cancer cell 

(MCF-7) growth in vivo and in vitro. Cancer research, 1989. 49(17): p. 4765-9. 

108. Grange, R.W., et al., Fast-twitch skeletal muscles of dystrophic mouse pups are 

resistant to injury from acute mechanical stress. Am J Physiol Cell Physiol, 2002. 283(4): p. 

C1090-101. 

109. Wolff, A.V., et al., Passive mechanical properties of maturing extensor digitorum longus 

are not affected by lack of dystrophin. Muscle Nerve, 2006. 34(3): p. 304-12. 



 

104 

 

110. Wolff, A.V., et al., Passive mechanical properties of maturing extensor digitorum longus 

are not affected by lack of dystrophin. Muscle & nerve, 2006. 34(3): p. 304-12. 

111. Kelmenson, P., C57BL/10ScSnJ breeding info., Ticket # 00229989, M.P. Meaney, 

Editor. 2011. 

112. Emery, A.E.H., Population frequencies of inherited neuromuscular diseases--A world 

survey. Neuromuscular Disorders, 1991. 1(1): p. 19-29. 

113. Prevalence of Duchenne/Becker muscular dystrophy among males aged 5-24 years - 

four states, 2007. MMWR Morb Mortal Wkly Rep, 2009. 58(40): p. 1119-22. 

114. Dooley, J., et al., Duchenne muscular dystrophy: a 30-year population-based incidence 

study. Clin Pediatr (Phila), 2010. 49(2): p. 177-9. 

115. Palmieri, B., J.P. Tremblay, and L. Daniele, Past, present and future of myoblast 

transplantation in the treatment of Duchenne muscular dystrophy. Pediatr Transplant, 2010. 

14(7): p. 813-9. 

116. James, J., et al., Electrocardiographic abnormalities in very young Duchenne muscular 

dystrophy patients precede the onset of cardiac dysfunction. Neuromuscular Disorders, 2011. 

21(7): p. 462-467. 

117. Aartsma-Rus, A., J.T. den Dunnen, and G.-J.B. van Ommen, New insights in gene-

derived therapy: the example of Duchenne muscular dystrophy. Annals of the New York 

Academy of Sciences, 2010. 1214(1): p. 199-212. 

118. Nakamura, A. and S. Takeda, Mammalian models of Duchenne Muscular Dystrophy: 

pathological characteristics and therapeutic applications. J Biomed Biotechnol, 2011. 2011: p. 

184393. 



 

105 

 

119. Spurney, C.F., Cardiomyopathy of duchenne muscular dystrophy: Current understanding 

and future directions. Muscle & nerve, 2011. 44(1): p. 8-19. 

120. Willmann, R., et al., Enhancing translation: Guidelines for standard pre-clinical 

experiments in mdx mice. Neuromuscular Disorders. In Press, Corrected Proof. 

121. Bushby, K.M., A. Hill, and J.G. Steele, Failure of early diagnosis in symptomatic 

Duchenne muscular dystrophy. Lancet, 1999. 353(9152): p. 557-8. 

122. Allen, D.G. and N.P. Whitehead, Duchenne muscular dystrophy--what causes the 

increased membrane permeability in skeletal muscle? Int J Biochem Cell Biol, 2011. 43(3): p. 

290-4. 

123. DMD dystrophin [ Homo sapiens ]. Gene  July 11, 2011 [cited 2011 July 13]; Available 

from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1756. 

124. Leroy-Willig, A., et al., Body composition determined with MR in patients with Duchenne 

muscular dystrophy, spinal muscular atrophy, and normal subjects. Magn Reson Imaging, 1997. 

15(7): p. 737-44. 

125. Davidson, Z.E. and H. Truby, A review of nutrition in Duchenne muscular dystrophy. J 

Hum Nutr Diet, 2009. 22(5): p. 383-93. 

126. Rothwell, N.J. and M.J. Stock, Modification of body composition by clenbuterol in normal 

and dystrophic (mdx) mice. Bioscience reports, 1985. 5(9): p. 755-60. 

127. Levine, J.A., Measurement of energy expenditure. Public Health Nutr, 2005. 8(7A): p. 

1123-32. 



 

106 

 

128. Powers, S.K. and E.T. Howley, Estimation of fuel utilization during exercise, in Exercise 

physiology: theory and application to fitness and performance, M. Ryan, Editor. 2009, McGraw-

Hill: Boston, MA. p. 59-60. 

129. Murphy, K.P., Janeway's immunobiology. 8 ed. 2011, New York, NY: Garland Science, 

Taylor & Francis Group, LLC. 

130. The Jackson Laboratory, Strain Name: C57BL/10ScSn-Dmdmdx/J. 2011. 

131. Dupont-Versteegden, E.E., et al., Does muscular dystrophy affect metabolic rate? A 

study in mdx mice. J Neurol Sci, 1994. 121(2): p. 203-7. 

132. TSE Systems International Group, Phenomaster/Labmaster Automated Phenotyping. 

2010: Chesterfield, MO. 

133. Centers for Disease Control and Prevention. Duchenne/Becker Muscular Dystrophy 

(DBMD). Single Gene Disorders and Disability (SGDD)   [cited 2011 July 23]; Available from: 

http://www.cdc.gov/ncbddd/duchenne/. 

134. Moser, H., Duchenne muscular dystrophy: pathogenetic aspects and genetic prevention. 

Hum Genet, 1984. 66(1): p. 17-40. 

135. Markert, C.D., et al., Exercise and Duchenne muscular dystrophy: toward evidence-

based exercise prescription. Muscle & nerve, 2011. 43(4): p. 464-78. 

136. Willmann, R., et al., Mammalian animal models for Duchenne muscular dystrophy. 

Neuromuscul Disord, 2009. 19(4): p. 241-9. 



 

107 

 

137. Banks, G.B. and J.S. Chamberlain, The value of mammalian models for duchenne 

muscular dystrophy in developing therapeutic strategies. Curr Top Dev Biol, 2008. 84: p. 431-

53. 

138. Reimers, C.D., et al., Calf enlargement in neuromuscular diseases: a quantitative 

ultrasound study in 350 patients and review of the literature. J Neurol Sci, 1996. 143(1-2): p. 46-

56. 

139. Beck, A.J., et al., Differential requirement for utrophin in the induced pluripotent stem cell 

correction of muscle versus fat in muscular dystrophy mice. PLoS One, 2011. 6(5): p. e20065. 

140. Marden, F.A., et al., Compositional analysis of muscle in boys with Duchenne muscular 

dystrophy using MR imaging. Skeletal Radiol, 2005. 34(3): p. 140-8. 

141. Hakim, C.H., R.W. Grange, and D. Duan, The passive mechanical properties of the 

extensor digitorum longus muscle are compromised in 2- to 20-mo-old mdx mice. J Appl 

Physiol, 2011. 110(6): p. 1656-63. 

142. Lowe, D.A., et al., Molecular and cellular contractile dysfunction of dystrophic muscle 

from young mice. Muscle & nerve, 2006. 34(1): p. 92-100. 

143. Hayes, A. and D.A. Williams, Long-term clenbuterol administration alters the isometric 

contractile properties of skeletal muscle from normal and dystrophin-deficient mdx mice. Clin 

Exp Pharmacol Physiol, 1994. 21(10): p. 757-65. 

144. McDonald, C.M., et al., Profiles of neuromuscular diseases. Duchenne muscular 

dystrophy. Am J Phys Med Rehabil, 1995. 74(5 Suppl): p. S70-92. 

145. Willig, T.N., et al., Nutritional assessment in Duchenne muscular dystrophy. Dev Med 

Child Neurol, 1993. 35(12): p. 1074-82. 



 

108 

 

146. McDonald, C.M., et al., Body composition and water compartment measurements in 

boys with Duchenne muscular dystrophy. Am J Phys Med Rehabil, 2005. 84(7): p. 483-91. 

147. Edmonds, C.J., et al., Total body potassium and water, and exchangeable sodium, in 

muscular dystrophy. Clin Sci (Lond), 1985. 68(4): p. 379-85. 

148. Stillwell, E., et al., Blastocyst injection of wild type embryonic stem cells induces global 

corrections in mdx mice. PLoS One, 2009. 4(3): p. e4759. 

149. Montgomery, E., et al., Muscle-bone interactions in dystrophin-deficient and myostatin-

deficient mice. Anat Rec A Discov Mol Cell Evol Biol, 2005. 286(1): p. 814-22. 

150. Dupont-Versteegden, E.E., et al., Elevated levels of albumin in soleus and diaphragm 

muscles of mdx mice. Proc Soc Exp Biol Med, 1996. 213(3): p. 281-6. 

151. Mokhtarian, A., et al., Components of energy expenditure in the mdx mouse model of 

Duchenne muscular dystrophy. Pflugers Arch, 1996. 431(4): p. 527-32. 

152. Shimizu-Fujiwara, M., et al., Decreased resting energy expenditure in patients with 

Duchenne muscular dystrophy. Brain Dev, 2011. 

153. Hogan, S.E., Body composition and resting energy expenditure of individuals with 

Duchenne and Becker muscular dystrophy. Can J Diet Pract Res, 2008. 69(4): p. 208-12. 

154. Gonzalez-Bermejo, J., et al., Resting energy expenditure in Duchenne patients using 

home mechanical ventilation. Eur Respir J, 2005. 25(4): p. 682-7. 

155. Zanardi, M.C., et al., Body composition and energy expenditure in Duchenne muscular 

dystrophy. Eur J Clin Nutr, 2003. 57(2): p. 273-8. 



 

109 

 

156. Satomura, S., et al., Paradoxical weight loss with extra energy expenditure at brown 

adipose tissue in adolescent patients with Duchenne muscular dystrophy. Metabolism, 2001. 

50(10): p. 1181-5. 

157. Hankard, R., et al., Resting energy expenditure and energy substrate utilization in 

children with Duchenne muscular dystrophy. Pediatr Res, 1996. 40(1): p. 29-33. 

158. Shimizu-Fujiwara, M., et al., Decreased resting energy expenditure in patients with 

Duchenne muscular dystrophy. Brain and Development. In Press, Corrected Proof. 

159. Landisch, R.M., et al., Adaptive and nonadaptive responses to voluntary wheel running 

by mdx mice. Muscle & nerve, 2008. 38(4): p. 1290-303. 

160. Muntoni, F., et al., Muscular weakness in the mdx mouse. J Neurol Sci, 1993. 120(1): p. 

71-7. 

161. Sockolov, R., et al., Exercise performance in 6-to-11-year-old boys with Duchenne 

muscular dystrophy. Arch Phys Med Rehabil, 1977. 58(5): p. 195-201. 

162. Carnwath, J.W. and D.M. Shotton, Muscular dystrophy in the mdx mouse: 

histopathology of the soleus and extensor digitorum longus muscles. J Neurol Sci, 1987. 80(1): 

p. 39-54. 

163. Zhou, L., et al., Temporal and spatial mRNA expression patterns of TGF-beta1, 2, 3 and 

TbetaRI, II, III in skeletal muscles of mdx mice. Neuromuscul Disord, 2006. 16(1): p. 32-8. 

164. Kumar, A. and A.M. Boriek, Mechanical stress activates the nuclear factor-kappaB 

pathway in skeletal muscle fibers: a possible role in Duchenne muscular dystrophy. The FASEB 

journal : official publication of the Federation of American Societies for Experimental Biology, 

2003. 17(3): p. 386-96. 



 

110 

 

165. Porter, J.D., et al., A chronic inflammatory response dominates the skeletal muscle 

molecular signature in dystrophin-deficient mdx mice. Hum Mol Genet, 2002. 11(3): p. 263-72. 

166. Pescatori, M., et al., Gene expression profiling in the early phases of DMD: a constant 

molecular signature characterizes DMD muscle from early postnatal life throughout disease 

progression. The FASEB journal : official publication of the Federation of American Societies for 

Experimental Biology, 2007. 21(4): p. 1210-26. 

167. Rufo, A., et al., Mechanisms inducing low bone density in duchenne muscular dystrophy 

in mice and humans. J Bone Miner Res, 2011. 26(8): p. 1891-903. 

168. Chahbouni, M., et al., Melatonin treatment normalizes plasma pro-inflammatory 

cytokines and nitrosative/oxidative stress in patients suffering from Duchenne muscular 

dystrophy. J Pineal Res, 2010. 48(3): p. 282-9. 

169. Cittadini, A., et al., A preliminary randomized study of growth hormone administration in 

Becker and Duchenne muscular dystrophies. Eur Heart J, 2003. 24(7): p. 664-72. 

170. Fang, J., G.P. Shi, and P.L. Vaghy, Identification of the increased expression of 

monocyte chemoattractant protein-1, cathepsin S, UPIX-1, and other genes in dystrophin-

deficient mouse muscles by suppression subtractive hybridization. J Cell Biochem, 2000. 79(1): 

p. 164-72. 

171. Peake, J.M., et al., Plasma cytokine changes in relation to exercise intensity and muscle 

damage. Eur J Appl Physiol, 2005. 95(5-6): p. 514-21. 

172. Nieman, D.C., et al., Muscle damage is linked to cytokine changes following a 160-km 

race. Brain Behav Immun, 2005. 19(5): p. 398-403. 



 

111 

 

173. Fain, J.N., Release of interleukins and other inflammatory cytokines by human adipose 

tissue is enhanced in obesity and primarily due to the nonfat cells. Vitam Horm, 2006. 74: p. 

443-77. 

174. Krishnaswamy, G., et al., Human endothelium as a source of multifunctional cytokines: 

molecular regulation and possible role in human disease. J Interferon Cytokine Res, 1999. 

19(2): p. 91-104. 

175. Cavaillon, J.M., Cytokines and macrophages. Biomed Pharmacother, 1994. 48(10): p. 

445-53. 

176. Entabi, F., et al., Hind limb ischemia-reperfusion in the leptin receptor deficient (db/db) 

mouse. J Surg Res, 2007. 139(1): p. 97-105. 

177. Crawford, R.S., et al., Postischemic poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibition 

reduces ischemia reperfusion injury in a hind-limb ischemia model. Surgery, 2010. 148(1): p. 

110-8. 

178. Mentink-Kane, M.M., et al., Accelerated and Progressive and Lethal Liver Fibrosis in 

Mice that Lack Interleukin (IL)-10, IL-12p40, and IL-13Ralpha2. Gastroenterology, 2011. 

179. Losasso, C., et al., Anomalous dystroglycan in carcinoma cell lines. FEBS Lett, 2000. 

484(3): p. 194-8. 

180. Muschler, J., et al., A role for dystroglycan in epithelial polarization: loss of function in 

breast tumor cells. Cancer Res, 2002. 62(23): p. 7102-9. 

181. Singh, J., et al., Proteolytic enzymes and altered glycosylation modulate dystroglycan 

function in carcinoma cells. Cancer Res, 2004. 64(17): p. 6152-9. 



 

112 

 

182. de Bernabe, D.B., et al., Loss of alpha-dystroglycan laminin binding in epithelium-

derived cancers is caused by silencing of LARGE. J Biol Chem, 2009. 284(17): p. 11279-84. 

183. Bao, X., et al., Tumor suppressor function of laminin-binding alpha-dystroglycan requires 

a distinct beta3-N-acetylglucosaminyltransferase. Proceedings of the National Academy of 

Sciences of the United States of America, 2009. 106(29): p. 12109-14. 

184. Henry, M.D., M.B. Cohen, and K.P. Campbell, Reduced expression of dystroglycan in 

breast and prostate cancer. Hum Pathol, 2001. 32(8): p. 791-5. 

185. Cross, S.S., et al., Expression of beta-dystroglycan is reduced or absent in many human 

carcinomas. Histopathology, 2008. 53(5): p. 561-6. 

186. The Jackson Laboratory, Fundamentals of Mouse Reproduction, in Breeding Strategies 

for Maintaining Colonies of Laboratory Mice: A Jackson Laboratory Resource Manual, R. 

Lambert, Editor. 2009: Bar Harbor, ME. p. 2-3. 

187. Frisard, M.I., et al., Toll-like receptor 4 modulates skeletal muscle substrate metabolism. 

American journal of physiology. Endocrinology and metabolism, 2010. 298(5): p. E988-98. 

188. Dobrzanski, M.J., et al., CD8-mediated type 1 antitumor responses selectively modulate 

endogenous differentiated and nondifferentiated T cell localization, activation, and function in 

progressive breast cancer. J Immunol, 2006. 177(11): p. 8191-201. 

189. Romio, M., et al., Extracellular purine metabolism and signaling of CD73-derived 

adenosine in murine Treg and Teff cells. Am J Physiol Cell Physiol, 2011. 301(2): p. C530-9. 

190. Eubank, T.D., et al., Granulocyte macrophage colony-stimulating factor inhibits breast 

cancer growth and metastasis by invoking an anti-angiogenic program in tumor-educated 

macrophages. Cancer Res, 2009. 69(5): p. 2133-40. 



 

113 

 

191. Tjomsland, V., et al., Interleukin 1alpha sustains the expression of inflammatory factors 

in human pancreatic cancer microenvironment by targeting cancer-associated fibroblasts. 

Neoplasia, 2011. 13(8): p. 664-75. 

192. IL1A interleukin 1, alpha [ Homo sapiens ]. NCBI Gene  2011  [cited 2011 September, 

12]; Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezproxy.lib.vt.edu:8080/gene/3552. 

193. Nozaki, S., G.W. Sledge, Jr., and H. Nakshatri, Cancer cell-derived interleukin 1alpha 

contributes to autocrine and paracrine induction of pro-metastatic genes in breast cancer. 

Biochem Biophys Res Commun, 2000. 275(1): p. 60-2. 

194. IL5 interleukin 5 (colony-stimulating factor, eosinophil) [ Homo sapiens ]. NCBI Gene  

2011  [cited 2011 September 12]; Available from: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezproxy.lib.vt.edu:8080/gene/3567. 

195. Jiang, X.P., et al., Down-regulation of Expression of Interleukin-6 and its Receptor 

Results in Growth Inhibition of MCF-7 Breast Cancer Cells. Anticancer Res, 2011. 31(9): p. 

2899-906. 

196. Voss, M.J., et al., Luminal and basal-like breast cancer cells show increased migration 

induced by hypoxia, mediated by an autocrine mechanism. BMC Cancer, 2011. 11: p. 158. 

197. Wang, J., et al., Skewing the Balance of Regulatory T-cells and T-helper 17 Cells in 

Breast Cancer Patients. J Int Med Res, 2011. 39(3): p. 691-701. 

198. IL17A interleukin 17A [ Homo sapiens ]. NCBI Gene  2011  [cited 2011 September 12]; 

Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezproxy.lib.vt.edu:8080/gene/3605. 

199. Das Roy, L., et al., Breast-cancer-associated metastasis is significantly increased in a 

model of autoimmune arthritis. Breast Cancer Res, 2009. 11(4): p. R56. 



 

114 

 

200. Rivas, M.A., et al., TNF alpha acting on TNFR1 promotes breast cancer growth via 

p42/P44 MAPK, JNK, Akt and NF-kappa B-dependent pathways. Exp Cell Res, 2008. 314(3): p. 

509-29. 

201. Azmy, I.A., et al., Role of tumour necrosis factor gene polymorphisms (-308 and -238) in 

breast cancer susceptibility and severity. Breast Cancer Res, 2004. 6(4): p. R395-400. 

202. Qian, B.Z., et al., CCL2 recruits inflammatory monocytes to facilitate breast-tumour 

metastasis. Nature, 2011. 475(7355): p. 222-5. 

203. Soria, G. and A. Ben-Baruch, The inflammatory chemokines CCL2 and CCL5 in breast 

cancer. Cancer Lett, 2008. 267(2): p. 271-85. 

204. Karnoub, A.E., et al., Mesenchymal stem cells within tumour stroma promote breast 

cancer metastasis. Nature, 2007. 449(7162): p. 557-63. 

205. Faget, J., et al., Early detection of tumor cells by innate immune cells leads to Treg 

recruitment through CCL22 production by tumor cells. Cancer Res, 2011. 

206. Halpern, J.L., A. Kilbarger, and C.C. Lynch, Mesenchymal stem cells promote mammary 

cancer cell migration in vitro via the CXCR2 receptor. Cancer Lett, 2011. 308(1): p. 91-9. 

207. CCL1 chemokine (C-C motif) ligand 1 [ Homo sapiens ]. NCBI Gene  2011  [cited 2011 

September 12]; Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezproxy.lib.vt.edu:8080/gene/6346. 

208. Neumeier, M., et al., Adiponectin stimulates release of CCL2, -3, -4 and -5 while the 

surface abundance of CCR2 and -5 is simultaneously reduced in primary human monocytes. 

Cytokine, 2011. 



 

115 

 

209. CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2 [ Homo sapiens ]. NCBI Gene  2011  [cited 2011; 

Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezproxy.lib.vt.edu:8080/gene/6347. 

210. Libreros, S., et al., Induction of proinflammatory mediators by CHI3L1 is reduced by 

chitin treatment: Decreased tumor metastasis in a breast cancer model. Int J Cancer, 2011. 

211. Fujimoto, H., et al., Stromal MCP-1 in mammary tumors induces tumor-associated 

macrophage infiltration and contributes to tumor progression. Int J Cancer, 2009. 125(6): p. 

1276-84. 

212. CCL5 chemokine (C-C motif) ligand 5 [ Homo sapiens ]. NCBI Gene  2011  [cited 2011 

September 12]; Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezproxy.lib.vt.edu:8080/gene/6352. 

213. Aldinucci, D., et al., IRF4 silencing inhibits Hodgkin lymphoma cell proliferation, survival 

and CCL5 secretion. Br J Haematol, 2011. 152(2): p. 182-90. 

214. Mi, Z., et al., Osteopontin promotes CCL5-mesenchymal stromal cell-mediated breast 

cancer metastasis. Carcinogenesis, 2011. 32(4): p. 477-87. 

215. CCL17 chemokine (C-C motif) ligand 17 [ Homo sapiens ]. NCBI Gene  2011  [cited 

2011 September 12]; Available from: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezproxy.lib.vt.edu:8080/gene/6361. 

216. Katakura, T., et al., CCL17 and IL-10 as effectors that enable alternatively activated 

macrophages to inhibit the generation of classically activated macrophages. J Immunol, 2004. 

172(3): p. 1407-13. 

217. Olkhanud, P.B., et al., Breast cancer lung metastasis requires expression of chemokine 

receptor CCR4 and regulatory T cells. Cancer Res, 2009. 69(14): p. 5996-6004. 



 

116 

 

218. Li, J.Y., et al., The chemokine receptor CCR4 promotes tumor growth and lung 

metastasis in breast cancer. Breast Cancer Res Treat, 2011. 

219. CCL22 chemokine (C-C motif) ligand 22 [ Homo sapiens ]. NCBI Gene  2011  [cited 

2011 September 12]; Available from: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezproxy.lib.vt.edu:8080/gene/6367. 

220. Mailloux, A.W., A.M. Clark, and M.R. Young, NK depletion results in increased CCL22 

secretion and Treg levels in Lewis lung carcinoma via the accumulation of CCL22-secreting 

CD11b+CD11c+ cells. Int J Cancer, 2010. 127(11): p. 2598-611. 

 

   



 

117 

 

 

Appendices	

Appendix	A:	Annotated	list	of	figures	
 

Figure 1: Metabolic changes in BC cachexia 

BC cachexia is associated with systemic alterations in macronutrient metabolism. This figure summarizes 

the changes  in markers of carbohydrate,  lipid, and protein metabolism that have been reported  in the 

tissues of patients and/or rodents with BC. 

↑ increased, ↓ decreased, ↔ not different, NR no informaƟon available 

Figure 2: BC cachexia associated cytokines 

Cytokines IL‐1α, TNF‐α, and IL‐6 appear to induce cachexia in BC. The mechanisms by which they exert 

their effects has not been studied in BC specifically, but may be similar to those reported in other types 

of cachexia. Arrow head: stimulates, Closed circle: inhibits. 

Figure 3: IL‐1α mechanism of action 

The mechanism of action for IL‐1α has not been studied in BC cachexia specifically. However, research in 

other  types of cachexia  suggests  that  it may  induce cachexia by promoting  the ubiquitin proteasome 

pathway,  inhibiting the  IGF‐1 pathway, or  inhibiting  lipoprotein  lipase activity. Arrow head: stimulates, 

Closed circle: inhibits. 

Figure 4: IL‐6 mechanism of action 
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The mechanism of action  for  IL‐6 has not been  studied  in BC  cachexia  specifically. Research  in other 

types of cachexia suggests that may induce an acute phase response, thereby depleting the pool of AAs 

necessary for protein synthesis. Arrow head: stimulates, Closed circle: inhibits. 

Figure 5: TNF‐alpha mechanism of action 

TNF‐α is thought to induce cachexia via a number of mechanisms. However, these mechanisms have not 

been studied specifically in BC. Arrow head: stimulates, Closed circle: inhibits. 

Figure 6: Utrophin content 

Utrophin expression  in human and murine mammary epithelial cell and human and murine mammary 

adenocarcinoma  lysates. Utrophin was expressed  in human, but not murine, cell  lines. Expression was 

depressed in the human mammary adenocarcinoma cell line compared to the non‐tumorigenic control. 

Figure 7: EGFR content 

Tumor EGFR and Her2 content was not affected by genotype. (n=4‐7 tumors/group).  

Black solid: BL/10, Grey solid: mdx. 

Figure 8: Body mass 

The body mass of mdx mice was greater  than  that of BL/10 mice at all  time points. At  the 6 wk  time 

point, the body mass of MY6 was greater than that of MN6. Black solid: 10N6, Black striped: 10Y6, Grey 

solid: MN6,  Grey  striped: MY6.  (n=2‐11 mice/group)  (B)  The  presence  of  BC was  associated with  a 

greater body mass gain in mdx mice. Change in body mass was not affected by presence of BC in BL/10 

mice. Black  solid: with BC, Grey  solid: without  tumor.  (n=8‐11 mice/group). * different  from 10N6, † 

different from 10Y6, § different from MN6. 
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Figure 9: EDL contractile properties 

(A) EDL stress frequency curve. An interaction between treatment group and stimulation frequency was 

observed. At stimulation frequencies of 1‐100 Hz, MN6 and MY6 EDLs produced  less stress than those 

from 10N6. There was no difference among groups at 150 Hz.* MN6 and MY6 different from 10N6, † 

MN6 different  from 10Y6, § MY6 different  from 10Y6.  (B) EDL  fatigue profile. An  interaction between 

treatment group and time was observed. * MN6 and MY6 different from 10N6, † 10Y6 different from 

10N6. (C) EDL recovery profile. An interaction between treatment group and time was observed. * MN6 

and MY6 different from 10N6 and 10Y6, † MN6 and MY6 different from 10Y6 and MY6 different from 

10N6, § MN6 different from 10N6 and MY6 different from 10N6 and 10Y6.  

(n=11‐18 muscles/group) Black solid: 10N6, Black striped: 10Y6, Grey solid: MN6, Grey striped: MY6. 

Figure 10: Tumor formation success rate and time to euthanasia 

(A) The development of tumors was  less frequent at  injection sites on mdx mice than at  injection sites 

on BL/10 mice at most time points. (n=8‐36 tumors/genotype). (B) Because of excessive tumor burden 

and/or tumor ulceration, tumor bearing BL/10 mice needed to be euthanized earlier than tumor bearing 

mdx mice. (n=8 mice/genotype.  

Black: BL/10, Grey: mdx, * different from mdx. 

Figure 11: Tumor surface area and mass 

(A) An interaction between time and genotype on TSA was observed. Post‐hoc analyses suggest that TSA 

is greater  in BL/10 mice compared to mdx mice at weeks 1, 2, 3 and 5. (n=8‐36 tumors/genotype). (B) 

When injection sites that failed to form tumors were removed from calculation, there was no difference 

in  average  TSA  between  genotypes.  (n=7‐36  tumors/genotype).  (C)  After  6 weeks  of  tumor  growth, 
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there was no difference  in  tumor mass between BL/10 and mdx mice.  (n=7‐9 mice/group).  (D) When 

expressed as a per cent of body mass, there was a trend for tumor mass to be less in mdx compared to 

BL/10 mice. (n=7‐9 mice/group).  

Black solid: BL/10, Grey Solid: mdx * different from BL/10. 

Figure 12: Cytokine profiles 

Ratios of select cytokines in pooled (n=5 mice/group) tumor homogenates. (A) There was no difference 

in  cytokine  plasma  content  between MY3  and  6Y3.  (B)  There was  no  difference  in  cytokine  plasma 

content between MY6 and 10Y6. (C) Plasma content of IFN‐γ, IL‐6, CCL2, and CCL5 decreased over time 

in  tumor‐bearing mdx mice. Plasma  content of  IL‐1β did not  change over  time. * greater  than 2‐fold 

difference. 

Figure 13: Effect of plasma on cell growth 

E0771 cells were treated with pooled plasma (1% in DMEM) from each treatment group. After 48 hrs of 

treatment, there was no difference in cell number among groups. (n=5 replicates; P=0.4337) 

Figure 14: Plasma creatine kinase activity 

At  the  3 wk  time point, plasma  creatine  kinase was  greater  in mdx mice  than  in BL/6 mice.  Plasma 

creatine kinase activity was not affected by  the presence of BC  in any genotype or at any  time point. 

(n=0‐8 mice/genotype)  

Striped: w/o BC, Solid: w/ BC, Grey: 3 wk Black: 6 wk 

Figure 15: Cytokine profiles 
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Ratios of select cytokines in pooled (n=5 mice/group) plasma samples. (A) IL‐5 content was greater, and 

IL‐6, IL‐12p70, CCL2, and CCL5 content was lower in 6Y3 plasma compared to 6N3 plasma. (B) Plasma IL‐

6 and CCL2 content was greater  in MN3 plasma compared to 6N3. (C) Plasma IL‐6, IL‐12p70, and CCL2 

content was greater  in MY3 compared  to MN3.  (D)  IL‐5 and  IL‐6 content was greater while CCL2 and 

CCL5 content was lower in MY3 plasma compared to 6Y3 plasma. * greater than 2‐fold difference. 

Figure 16: Cytokine profiles 

Ratios of select cytokines  in pooled  (n=5 mice/group) plasma samples.  (A)  IL‐6 and CCL2 content was 

greater 10Y6 plasma  compared  to 10N6 plasma.  (B) Plasma  IL‐6  content was greater  in MN6 plasma 

compared  to 10N6.  (C) Plasma  IFN‐γ,  IL‐6, CCL2, and CCL5  content was greater  in MY6  compared  to 

MN6. (D) IFN‐γ and IL‐6 content was greater in MY6 plasma compared to 10Y6 plasma. * greater than 2‐

fold difference. 

Figure 17: Timeline 

dpt: days post tumor injection 

Figure 18: Body mass 

(A) The body mass of MDX5‐9 was greater than CON5‐9 at 9 wk of age. (B) The body mass of MDX6‐13 

was greater than CON6‐13 at 7 to 13 wk of age. (C) The ADG from 6 to 9 wk of age was greater in mdx 

mice than in BL/10 mice. 

Black solid: CON, gray solid: MDX, *genotype difference (P<0.05). 

Figure 19: Body composition 
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(A)  A  genotype  effect  (mdx>BL/10)  on %  lean mass was  observed  for  SET5‐9.  (B) %  lean mass was 

greater  in MDX6‐13  than  in CON6‐13 at 6, 7, 8, 9, 10, 12, and 13 wk, but not at 11 wk.  (C) Genotype 

(mdx<BL/10) and age effects on % fat mass were observed in SET5‐9. (D) % fat mass was lower in MDX6‐

13 than in CON6‐13 at all time points. (E) A genotype effect (mdx>BL/10) on % fluid mass was observed 

for SET5‐9. (F) A genotype effect (mdx>BL/10) on % fluid mass was observed for SET6‐13.  

Black solid line: BL/10, gray solid line: mdx, *genotype difference (P<0.05). 

Figure 20: Horizontal cage activity 

(A) As expected, cage activity in the horizontal plane was greater during the dark phase than during the 

light phase in 9‐wk‐old mice (P=0.0048). (B) An interaction effect (genotype x phase) on horizontal cage 

activity was observed  in 11‐wk‐old mice  (P=0.0426), but post‐hoc analyses did not  reveal differences 

among groups. 

Black solid: CON, Black striped: MDX, † phase effect 

Figure 21: Vertical cage activity 

(A)  Independent of phase, cage activity  in  the vertical plane was  lower  in 9‐wk‐old mdx mice  than  in 

BL/10 mice. (B) An interaction effect (genotype x phase) on vertical cage activity was observed in 11‐wk‐

old mice. Post hoc analyses  revealed  that  cage activity  in  the vertical plane was greater  in mdx mice 

during both phases 

Black  solid:  CON,  Black  striped:  MDX,  *mdx  different  from  age‐matched  controls,  †  phase  effect 

(P<0.05). 

Figure 22: Relative cytokine/chemokine content 
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Plasma IL‐6, CXCL1, and CCL2 were greater in MDX5‐9 and MDX6‐13 than in respective controls. Plasma 

GM‐CSF  and  IL‐12p70 were  lower  in MDX5‐9  compared  to  CON5‐9.  Gray  solid  bar:  Plasma  analyte 

content in MDX5‐9 relative to CON5‐9, Gray striped bar: Plasma analyte content in MDX6‐13 relative to 

CON6‐13 

Figure 23: Timeline 

dpt: days post tumor injection 

Figure 24: Body mass 

(A)  In SET5‐9,  tumor presence was associated with an  increased body mass at 27 dpt only.  (B) Tumor 

presence did not affect body mass at any time point in SET6‐13. (C) When adjusted for tumor mass, the 

effect of tumor presence on body mass at 27 dpt in SET5‐9 was lost. 

Values  are mean  ±  SEM;  α=0.05. Black: BL/10. Grey: mdx.  Solid:  tumor‐free. Dashed/striped:  tumor‐

bearing. * genotype effect. † tumor effect. 

Figure 25: Body composition 

(A)  In SET5‐9, %  lean mass was affected by tumor presence at 15 dpt only. (B)Tumor presence had no 

effect on %  lean mass at  any  time point  in  SET6‐13.  (C)  In  SET5‐9, %  fat mass was greater  in  tumor 

bearing mice at 1 dpt only. (D) In SET9‐13, % fat mass was not affected by tumor presence at any time 

point.  (E)  In SET5‐9,  tumor presence was associated with a greater %  fluid mass at 27 dpt only.  (F)In 

SET9‐13, tumor presence was associated with a greater % fluid mass at 5 dpt only.  

Values  are mean  ±  SEM;  α=0.05. Black: BL/10. Grey: mdx.  Solid:  tumor‐free. Dashed/striped:  tumor‐

bearing. * genotype effect. † tumor effect. ‡ InteracƟon effect (genotype x tumor). 
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Figure 26: Cytokine profile 

(A) In the younger set of mice, the presence of BC in BL/10 mice had a greater effect on plasma content 

of IL‐17, CCL2, and CXCL1 than the presence of BC in mdx mice. The presence of BC had a greater effect 

on plasma GM‐CSF and CCL17 in mdx mice than the presence of BC in BL/10 mice. (B) In the older set of 

mice, the presence of BC in BL/10 mice had a greater effect on plasma content of IL‐1α, IL‐6, CCL2, and 

CCL22 than the presence of BC in mdx mice. 

Black solid: Analyte content of CON+T relative to CON. Grey solid: Analyte content of MDX+T relative to 

MDX. * greater than two fold difference between black bar and grey bar. 
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Appendix	B:	Chapter	4	raw	data	and	statistics	

Environmental	conditions:	Temperature	

Raw	data	
Day  AM Temp 

(°C) 
PM 
Temp 
(°C) 

Comments

SET5‐9 
‐7  21  22  SET5‐9 arrived at facility
‐6  21  21   
‐5  21     
‐4  21     
‐3  21  22   
‐2  21  21   
‐1  21  21   
0  21  21  SET5‐9 E0771 cell injection
1  21  21   
2  21     
3  21     
4  21  21   
5  21  21   
6  21  22   
7  21  21   
8  21  21   
9  21     
10  21     
11  21     
12  21  21   
13  21  21   
14  21  22   
15  21  21   
16  21     
17  21     
18  21  21   
19  21  21   
20  21  22   
21  21  21   
22  21  21   
23  21     
24  21     
25  22  21   
26  21  21   
27  22  21   
28  21  21  SET5‐9 euthanized
29  21  21  SET5‐9 euthanized
SET6‐13 
‐29  21  21  SET6‐13 arrived at facility
‐28  21  21   
‐27  20     
‐26  21     
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Day  AM Temp 
(°C) 

PM 
Temp 
(°C) 

Comments

‐25  21  21   
‐24  21  21   
‐23  21  21   
‐22  21  21   
‐21  21     
‐20  21     
‐19  20     
‐18  21  21   
‐17  21  21   
‐16  21  21   
‐15  21  21   
‐14  21  21   
‐13  20     
‐12  20     
‐11  20  21   
‐10  19  21   
‐9  21  21   
‐8  21     
‐7  21  21   
‐6  21     
‐5  21     
‐4  21  21   
‐3  21  21   
‐2  21  21   
‐1  21  21   
0  21  21  SET6‐13 E0771 cell injection
1  21     
2  21     
3  21  21   
4  21  21   
5  21  21   
6  21  21   
7  21     
8  21     
9  21     
10  21  21   
11  21  21   
12  21  21   
13  21  21   
14  21     
15  21     
16  21     
17  21  21   
18  21  21   
19  21  21   
20  21  21   
21  21  21   
22  21     
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Day  AM Temp 
(°C) 

PM 
Temp 
(°C) 

Comments

23  20     
24  21  21  SET6‐13 euthanized

Descriptive	statistics	
  n  Mean  SEM 

AM Temp 
     SET5‐9  37  21°C  0.042°C 
     SET6‐13  54  21°C  0.062°C 
PM Temp 
     SET5‐9  26  21°C  0.088°C 
     SET6‐13  34  21°C  0°C 
Avg. Temp 
     SET5‐9  37  21°C  0.036°C 
     SET6‐13  54  21°C  0.062°C 

Inferential	statistics	
Student's t‐test   P>|t| 

AM Temp.  0.0034 
PM Temp.  0.0221 
Avg. Temp  0.0003 
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Environmental	conditions:	Relative	humidity	

Raw	data	
Day  AM 

Humidity 
(%) 

PM 
Humidity 
(%) 

Comments

SET5‐9 
‐7  46  49  SET5‐9 arrived at facility
‐6  49  47 
‐5  47   
‐4  49   
‐3  47  43 
‐2  49  45 
‐1  42  45 
0  46  45  SET5‐9 E0771 cell injection
1  42  44 
2  47   
3  46   
4  41  45 
5  42  43 
6  42  41 
7  42  44 
8  45  44 
9  34   
10  42   
11  38   
12  42  43 
13  44  48 
14  38  32 
15  37  33 
16  37   
17  41   
18  43  38 
19  39  36 
20  40  41 
21  41  41 
22  43  42 
23  37   
24  38   
25  37  44 
26  38  46 
27  44  51 
28  43  46  SET5‐9 euthanized
29  50  43  SET5‐9 euthanized
SET6‐13 
‐29  29  34  SET6‐13 arrived at facility
‐28  32  30 
‐27  33   
‐26  31   
‐25  33  32 
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Day  AM 
Humidity 
(%) 

PM 
Humidity 
(%) 

Comments

‐24  39  34 
‐23  32  30 
‐22  32  31 
‐21  32   
‐20  27   
‐19  28   
‐18  27  27 
‐17  35  41 
‐16  28  27 
‐15  27  26 
‐14  28  26 
‐13  27   
‐12  27   
‐11  27  25 
‐10  28  24 
‐9  25  26 
‐8  26   
‐7  28  33 
‐6  32   
‐5  33   
‐4  26  25 
‐3  23  23 
‐2  24  24 
‐1  24  33 
0  33  33  SET6‐13 E0771 cell injection
1  33   
2  32   
3  29  30 
4  33  33 
5  34  32 
6  32  32 
7  32   
8  33   
9  32   
10  27  27 
11  27  28 
12  30  28 
13  29  33 
14  30   
15  37   
16  33   
17  28  29 
18  32  30 
19  32  32 
20  28  32 
21  32  30 
22  32   
23  24   
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Day  AM 
Humidity 
(%) 

PM 
Humidity 
(%) 

Comments

24  25  26  SET6‐13 euthanized

Descriptive	statistics	
  n  Mean  SEM 

AM Humidity 
     SET5‐9  37  42%  0.67% 
     SET6‐13  54  30%  0.47% 
PM Humidity 
     SET5‐9  26  43%  0.87% 
     SET6‐13  34  30%  0.66% 
Avg. Humidity 
     SET5‐9  37  42%  0.66% 
     SET6‐13  54  30%  0.46% 

Inferential	statistics	
Student's t‐test  P>|t| 

AM Humidity  <0.0001 
PM Humidity  <0.0001 
Avg. Humidity  <0.0001 
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Food	intake:	SET5‐9	

Raw	data	
    24‐hr food intake

(g) 

Cage  Group  6 wk  7 wk  8 wk
1  CON5‐9  3.0  3.5  4.1
8  CON5‐9  3.4  3.4  4.0
10  CON5‐9  2.7  4.0 
12  MDX5‐9  2.5  3.4  3.3
13  MDX5‐9  2.9  3.7  4.0
14  MDX5‐9  3.6  4.0  3.8
15  MDX5‐9  3.3  3.6  3.6
20  CON5‐9  3.6  3.8  3.0
23  CON5‐9  2.8  4.2  3.2

Descriptive	statistics	
  CON5‐9 

(n=14) 
MDX5‐9 
(n=12) 

24‐hr food intake 
(g) 
Mean  3.46  3.46 
SEM  0.13  0.13 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 
Levels not connected by the same letter 
are different (Student’s t‐test, α=0.05) 

	

Age      

24‐hr food intake 
(g) 

6
 w
k 

(n
=9
) 

Mean  3.07 
SEM  0.14 
Sig?  ‐‐ 

7
 w
k 

(n
=9
) 

Mean  3.71 
SEM  0.09 
Sig?  ‐‐ 

8
 w
k 

(n
=8
) 

Mean  3.62 
SEM  0.15 
Sig?  ‐‐ 

Among time points, levels not 
connected by the same letter 
are different (Tukey HSD, 
α=0.05) 
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Age    CON5‐9 
(n=4‐5) 

MDX5‐9

(n=4) 

24‐hr food intake 
(g) 

6
 w
k 

Mean  3.09  3.05 
SEM  0.17  0.25 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

7
 w
k 

Mean  3.75  3.65 
SEM  0.15  0.12 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

8
 w
k 

Mean  3.56  3.68 
SEM  0.27  0.15 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

Within each time point, levels not connected by 
the same letter are different (Student’s t‐test, 
α=0.05) 

Inferential	statistics	
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x age) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  0.00  0.02  1 6 0.8995 
Age  2.01  5.03  2 5 0.0635 
Interaction  0.06  0.16  2 5 0.8589 
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Food	intake:	SET6‐13	

Raw	data	
    24‐hr food intake

(g) 

Cage  Group  11  
wk 

13  
wk 

1  MDX6‐13  4.1  4.7 
2  CON6‐13  3.5  3.9 
4  MDX6‐13  5.0  5.9 
5  CON6‐13  3.8  3.9 
7  MDX6‐13  4.0  5.2 
11  MDX6‐13     4.9 
12  CON6‐13     4.0 
16  CON6‐13  3.6  3.9 

	

Descriptive	statistics	
  CON6‐13 

(n=7) 
MDX6‐13 
(n=7) 

24‐hr food intake 
(g) 
Mean  3.80  4.83 
SEM  0.07  0.25 
Sig?  A  B 
Levels not connected by the same letter 
are different (Student’s t‐test, α=0.05) 

 

Age      

24‐hr food intake 
(g) 

1
1
 w
k 

(n
=6
) 

Mean  4.00 
SEM  0.22 
Sig?  A 

1
3
 w
k 

(n
=8
) 

Mean  4.55 
SEM  0.27 
Sig?  B 

Among time points, levels not 
connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Age    CON6‐13 
(n=3‐4) 

MDX6‐13

(n=3‐4) 

24‐hr food intake 
(g) 

1
1
 W

k 

Mean  3.63  4.37
SEM  0.09  0.32
Sig?  ‐‐  ‐‐

1
3
 W

k 

Mean  3.93  5.18
SEM  0.03  0.26
Sig?  A  B

Within each time point, levels not connected by the same 
letter are different (Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x age) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  2.61  10.44  1 4 0.0319 
Age  9.01  36.03  1 4 0.0039 
Interaction  2.65  10.62  1 4 0.0311 

 

Post‐hoc analyses 
(interaction, CON6‐13 v. MDX6‐13) 

Student's t‐test  P>|t| 
11 Wk  0.1393 
13 Wk  0.0171 
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Body	mass:	SET5‐9	

Raw	data	
    Body mass 

(g) 

ID  Group  5 Wk  6 Wk  7 Wk 8 Wk 9 Wk
10‐101  CON5‐9  18.5  20.0  20.7 20.9 22.2
10‐102  CON5‐9  18.1  19.5  19.8 20.3 21.1
10‐115  CON5‐9  16.9  17.5  18.0 19.2 19.8
10‐116  CON5‐9  17.6  19.0  19.5 20.7 20.5
10‐119  CON5‐9  17.9  18.3  18.7 20.0 20.3
10‐122  MDX5‐9  16.5  17.0  18.2 19.2 19.8
10‐123  MDX5‐9  17.5  19.5  20.4 21.6 23.0
10‐124  MDX5‐9  15.4  18.0  18.5 19.3 20.1
10‐125  MDX5‐9  16.6  17.1  19.1 21.4 23.0
10‐126  MDX5‐9  19.2  21.8  23.3 24.0 24.8
10‐127  MDX5‐9  15.9  16.8  18.9 19.9 21.0
10‐128  MDX5‐9  17.6  19.4  20.1 21.3 21.7
10‐129  MDX5‐9  17.1  18.9  20.5 21.9 22.6
10‐130  MDX5‐9  18.1  19.3  21.1 21.9 22.9
10‐131  MDX5‐9  17.0    
10‐138  CON5‐9  17.2  18.2  19.1 19.7 20.0
10‐139  CON5‐9  17.4  18.6  19.4 20.5 21.9
10‐144  CON5‐9  16.0  16.4  17.1 18.0 19.3
10‐145  CON5‐9  16.8  17.6  19.3 20.0 20.1

Descriptive	statistics	
  CON5‐9 

(n=45) 
MDX5‐9 
(n=46) 

Body mass 
(g) 
Mean  19.1  19.7 
SEM  0.2  0.3 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 
Levels not connected by the same letter 
are different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Age      

Body mass 
(g) 

5
 W

k 

(n
=1
9
)  Mean  17.2 

SEM  0.2 
Sig?  A 

6
 W

k 

(n
=1
8
)  Mean  18.5 

SEM  0.3 
Sig?  B 

7
 W

k 

(n
=1
8
)  Mean  19.5 

SEM  0.3 
Sig?  BC 

8
 W

k 

(n
=1
8
)  Mean  20.5 

SEM  0.3 
Sig?  CD 

9
 W

k 

(n
=1
8
)  Mean  21.3 

SEM  0.4 
Sig?  D 

Among time points, levels not 
connected by the same letter 
are different (Tukey HSD, 
α=0.05) 

	

Age    CON5‐9 
(n=9) 

MDX5‐9

(n=9‐10) 

Body mass 
(g) 

5
 W

k 

Mean  17.4  17.1 
SEM  0.3  0.3 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

6
 W

k 

Mean  18.3  18.6 
SEM  0.4  0.5 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

7
 W

k 

Mean  19.1  20.0 
SEM  0.3  0.5 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

8
 W

k 

Mean  19.9  21.2 
SEM  0.3  0.5 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

9
 W

k 

Mean  20.6  22.1 
SEM  0.3  0.5 
Sig?  A  B 

Within each time point, levels not connected by 
the same letter are different (Student’s t‐test, 
α=0.05) 
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Inferential	statistics	
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x age) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  0.11  1.77  1 16 0.2023 
Age  39.17  127.31  4 13 <0.0001 
Interaction  1.98  6.43  4 13 0.0044 

 

Post‐hoc analyses 
(interaction, CON5‐9 v. MDX5‐9) 

Student's t‐test  P>|t| 
5 Wk  0.5113 
6 Wk  0.6508 
7 Wk  0.1573 
8 Wk  0.0532 
9 Wk  0.0295 
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Body	mass:	SET6‐13	

Raw	data	
    Body mass 

(g) 

ID  Group  6 Wk  7 Wk  8 Wk 9 Wk 10 Wk 11 Wk 12 Wk  13 Wk
10‐201  MDX6‐13  16.1  18.1  19.5 19.7 21.0 22.1 22.8  23.3 
10‐202  CON6‐13  17.3  17.5  18.4 19.1 20.9 20.6 22.0  22.3 
10‐203  CON6‐13  16.9  16.8  17.8 18.4 19.6 20.0 21.4  22.4 
10‐206  MDX6‐13  18.9  20.6  22.4 23.2 25.1 24.5 25.7  27.4 
10‐207  MDX6‐13  17.7  18.8  19.4 20.2 22.0 22.6 24.0  25.0 
10‐208  CON6‐13  17.4  17.6  18.2 18.9 18.5 20.6 21.8  22.9 
10‐210  MDX6‐13  17.2  18.8  19.9 20.7 22.1 23.1 22.8  24.5 
10‐211  MDX6‐13  17.9  19.1  20.4 21.3 23.0 24.3 24.8  25.8 
10‐217  MDX6‐13  16.4  17.7  20.2 20.6     
10‐218  MDX6‐13  18.5  20.4  22.1 22.2 24.7 25.0 25.0  25.3 
10‐219  CON6‐13  18.5  18.9  19.2 20.1 20.9 21.5 21.2  21.4 
10‐220  CON6‐13  17.1  17.0  17.9 18.0 18.8 19.4 20.5  21.5 
10‐227  CON6‐13  17.5  18.1  19.4 21.1 21.6 21.8 21.6  22.3 
10‐228  CON6‐13  15.2  16.1  16.8 17.4 18.5 18.6 19.6  20.2 

Descriptive	statistics	
  CON6‐13 

(n=56) 
MDX6‐13 
(n=52) 

Body mass 
(g) 
Mean  19.4  21.6 
SEM  0.3  0.4 
Sig?  A  B 
Levels not connected by the same letter 
are different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Age      

Body mass  
(g) 

6
 W

k 

(n
=1
4
)  Mean  17.3 

SEM  0.3 
Sig?  A 

7
 W

k 

(n
=1
4
)  Mean  18.3 

SEM  0.3 
Sig?  AB 

8
 W

k 

(n
=1
4
)  Mean  19.4 

SEM  0.4 
Sig?  BC 

9
 W

k 

(n
=1
4
)  Mean  20.1 

SEM  0.4 
Sig?  BCD 

1
0
 W

k 

(n
=1
3
)  Mean  21.3 

SEM  0.6 
Sig?  CDE 

1
1
 W

k 

(n
=1
3
)  Mean  21.9 

SEM  0.6 
Sig?  DEF 

1
2
 W

k 

(n
=1
3
)  Mean  22.6 

SEM  0.5 
Sig?  EF 

1
3
 W

k 

(n
=1
3
)  Mean  23.4 

SEM  0.6 
Sig?  F 

Among time points, levels not 
connected by the same letter are 
different (Tukey HSD, α=0.05) 
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Age    CON6‐13 
(n=7) 

MDX6‐13

(n=6‐7) 

Body mass 
(g) 

6
 W

k 

Mean  17.1  17.5
SEM  0.4  0.4
Sig?  ‐‐  ‐‐

7
 W

k 

Mean  17.4  19.1
SEM  0.3  0.4
Sig?  A  B

8
 W

k 

Mean  18.2  20.6
SEM  0.3  0.5
Sig?  A  B

9
 W

k 

Mean  19.0  21.1
SEM  0.5  0.5
Sig?  A  B

1
0
 W

k 

Mean  19.8  23.0
SEM  0.5  0.7
Sig?  A  B

1
1
 W

k 

Mean  20.4  23.6
SEM  0.4  0.5
Sig?  A  B

1
2
 W

k 

Mean  21.2  24.2
SEM  0.3  0.5
Sig?  A  B

1
3
 W

k 

Mean  21.9  25.2
SEM  0.3  0.6
Sig?  A  B

Within each time point, levels not connected by the same 
letter are different (Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x age) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  1.671  18.38  1 11 0.0013 
Age  249.99  178.57  7 5 <0.0001 
Interaction  26.80  19.14  7 5 0.0025 
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Post‐hoc analyses 
(interaction, CON6‐13 v. MDX6‐13) 

Student's t‐test  P>|t| 
6 Wk  0.4742 
7 Wk  0.0101 
8 Wk  0.0018 
9 Wk  0.0074 
10 Wk  0.0036 
11 Wk  0.0004 
12 Wk  0.0006 
13 Wk  0.0008 
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Average	daily	gain	(6	Wk	–	9Wk)	

Raw	data	
ID  Group  ADG 

(g) 

SET5‐9 
10‐101  CON5‐9  0.122 
10‐102  CON5‐9  0.080 
10‐115  CON5‐9  0.115 
10‐116  CON5‐9  0.075 
10‐119  CON5‐9  0.100 
10‐122  MDX5‐9  0.156 
10‐123  MDX5‐9  0.175 
10‐124  MDX5‐9  0.117 
10‐125  MDX5‐9  0.295 
10‐126  MDX5‐9  0.150 
10‐127  MDX5‐9  0.210 
10‐128  MDX5‐9  0.115 
10‐129  MDX5‐9  0.185 
10‐130  MDX5‐9  0.200 
10‐131  MDX5‐9  0.000 
10‐138  CON5‐9  0.090 
10‐139  CON5‐9  0.165 
10‐144  CON5‐9  0.145 
10‐145  CON5‐9  0.139 
SET6‐13 
10‐201  MDX6‐13  0.180 
10‐202  CON6‐13  0.090 
10‐203  CON6‐13  0.075 
10‐206  MDX6‐13  0.215 
10‐207  MDX6‐13  0.125 
10‐208  CON6‐13  0.075 
10‐210  MDX6‐13  0.175 
10‐211  MDX6‐13  0.170 
10‐217  MDX6‐13  0.210 
10‐218  MDX6‐13  0.185 
10‐219  CON6‐13  0.080 
10‐220  CON6‐13  0.045 
10‐227  CON6‐13  0.180 
10‐228  CON6‐13  0.110 
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Descriptive	statistics	
  CON 

(n=16) 
MDX 
(n=17) 

  Average daily gain 
(g) 

Mean  0.105  0.168 
SEM  0.009  0.015 
Sig?  A  B 
Levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

 

  SET5‐9 
(n=19) 

 
(n=14) 

  Average daily gain 
(g) 

Mean  0.139  0.137 
SEM  0.014  0.015 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 
Levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

 

    CON 
(n=7‐9) 

MDX 
(n=7‐10) 

Average daily gain 
(g) 

SE
T 5

‐9
 

Mean  0.115  0.160 

SEM  0.010  0.024 

Sig?  ‐‐  ‐‐ 

SE
T 6

‐1
3 

Mean  0.094  0.180 

SEM  0.016  0.011 

Sig?  ‐‐  ‐‐ 

Within each time point, levels not 
connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 



 

144 

 

Inferential	statistics	
2‐way ANOVA  
(genotype x set) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  0.04  0.01 4.54 0.0100
Error  29  0.08  0.00
Total  32  0.11   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  0.04  13.26 0.0010
Set  1  0.00  0.00 0.9734
Interaction  1  0.00  1.26 0.2701

 

Post‐hoc analyses 
(genotype, CON v. MDX) 

Student's t‐test  P>|t| 
  0.0013 
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Percent	lean	mass:	SET5‐9	

Raw	data	
    Lean mass 

(% of body mass) 

ID  Group  5 wk  6 wk  7 wk 8 wk 9 wk
10‐101  CON5‐9  58.7  61.2  59.6 62.4 60.9
10‐102  CON5‐9  65.7  62.0  61.6 63.0 62.7
10‐115  CON5‐9  61.8  62.0  62.7 60.9 60.7
10‐116  CON5‐9  60.4  59.6  61.7 56.4 58.5
10‐119  CON5‐9  60.2  59.6  62.3 61.8 62.5
10‐122  MDX5‐9  60.1  60.4  61.7 59.5 57.6
10‐123  MDX5‐9  62.4  63.6  65.0 65.8 64.3
10‐124  MDX5‐9  61.8  64.4  63.7 61.9 62.9
10‐125  MDX5‐9  62.0  62.0  64.7 62.3 64.0
10‐126  MDX5‐9  66.7  63.2  65.8 64.7 65.0
10‐127  MDX5‐9  62.2  61.6  63.1 64.1 62.4
10‐128  MDX5‐9  65.8  63.0  64.4 61.3 62.3
10‐129  MDX5‐9  62.4  63.7  64.4 62.8 63.9
10‐130  MDX5‐9  62.7  61.6  65.7 64.0 63.6
10‐131  MDX5‐9  64.6    
10‐138  CON5‐9  63.8  61.9  62.2 59.7 59.9
10‐139  CON5‐9  62.4  62.5  61.3 61.0 58.3
10‐144  CON5‐9  60.6  62.1  59.8 60.4 58.9
10‐145  CON5‐9  60.8  61.1  57.8 57.8 59.6

Descriptive	statistics	
  CON5‐9 

(n=45) 
MDX5‐9 
(n=46) 

Lean mass 
(% of body mass) 
Mean  60.9  63.1 
SEM  0.3  0.3 
Sig?  A  B 
Levels not connected by the same letter 
are different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Age      

Lean mass  
(% of body mass) 

5
 W

k 

(n
=1
9
)  Mean  62.3 

SEM  0.5 
Sig?  ‐‐ 

6
 W

k 

(n
=1
8
)  Mean  61.9 

SEM  0.3 
Sig?  ‐‐ 

7
W
k 

(n
=1
8
)  Mean  62.6 

SEM  0.5 
Sig?  ‐‐ 

8
 W

k 

(n
=1
8
)  Mean  61.6 

SEM  0.6 
Sig?  ‐‐ 

9
 W

k 

(n
=1
8
)  Mean  61.5 

SEM  0.5 
Sig?  ‐‐ 

Among time points, levels not 
connected by the same letter are 
different (Tukey HSD, α=0.05) 

	

Age    CON5‐9 
(n=9) 

MDX5‐9

(n=9‐10) 

Lean mass 
(% of body mass) 

5
 W

k 

Mean  61.5  63.1
SEM  0.7  0.6
Sig?  ‐‐  ‐‐

6
 W

k 

Mean  61.3  62.6
SEM  0.4  0.4
Sig?  ‐‐  ‐‐

7
 W

k 

Mean  60.9  64.3
SEM  0.5  0.4
Sig?  ‐‐  ‐‐

8
 W

k 

Mean  60.4  62.9
SEM  0.7  0.6
Sig?  ‐‐  ‐‐

9
 W

k 

Mean  60.2  62.9
SEM  0.5  0.7
Sig?  ‐‐  ‐‐

Within each time point, levels not connected by the same 
letter are different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Inferential	statistics	
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x age) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  0.84  13.39  1 16 0.0021 
Age  0.53  1.74  4 13 0.2016 
Interaction  0.56  1.80  4 14 0.1881 
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Percent	lean	mass:	SET6‐13	

Raw	data	
    Lean mass 

(% of body mass) 

ID  Group  6 
wk 

7 
wk 

8 wk 9 wk 10 wk 11 wk 12 wk 13 wk 

10‐201  MDX6‐13  64.8  60.8  60.4 63.4 60.4 84.2 62.6 60.4 
10‐202  CON6‐13  58.1  57.2  58.5 56.8 57.9 82.1 58.2 59.6 
10‐203  CON6‐13  56.8  56.9  57.1 57.4 57.6 58.0 59.9 57.7 
10‐206  MDX6‐13  64.6  62.8  63.2 62.5 64.2 63.5 62.6 64.5 
10‐207  MDX6‐13  63.9  61.3  61.4 61.3 62.2 61.7 63.0 62.8 
10‐208  CON6‐13  58.6  55.0  54.2 53.1 56.9 58.6 58.6 58.3 
10‐210  MDX6‐13  61.7  63.5  62.7 67.4 62.0 61.5 63.7 62.1 
10‐211  MDX6‐13  62.8  62.2  62.3 60.2 59.4 60.2 60.7 61.1 
10‐217  MDX6‐13  63.0  62.4  63.5 63.5   
10‐218  MDX6‐13  63.3  61.4  62.2 64.3 64.4 63.7 61.7 64.3 
10‐219  CON6‐13  56.2  52.1  51.7 52.7 50.3 51.7 58.4 60.8 
10‐220  CON6‐13  59.6  57.3  60.6 57.2 58.0 58.1 59.5 59.5 
10‐227  CON6‐13  59.1  59.0  60.3 55.5 56.0 56.0 60.4 59.3 
10‐228  CON6‐13  58.0  54.5  54.8 54.3 53.0 51.6 60.6 61.1 

Descriptive	statistics	
  CON6‐13 

(n=56) 
MDX6‐13 
(n=52) 

Lean mass 
(% of body mass) 
Mean  57.5  62.9 
SEM  0.6  �.5 
Sig?  A  B 
Levels not connected by the same letter 
are different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Age      

Lean mass 
(% of body mass) 

6
 W

k 

(n
=1
4
)  Mean  60.7 

SEM  0.8 
Sig?  ‐‐ 

7
 W

k 

(n
=1
4
)  Mean  59.0 

SEM  1.0 
Sig?  ‐‐ 

8
 W

k 

(n
=1
4
)  Mean  59.5 

SEM  1.0 
Sig?  ‐‐ 

9
 W

k 

(n
=1
4
)  Mean  59.2 

SEM  1.2 
Sig?  ‐‐ 

1
0
 W

k 

(n
=1
3
)  Mean  58.6 

SEM  1.2 
Sig?  ‐‐ 

1
1
 W

k 

(n
=1
3
)  Mean  62.4 

SEM  2.8 
Sig?  ‐‐ 

1
2
 W

k 

(n
=1
3
)  Mean  60.7 

SEM  0.5 
Sig?  ‐‐ 

1
3
 W

k 

(n
=1
3
)  Mean  60.9 

SEM  0.6 
Sig?  ‐‐ 

Among time points, levels not 
connected by the same letter are 
different (Tukey HSD, α=0.05) 
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Age    CON6‐13 
(n=7) 

MDX6‐13

(n=6‐7) 

Lean mass 
(% of body mass) 

6
 W

k 

Mean  58.0  63.4
SEM  0.5  0.4
Sig?  A  B

7
 W

k 

Mean  56.0  62.0
SEM  0.9  0.4
Sig?  A  B

8
 W

k 

Mean  56.7  62.2
SEM  1.3  0.4
Sig?  A  B

9
 W

k 

Mean  55.3  63.2
SEM  0.7  0.9
Sig?  A  B

1
0
 W

k 

Mean  55.7  62.1
SEM  1.1  0.8
Sig?  A  B

1
1
 W

k 

Mean  59.4  65.8
SEM  3.9  3.7
Sig?  ‐‐  ‐‐

1
2
 W

k 

Mean  59.4  62.4
SEM  0.4  0.4
Sig?  A  B

1
3
 W

k 

Mean  59.4  62.5
SEM  0.5  0.7
Sig?  A  B

Within each time point, levels not connected by the same 
letter are different (Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x age) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  2.70  29.70  1 11 0.0002 
Age  5.30  3.79  7 5 0.0809 
Interaction  16.96  12.12  7 5 0.0072 
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Post‐hoc analyses 
(interaction, CON6‐13 v. MDX6‐13) 

Student's t‐test  P>|t| 
6 Wk  <0.0001 
7 Wk  0.0002 
8 Wk  0.0039 
9 Wk  <0.0001 
10 Wk  0.0008 
11 Wk  0.2656 
12 Wk  0.0003 
13 Wk  0.0043 
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Percent	fat	mass:	SET5‐9	

Raw	data	
    Fat mass 

(% of body mass) 

ID  Group  5 
wk 

6 
Wk 

7 
wk 

8 wk 9 wk

10‐101  CON5‐9  6.1  3.8  5.5 4.7 5.3
10‐102  CON5‐9  3.6  4.1  3.7 2.8 3.9
10‐115  CON5‐9  3.8  4.0  4.3 5.2 5.8
10‐116  CON5‐9  4.1  5.5  4.7 7.5 7.6
10‐119  CON5‐9  5.4  6.2  4.2 4.1 3.0
10‐122  MDX5‐9  4.6  6.2  6.5 7.3 8.6
10‐123  MDX5‐9  3.2  1.9  1.9 0.6 3.4
10‐124  MDX5‐9  4.1  3.5  4.0 3.8 4.1
10‐125  MDX5‐9  3.3  3.7  2.0 4.2 3.2
10‐126  MDX5‐9  1.7  3.1  2.3 1.6 3.2
10‐127  MDX5‐9  4.3  5.3  3.0 2.4 5.5
10‐128  MDX5‐9  3.0  3.5  3.8 4.8 4.5
10‐129  MDX5‐9  3.5  3.0  2.5 3.6 2.6
10‐130  MDX5‐9  3.0  3.9  1.5 1.8 3.5
10‐131  MDX5‐9  2.3       
10‐138  CON5‐9  3.1  4.7  3.5 4.8 5.7
10‐139  CON5‐9  4.1  5.6  4.1 5.6 7.1
10‐144  CON5‐9  5.2  4.6  5.5 5.6 6.2
10‐145  CON5‐9  4.0  5.2  5.6 6.2 6.6

Descriptive	statistics	
  CON5‐9 

(n=45) 
MDX5‐9 
(n=46) 

Fat mass 
(% of body mass) 
Mean  4.9  3.5 
SEM  0.2  0.2 
Sig?  A  B 
Levels not connected by the same letter 
are different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Age      

Fat mass  
(% of body mass) 

5
 W

k 

(n
=1
9
)  Mean  3.8 

SEM  0.2 
Sig?  ‐‐ 

6
 W

k 

(n
=1
8
)  Mean  4.3 

SEM  0.3 
Sig?  ‐‐ 

7
W
k 

(n
=1
8
)  Mean  3.8 

SEM  0.3 
Sig?  ‐‐ 

8
 W

k 

(n
=1
8
)  Mean  4.2 

SEM  0.5 
Sig?  ‐‐ 

9
 W

k 

(n
=1
8
)  Mean  5.0 

SEM  0.4 
Sig?  ‐‐ 

Among time points, levels not 
connected by the same letter are 
different (Tukey HSD, α=0.05) 

 

Age    CON5‐9 
(n=9) 

MDX5‐9

(n=9‐10) 

Fat mass 
(% of body mass) 

5
 W

k 

Mean  4.4  3.3
SEM  0.3  0.3
Sig?  ‐‐  ‐‐

6
 W

k 

Mean  4.8  3.8
SEM  0.3  0.4
Sig?  ‐‐  ‐‐

7
 W

k 

Mean  4.5  3.0
SEM  0.3  0.5
Sig?  ‐‐  ‐‐

8
 W

k 

Mean  5.2  3.3
SEM  0.4  0.7
Sig?  ‐‐  ‐‐

9
 W

k 

Mean  5.7  4.3
SEM  0.5  0.6
Sig?  ‐‐  ‐‐

Within each time point, levels not connected by the same 
letter are different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Inferential	statistics	
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x age) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  0.45  7.25  1 16 0.0160 
Age  1.24  4.04  4 13 0.0241 
Interaction  0.12  0.40  4 13 0.8084 
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Percent	fat	mass:	SET6‐13	

Raw	data	
    Fat mass 

(% of body mass) 

ID  Group  6 
wk 

7 
wk 

8 wk 9 wk 10 wk 11 wk 12 wk 13 wk 

10‐201  MDX6‐13  2.1  3.5  3.8 1.5 3.6 3.8 4.0 4.0 
10‐202  CON6‐13  5.2  6.0  5.3 5.6 4.8 4.3 5.2 5.2 
10‐203  CON6‐13  6.3  6.2  5.9 5.3 4.8 4.7 4.4 5.4 
10‐206  MDX6‐13  1.5  2.1  2.3 2.0 1.8 2.3 2.4 2.3 
10‐207  MDX6‐13  2.3  1.6  2.7 1.6 3.2 2.8 2.1 2.9 
10‐208  CON6‐13  6.8  8.2  8.0 8.7 5.4 5.6 4.5 5.2 
10‐210  MDX6‐13  3.1  1.1  2.7 1.1 1.9 3.3 2.0 2.8 
10‐211  MDX6‐13  4.0  4.1  3.6 3.4 4.1 4.3 4.4 4.1 
10‐217  MDX6‐13  1.8  2.2  1.6 2.2   
10‐218  MDX6‐13  2.4  2.1  2.5 1.4 1.4 1.7 2.3 2.3 
10‐219  CON6‐13  6.5  8.5  10.2 10.4 12.2 12.0 5.2 4.0 
10‐220  CON6‐13  4.7  4.9  4.1 4.7 4.9 4.6 4.3 3.8 
10‐227  CON6‐13  5.7  5.6  4.9 4.8 8.2 7.7 4.9 4.8 
10‐228  CON6‐13  5.6  7.0  8.0 7.7 10.2 10.9 3.4 3.8 

Descriptive	statistics	
  CON6‐13 

(n=56) 
MDX6‐13 
(n=52) 

Fat mass 
(% of body mass) 
Mean  6.1  2.6 
SEM  0.3  0.1 
Sig?  A  B 
Levels not connected by the same letter 
are different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Age      

Fat mass 
(% of body mass) 

6
 W

k 

(n
=1
4
)  Mean  4.1 

SEM  0.5 
Sig?  ‐‐ 

7
 W

k 

(n
=1
4
)  Mean  4.5 

SEM  0.7 
Sig?  ‐‐ 

8
 W

k 

(n
=1
4
)  Mean  4.7 

SEM  0.7 
Sig?  ‐‐ 

9
 W

k 

(n
=1
4
)  Mean  4.3 

SEM  0.8 
Sig?  ‐‐ 

1
0
 W

k 

(n
=1
3
)  Mean  5.1 

SEM  0.9 
Sig?  ‐‐ 

1
1
 W

k 

(n
=1
3
)  Mean  5.2 

SEM  0.9 
Sig?  ‐‐ 

1
2
 W

k 

(n
=1
3
)  Mean  3.8 

SEM  0.3 
Sig?  ‐‐ 

1
3
 W

k 

(n
=1
3
)  Mean  3.9 

SEM  0.3 
Sig?  ‐‐ 

Among time points, levels not 
connected by the same letter are 
different (Tukey HSD, α=0.05) 
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Age    CON6‐13 
(n=7) 

MDX6‐13

(n=6‐7) 

Fat mass 
(% of body mass) 

6
 W

k 

Mean  5.8  2.5
SEM  0.3  0.3
Sig?  A  B

7
 W

k 

Mean  6.6  2.4
SEM  0.5  0.4
Sig?  A  B

8
 W

k 

Mean  6.6  2.7
SEM  0.8  0.3
Sig?  A  B

9
 W

k 

Mean  6.7  1.9
SEM  0.8  0.3
Sig?  A  B

1
0
 W

k 

Mean  7.2  2.6
SEM  1.2  0.5
Sig?  A  B

1
1
 W

k 

Mean  7.1  3.0
SEM  1.2  0.4
Sig?  A  B

1
2
 W

k 

Mean  4.5  2.8
SEM  0.2  0.4
Sig?  A  B

1
3
 W

k 

Mean  4.6  3.0
SEM  0.3  0.3
Sig?  A  B

Within each time point, levels not connected by the same 
letter are different (Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x age) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  2.69  29.58  1 11 0.0002 
Age  2.67  1.91  7 5 0.2470 
Interaction  6.84  4.88  7 5 0.0498 
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Post‐hoc analyses 
(interaction, CON6‐13 v. MDX6‐13) 

Student's t‐test  P>|t| 
6 Wk  <0.0001 
7 Wk  <0.0001 
8 Wk  0.0025 
9 Wk  0.0008 
10 Wk  0.0065 
11 Wk  0.0139 
12 Wk  0.0087 
13 Wk  0.0046 
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Percent	fluid	mass:	SET5‐9	

Raw	data	
    Fluid mass 

(% of body mass) 

ID  Group  5  
wk 

6  
wk 

7 
wk 

8 wk 9 wk

10‐101  CON5‐9  5.6  6.1  6.0 6.0 6.1
10‐102  CON5‐9  5.7  5.5  5.5 5.6 5.0
10‐115  CON5‐9  6.1  5.7  5.6 5.8 5.9
10‐116  CON5‐9  5.3  5.2  5.8 5.1 5.5
10‐119  CON5‐9  6.3  5.4  5.7 6.0 5.8
10‐122  MDX5‐9  6.0  5.8  6.1 6.0 5.7
10‐123  MDX5‐9  6.1  6.6  6.3 7.0 5.8
10‐124  MDX5‐9  5.8  6.2  6.0 5.9 5.9
10‐125  MDX5‐9  6.0  5.6  6.3 5.8 6.0
10‐126  MDX5‐9  6.8  6.0  6.5 6.6 6.1
10‐127  MDX5‐9  6.0  6.1  6.6 6.6 5.8
10‐128  MDX5‐9  6.4  5.9  6.3 6.0 5.8
10‐129  MDX5‐9  6.0  6.1  6.3 6.3 6.1
10‐130  MDX5‐9  6.4  6.1  6.8 6.2 5.9
10‐131  MDX5‐9  6.65       
10‐138  CON5‐9  6.1  5.6  6.4 5.7 5.1
10‐139  CON5‐9  5.8  5.5  5.9 6.0 5.5
10‐144  CON5‐9  5.8  6.3  5.5 5.7 5.6
10‐145  CON5‐9  5.7  5.5  5.5 6.0 6.1

Descriptive	statistics	
  CON5‐9 

(n=45) 
MDX5‐9 
(n=46) 

Fluid mass 
(% of body mass) 
Mean  5.7  6.1 
SEM  0.1  0.1 
Sig?  A  B 
Levels not connected by the same letter 
are different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Age      

Fluid mass  
(% of body mass) 

5
 W

k 

(n
=1
9
)  Mean  6.0 

SEM  0.1 
Sig?  ‐‐ 

6
 W

k 

(n
=1
8
)  Mean  5.8 

SEM  0.1 
Sig?  ‐‐ 

7
W
k 

(n
=1
8
)  Mean  6.0 

SEM  0.1 
Sig?  ‐‐ 

8
 W

k 

(n
=1
8
)  Mean  6.0 

SEM  0.1 
Sig?  ‐‐ 

9
 W

k 

(n
=1
8
)  Mean  5.7 

SEM  0.1 
Sig?  ‐‐ 

Among time points, levels not 
connected by the same letter are 
different (Tukey HSD, α=0.05) 

	

Age    CON5‐9 
(n=9) 

MDX5‐9

(n=9‐10) 

Fluid mass 
(% of body mass) 

5
 W

k 

Mean  5.8  6.2
SEM  0.1  0.1
Sig?  ‐‐  ‐‐

6
 W

k 

Mean  5.6  6.0
SEM  0.1  0.1
Sig?  ‐‐  ‐‐

7
 W

k 

Mean  5.7  6.3
SEM  0.1  0.1
Sig?  ‐‐  ‐‐

8
 W

k 

Mean  5.7  6.2
SEM  0.1  0.1
Sig?  ‐‐  ‐‐

9
 W

k 

Mean  5.6  5.9
SEM  0.1  0.0
Sig?  ‐‐  ‐‐

Within each time point, levels not connected by the same 
letter are different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Inferential	statistics	
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x age) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  1.61  25.75  1 16 <0.0001 
Age  0.82  2.67  4 13 0.0795 
Interaction  0.27  0.86  4 13 0.5112 
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Percent	fluid	mass:	SET6‐13	

Raw	data	
    Fluid mass 

(% of body mass) 

ID  Group  6  
wk 

7  
wk 

8 
wk 

9 
wk 

10 wk 11 wk 12 wk 13 wk 

10‐201  MDX6‐13  6.5  6.05  6.1 6.6 5.8 7.6 5.7 5.5 
10‐202  CON6‐13  5.3  5.3  5.4 5.3 6.1 7.2 5.8 5.3 
10‐203  CON6‐13  5.4  5.3  5.5 5.5 5.4 5.2 5.7 5.6 
10‐206  MDX6‐13  6.8  6.15  6.3 6.4 6.7 6.0 6.0 6.2 
10‐207  MDX6‐13  6.3  6.6  5.6 6.5 5.5 6.2 6.6 6.4 
10‐208  CON6‐13  5.5  5.6  5.3 5.3 5.0 5.0 5.9 5.7 
10‐210  MDX6‐13  6.2  6.6  5.9 7.2 6.4 5.8 6.1 5.7 
10‐211  MDX6‐13  5.85  6.0  6.0 6.0 5.9 5.9 6.0 5.6 
10‐217  MDX6‐13  6.2  6.2  7.0 6.2   
10‐218  MDX6‐13  6.2  6.4  6.5 6.4 6.9 6.9 6.1 6.0 
10‐219  CON6‐13  5.4  5.6  5.4 5.8 5.4 6.0 5.8 6.1 
10‐220  CON6‐13  5.2  5.3  5.7 5.3 5.2 5.5 5.0 5.5 
10‐227  CON6‐13  5.1  5.2  6.0 5.9 5.4 5.5 5.7 5.5 
10‐228  CON6‐13  4.9  5.1  5.2 5.3 5.2 5.4 6.4 5.9 

Descriptive	statistics	
  CON6‐13 

(n=56) 
MDX6‐13 
(n=52) 

Fluid mass 
(% of body mass) 
Mean  5.5  6.2 
SEM  0.1  0.1 
Sig?  A  B 
Levels not connected by the same letter 
are different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Age      

Fluid mass 
(% of body mass) 

6
 W

k 

(n
=1
4
)  Mean  5.7 

SEM  0.2 
Sig?  ‐‐ 

7
 W

k 

(n
=1
4
)  Mean  5.8 

SEM  0.1 
Sig?  ‐‐ 

8
 W

k 

(n
=1
4
)  Mean  5.8 

SEM  0.1 
Sig?  ‐‐ 

9
 W

k 

(n
=1
4
)  Mean  6.0 

SEM  0.2 
Sig?  ‐‐ 

1
0
 W

k 

(n
=1
3
)  Mean  5.7 

SEM  0.2 
Sig?  ‐‐ 

1
1
 W

k 

(n
=1
3
)  Mean  6.0 

SEM  0.2 
Sig?  ‐‐ 

1
2
 W

k 

(n
=1
3
)  Mean  5.9 

SEM  0.1 
Sig?  ‐‐ 

1
3
 W

k 

(n
=1
3
)  Mean  5.8 

SEM  0.1 
Sig?  ‐‐ 

Among time points, levels not 
connected by the same letter are 
different (Tukey HSD, α=0.05) 

  	



 

164 

 

Age    CON6‐13 
(n=7) 

MDX6‐13

(n=6‐7) 

Fluid mass 
(% of body mass) 

6
 W

k 

Mean  5.3  6.3
SEM  0.1  0.1
Sig?  ‐‐  ‐‐

7
 W

k 

Mean  5.3  6.3
SEM  0.1  0.1
Sig?  ‐‐  ‐‐

8
 W

k 

Mean  5.5  6.2
SEM  0.1  0.2
Sig?  ‐‐  ‐‐

9
 W

k 

Mean  5.5  6.5
SEM  0.1  0.1
Sig?  ‐‐  ‐‐

1
0
 W

k 

Mean  5.4  6.2
SEM  0.1  0.2
Sig?  ‐‐  ‐‐

1
1
 W

k 

Mean  5.7  6.4
SEM  0.3  0.3
Sig?  ‐‐  ‐‐

1
2
 W

k 

Mean  5.7  6.1
SEM  0.2  0.1
Sig?  ‐‐  ‐‐

1
3
 W

k 

Mean  5.6  5.9
SEM  0.1  0.1
Sig?  ‐‐  ‐‐

Within each time point, levels not connected by the same 
letter are different (Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x age) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  5.90  64.93  1 11 <0.0001 
Age  0.90  0.64  7 5 0.7136 
Interaction  3.14  2.24  7 5 0.1954 
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Total	energy	expenditure	(by	phase):	SET5‐9	

Raw	data	
    TEE by phase 

(kJ/kg/hr) 

ID  Genotype  Light 
(0700‐1459) 

Dark
(1500‐0659) 

10‐101  CON5‐9  133.37  154.28
10‐102  CON5‐9  140.52  154.97
10‐115  CON5‐9  134.42  163.40
10‐119  CON5‐9  129.69  169.03
10‐122  MDX5‐9  147.48  170.43
10‐124  MDX5‐9  140.73  166.66
10‐125  MDX5‐9  156.25  168.06
10‐129  MDX5‐9  132.35  156.24
10‐130  MDX5‐9  134.60  164.26
10‐145  CON5‐9  146.17  194.26

 

Descriptive	statistics	
  CON5‐9 

(n=10) 
MDX5‐9 
(n=10) 

TEE by phase 
(kJ/kg/hr) 

Mean  152.01  153.71 
SEM  6.27  4.48 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 
Levels not connected by the 
same letter are different 
(Student’s t‐test, α=0.05) 
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Phase      

TEE by phase 
(kJ/kg/hr) 

Li
gh
t 

(0
7
0
0
‐1
4
5
9
) 

(n
=1
0
) 

Mean  139.56 

SEM  2.64 

Sig?  A 

D
ar
k 

(1
5
0
0
‐0
6
5
9
) 

(n
=1
0
) 

Mean  166.16 

SEM  3.65 

Sig?  B 

Among time points, levels not 
connected by the same letter 
are different (Student’s t‐test, 
α=0.05) 

 

Phase    CON5‐9 
(n=5) 

MDX5‐9 
(n=5) 

TEE by phase 
(kJ/kg/hr) 

Li
gh
t 

(0
7
0
0
‐1
4
5
9
) 

Mean  136.83  142.28 

SEM  2.91  4.37 

Sig?  ‐‐  ‐‐ 

D
ar
k 

(1
5
0
0
‐0
6
5
9
) 

Mean  167.19  165.13 

SEM  7.30  2.44 

Sig?  ‐‐  ‐‐ 

Within each time point, levels not 
connected by the same letter are different 
(Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x phase) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  0.01  0.09  1 8 0.7718 
Phase  7.71  61.7  1 8 <0.0001 
Interaction  0.15  1.23  1 8 0.3003 
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Total	energy	expenditure	(by	phase):	SET6‐13	

Raw	data	
    TEE by phase 

(kJ/kg/hr) 

ID  Genotype  Light 
(0700‐1459) 

Dark
(1500‐0659) 

10‐206  MDX6‐13  137.70  170.11
10‐207  MDX6‐13  139.24  204.26
10‐208  CON6‐13  154.18  164.21
10‐210  MDX6‐13  140.57  177.44
10‐211  MDX6‐13  134.67  165.94
10‐218  MDX6‐13  123.61  168.37
10‐219  CON6‐13  166.73  181.92
10‐220  CON6‐13  155.55  190.02
10‐227  CON6‐13  138.50  171.44
10‐228  CON6‐13  173.86  202.62

Descriptive	statistics	
  CON6‐13 

(n=10) 
MDX6‐13 
(n=10) 

TEE by phase 
(kJ/kg/hr) 

Mean  169.90  156.19 
SEM  5.89  7.89 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 
Levels not connected by the 
same letter are different 
(Student’s t‐test, α=0.05) 

 

Phase      

TEE by phase 
(kJ/kg/hr) 

Li
gh
t 

(0
7
0
0
‐1
4
5
9
) 

(n
=1
0
) 

Mean  146.46 

SEM  4.94 

Sig?  A 

D
ar
k 

(1
5
0
0
‐0
6
5
9
) 

(n
=1
0
) 

Mean  179.63 

SEM  4.67 

Sig?  B 

Among time points, levels not 
connected by the same letter 
are different (Student’s t‐test, 
α=0.05) 
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Phase    CON6‐13 
(n=5) 

MDX6‐13 
(n=5) 

TEE by phase 
(kJ/kg/hr) 

Li
gh
t 

(0
7
0
0
‐1
4
5
9
) 

Mean  157.76  135.16 

SEM  6.04  3.05 

Sig?  ‐‐  ‐‐ 

D
ar
k 

(1
5
0
0
‐0
6
5
9
) 

Mean  182.04  177.23 

SEM  6.77  7.03 

Sig?  ‐‐  ‐‐ 

Within each time point, levels not 
connected by the same letter are different 
Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x phase) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  0.43  3.43  1 8 0.1011 
Phase  8.77  70.13  1 8 <0.0001 
Interaction  0.63  5.04  1 8 0.0550 
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Respiratory	exchange	ratio	(by	phase):	SET5‐9	

Raw	data	
    RER by phase 

ID  Genotype  Light 
(0700‐1459) 

Dark
(1500‐0659) 

10‐101  CON5‐9  0.92  0.96
10‐102  CON5‐9  0.90  0.93
10‐115  CON5‐9  0.89  0.98
10‐119  CON5‐9  0.93  0.99
10‐122  MDX5‐9  0.89  0.96
10‐124  MDX5‐9  0.87  0.96
10‐125  MDX5‐9  0.85  0.98
10‐129  MDX5‐9  0.91  0.97
10‐130  MDX5‐9  0.87  0.96
10‐145  CON5‐9  0.87  0.95

Descriptive	statistics	
  CON5‐9 

(n=10) 
MDX5‐9 
(n=10) 

RER by phase 
Mean  0.93  0.92 
SEM  0.01  0.02 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 
Levels not connected by the 
same letter are different 
(Student’s t‐test, α=0.05) 

 

Phase      

RER by phase 

Li
gh
t 

(0
7
0
0
‐1
4
5
9
) 

(n
=1
0
) 

Mean  0.89 

SEM  0.01 

Sig?  A 

D
ar
k 

(1
5
0
0
‐0
6
5
9
) 

(n
=1
0
) 

Mean  0.96 

SEM  0.01 

Sig?  B 

Among time points, levels not 
connected by the same letter 
are different (Student’s t‐test, 
α=0.05) 
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Phase    CON5‐9 
(n=5) 

MDX5‐9 
(n=5) 

RER by phase 

Li
gh
t 

(0
7
0
0
‐1
4
5
9
) 

Mean  0.90  0.88 

SEM  0.01  0.01 

Sig?  ‐‐  ‐‐ 

D
ar
k 

(1
5
0
0
‐0
6
5
9
) 

Mean  0.96  0.97 

SEM  0.01  0.00 

Sig?  ‐‐  ‐‐ 

Within each time point, levels not 
connected by the same letter are different 
(Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics		
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x phase) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  0.08  0.65  1 8 0.4431 
Phase  9.78  78.20  1 8 <0.001 
Interaction  0.38  3.02  1 8 0.1205 
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Respiratory	exchange	ratio	(by	phase):	SET6‐13	

Raw	data	
    RER by phase 

ID  Genotype  Light 
(0700‐1459) 

Dark
(1500‐0659) 

10‐206  MDX6‐13  0.87  0.94
10‐207  MDX6‐13  0.88  0.94
10‐208  CON6‐13  0.90  0.95
10‐210  MDX6‐13  0.88  0.95
10‐211  MDX6‐13  0.84  0.92
10‐218  MDX6‐13  0.90  0.96
10‐219  CON6‐13  0.87  0.86
10‐220  CON6‐13  0.92  0.98
10‐227  CON6‐13  0.88  0.98
10‐228  CON6‐13  0.85  0.85

Descriptive	statistics	
  CON6‐13 

(n=10) 
MDX6‐13 
(n=10) 

RER by phase 
Mean  0.91  0.91 
SEM  0.02  0.01 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 
Levels not connected by the 
same letter are different 
(Student’s t‐test, α=0.05) 

 

Phase      

RER by phase 

Li
gh
t 

(0
7
0
0
‐1
4
5
9
) 

(n
=1
0
) 

Mean  0.88 

SEM  0.01 

Sig?  A 

D
ar
k 

(1
5
0
0
‐0
6
5
9
) 

(n
=1
0
) 

Mean  0.93 

SEM  0.01 

Sig?  B 

Among time points, levels not 
connected by the same letter 
are different Student’s t‐test, 
α=0.05) 
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Phase    CON6‐13 
(n=5) 

MDX6‐13 
(n=5) 

RER by phase 

Li
gh
t 

(0
7
0
0
‐1
4
5
9
) 

Mean  0.89  0.87 

SEM  0.01  0.01 

Sig?  ‐‐  ‐‐ 

D
ar
k 

(1
5
0
0
‐0
6
5
9
) 

Mean  0.92  0.94 

SEM  0.03  0.01 

Sig?  ‐‐  ‐‐ 

Within each time point, levels not 
connected by the same letter are different 
(Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x phase) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  0.00  0.01  1 8 0.9356 
Phase  3.02  24.16  1 8 0.0012 
Interaction  0.25  2.01  1 8 0.1939 
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Horizontal	cage	activity	(by	phase):	SET5‐9	

Raw	data	
    Horizontal activity

(beam breaks) 

ID  Genotype  Light 
(0700‐1459) 

Dark
(1500‐0659) 

10‐101  CON5‐9  4,182  2,324
10‐102  CON5‐9  33,941  56,261
10‐115  CON5‐9  15,575  52,947
10‐119  CON5‐9  6,976  70,982
10‐122  MDX5‐9  7,281  21,035
10‐124  MDX5‐9  22,619  78,611
10‐125  MDX5‐9  3,702  8,112
10‐129  MDX5‐9  8,060  39,252
10‐130  MDX5‐9  21,914  62,728
10‐145  CON5‐9  13,569  104,344

Descriptive	statistics	
  CON5‐9 

(n=10) 
MDX5‐9 
(n=10) 

Horizontal activity 
(beam breaks) 
Mean  36,110  27,331 
SEM  10,804  8,039 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 
Levels not connected by the 
same letter are different 
(Student’s t‐test, α=0.05) 

 

Phase      

Horizontal activity 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(0
7
0
0
‐1
4
5
9
) 

(n
=1
0
) 

Mean  13,781 

SEM  3,107 

Sig?  A 

D
ar
k 

(1
5
0
0
‐0
6
5
9
) 

(n
=1
0
) 

Mean  49,659 

SEM  10,221 

Sig?  B 

Among time points, levels not 
connected by the same letter 
are different (Student’s t‐test, 
α=0.05) 
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Phase    CON5‐9 
(n=5) 

MDX5‐9 
(n=5) 

Horizontal activity 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(0
7
0
0
‐1
4
5
9
) 

Mean  14,848  12,715 

SEM  5,208  3,970 

Sig?  ‐‐  ‐‐ 

D
ar
k 

(1
5
0
0
‐0
6
5
9
) 

Mean  57,371  41,947 

SEM  16,497  12,972 

Sig?  ‐‐  ‐‐ 

Within each time point, levels not 
connected by the same letter are different 
(Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics		
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x phase) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  0.06  0.50  1 8 0.5012 
Phase  1.86  14.92  1 8 0.0048 
Interaction  0.06  0.51  1 8 0.4947 
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Horizontal	cage	activity	(by	phase):	SET6‐13	

Raw	data	
    Horizontal activity

(beam breaks) 

ID  Genotype  Light 
(0700‐1459) 

Dark
(1500‐0659) 

10‐206  MDX6‐13  36,721  112,554
10‐207  MDX6‐13  9,520  47,683
10‐208  CON6‐13  15,234  27,286
10‐210  MDX6‐13  33,425  114,113
10‐211  MDX6‐13  19,146  36,825
10‐218  MDX6‐13  17,916  84,615
10‐219  CON6‐13  16,476  29,462
10‐220  CON6‐13  17,569  38,886
10‐227  CON6‐13  8,208  36,946
10‐228  CON6‐13  19,467  62,656

Descriptive	statistics	
  CON6‐13 

(n=10) 
MDX6‐13 
(n=10) 

Horizontal activity 
(beam breaks) 
Mean  27,219  51,251 
SEM  5017  12,227 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 
Levels not connected by the 
same letter are different 
(Student’s t‐test, α=0.05) 

 

Phase      

Horizontal activity 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(0
7
0
0
‐1
4
5
9
) 

(n
=1
0
) 

Mean  19,368 

SEM  2,889 

Sig?  A 

D
ar
k 

(1
5
0
0
‐0
6
5
9
) 

(n
=1
0
) 

Mean  59,102 

SEM  10,522 

Sig?  B 

Among time points, levels not 
connected by the same letter 
are different Student’s t‐test, 
α=0.05) 
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Phase    CON6‐13 
(n=5) 

MDX6‐13 
(n=5) 

Horizontal activity 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(0
7
0
0
‐1
4
5
9
) 

Mean  15,391  23,346 

SEM  1,926  5,093 

Sig?  ‐‐  ‐‐ 

D
ar
k 

(1
5
0
0
‐0
6
5
9
) 

Mean  39,047  79,158 

SEM  6,293  16,046 

Sig?  ‐‐  ‐‐ 

Within each time point, levels not 
connected by the same letter are different 
(Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics		
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x phase) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  0.61  4.86  1 8 0.0585 
Phase  4.43  35.43  1 8 0.0003 
Interaction  0.73  5.80  1 8 0.0426 

 

Post‐hoc analysis 
(interaction, CON6‐13 v. MDX6‐13) 

Student's t‐test  P>|t| 
Light (0700‐1459)  0.2025 
Dark (1500‐0659)  0.0654 
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Vertical	cage	activity	(by	phase):	SET5‐9	

Raw	data	
    Vertical activity 

(beam breaks) 

ID  Genotype  Light 
(0700‐1459) 

Dark
(1500‐0659) 

10‐101  CON5‐9  1,746  4,215
10‐102  CON5‐9  2,608  4,402
10‐115  CON5‐9  1,307  4,714
10‐119  CON5‐9  468  4,141
10‐122  MDX5‐9  701  1,632
10‐124  MDX5‐9  863  4,716
10‐125  MDX5‐9  53  429
10‐129  MDX5‐9  630  2,977
10‐130  MDX5‐9  1,061  3,801
10‐145  CON5‐9  505  5,675

Descriptive	statistics	
  CON5‐9 

(n=10) 
MDX5‐9 
(n=10) 

Vertical activity 
(beam breaks) 
Mean  2,978  1,686 
SEM  597  502 
Sig?  A  B 
Levels not connected by the 
same letter are different 
(Student’s t‐test, α=0.05) 

 

Phase      

Vertical activity 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(0
7
0
0
‐1
4
5
9
) 

(n
=1
0
) 

Mean  994 

SEM  234 

Sig?  A 

D
ar
k 

(1
5
0
0
‐0
6
5
9
) 

(n
=1
0
) 

Mean  3,670 

SEM  499 

Sig?  B 

Among time points, levels not 
connected by the same letter 
are different (Student’s t‐test, 
α=0.05) 
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Phase    CON5‐9 
(n=5) 

MDX5‐9 
(n=5) 

Vertical activity 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(0
7
0
0
‐1
4
5
9
) 

Mean  1,327  662 

SEM  402  169 

Sig?  ‐‐  ‐‐ 

D
ar
k 

(1
5
0
0
‐0
6
5
9
) 

Mean  4,629  2,711 

SEM  280  763 

Sig?  ‐‐  ‐‐ 

Within each time point, levels not 
connected by the same letter are different 
(Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics		
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x phase) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  0.85  6.83  1 8 0.0310 
Phase  4.95  39.58  1 8 0.0002 
Interaction  0.27  2.17  1 8 0.1790 
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Vertical	cage	activity	(by	phase):	SET6‐13	

Raw	data	
    Vertical activity 

(beam breaks) 

ID  Genotype  Light 
(0700‐1459) 

Dark
(1500‐0659) 

10‐206  MDX6‐13  2,354  8,412
10‐207  MDX6‐13  795  5,842
10‐208  CON6‐13  739  1,543
10‐210  MDX6‐13  2,043  7,801
10‐211  MDX6‐13  1,261  5,833
10‐218  MDX6‐13  1,148  8,601
10‐219  CON6‐13  922  1,649
10‐220  CON6‐13  864  2,535
10‐227  CON6‐13  338  1,542
10‐228  CON6‐13  627  2,687

Descriptive	statistics	
  CON6‐13 

(n=10) 
MDX6‐13 
(n=10) 

Vertical activity 
(beam breaks) 
Mean  1,345  4,409 
SEM  252  1,014 
Sig?  A  B 
Levels not connected by the 
same letter are different 
(Student’s t‐test, α=0.05) 

 

Phase      

Vertical activity 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(0
7
0
0
‐1
4
5
9
) 

(n
=1
0
) 

Mean  1,109 

SEM  200 

Sig?  A 

D
ar
k 

(1
5
0
0
‐0
6
5
9
) 

(n
=1
0
) 

Mean  4,645 

SEM  938 

Sig?  B 

Among time points, levels not 
connected by the same letter 
are different Student’s t‐test, 
α=0.05) 
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Phase    CON6‐13 
(n=5) 

MDX6‐13 
(n=5) 

Vertical activity 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(0
7
0
0
‐1
4
5
9
) 

Mean  698  1,520 

SEM  103  292 

Sig?  A  B 

D
ar
k 

(1
5
0
0
‐0
6
5
9
) 

Mean  1,991  7,298 

SEM  255  611 

Sig?  A  B 

Within each time point, levels not 
connected by the same letter are different 
(Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics		
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x phase) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  6.19  49.52  1 8 0.0001 
Phase  20.25  162.02  1 8 <0.0001 
Interaction  8.15  65.17  1 8 <0.0001 

 

Post‐hoc analysis 
(interaction, CON6‐13 v. MDX6‐13) 

Student's t‐test  P>|t| 
Light (0700‐1459)  0.0451 
Dark (1500‐0659)  0.0004 
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Cytokine/chemokine:	SET5‐9	

Raw	data	
  CON5‐9 

(n=9) 
MDX5‐9 
(n=9) 

Fold difference

  Plasma analyte concentration
(pg/ml) 

MDX5‐9
relative to  
CON5‐9 

IL‐1α  4.8  4.7  1.0 fold ↓

IL‐1β  < 8.8  < 8.8  ‐‐

IL‐2  < 0.9  < 0.9  ‐‐

IL‐3  < 1.0  < 1.0  ‐‐

IL‐4  < 2.2  < 2.2  ‐‐

IL‐5  6.2  5.8  1.1 fold ↓

IL‐6  < 2.0  7.6  > 3.8 fold ↑

IL‐10  < 0.5  < 0.5  ‐‐

IL‐12p70  22.5  < 3.9  > 5.8 fold ↓

IL‐17  < 0.0  < 0.0  ‐‐

CCL2  21.4  59.4  2.8 fold ↑

IFNγ  < 0.1  < 0.1  ‐‐

TNFα  < 0.7  < 0.7  ‐‐

CCL3  < 2.5  < 2.5  ‐‐

GM‐CSF  6.1  < 1.5  > 4.0 fold ↓

CCL5  19.1  14.8  1.3 fold ↓

CCL11  2736.5  3103.1  1.1 fold ↑

CXCL1  35.4  171.7  4.9 fold ↑

CCL22  163.8  255.6  1.6 fold ↑

CCL17  281.4  261.1  1.1 fold ↓

CCL1  16.9  16.6  1.0 fold ↓
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Cytokine/chemokine:	SET6‐13	

Raw	data	
  CON6‐13 

(n=7) 
MDX6‐13 
(n=6) 

Fold difference

  Analyte 
concentration 
(pg/ml) 

MDX6‐13
relative to 
CON6‐13 

CON6‐13

relative to 
CON5‐9 

MDX6‐13
relative to 
MDX5‐9 

IL‐1α  3.2  5.4  1.7 fold ↑ 1.5 fold ↓ 1.1 fold ↑

IL‐1β  < 8.8  < 8.8  ‐‐  ‐‐ ‐‐

IL‐2  < 0.9  < 0.9  ‐‐  ‐‐ ‐‐

IL‐3  < 1.0  < 1.0  ‐‐  ‐‐ ‐‐

IL‐4  < 2.2  < 2.2  ‐‐  ‐‐ ‐‐

IL‐5  4.1  4.6  1.1 fold ↑ 1.5 fold ↓ 1.3 fold ↓

IL‐6  < 2.0  11.1  > 5.5 fold ↑ ‐‐ 1.5 fold ↑

IL‐10  < 0.5  < 0.5  ‐‐  ‐‐ ‐‐

IL‐12p70  < 3.9  < 3.9  ‐‐  > 5.8 fold ↓ ‐‐

IL‐17  < 0.0  < 0.0  ‐‐  ‐‐ ‐‐

CCL2  40.0  100.5  2.5 fold ↑ 1.9 fold ↑ 1.7 fold ↑

IFNγ  < 0.1  < 0.1  ‐‐  ‐‐ ‐‐

TNFα  < 0.7  < 0.7  ‐‐  ‐‐ ‐‐

CCL3  < 2.5  < 2.5  ‐‐  ‐‐ ‐‐

GM‐CSF  < 1.5  < 1.5  ‐‐  > 4.0 fold ↓ ‐‐

CCL5  16.0  21.8  1.4 fold ↑ 1.2 fold ↓ 1.5 fold ↑

CCL11  4084.6  4518.7  1.1 fold ↑ 1.5 fold ↑ 1.5 fold ↑

CXCL1  54.9  202.1  3.7 fold ↑ 1.6 fold ↑ 1.2 fold ↑

CCL22  136.2  220.4  1.6 fold ↑ 1.2 fold ↓ 1.2 fold ↓

CCL17  443.3  621.4  1.4 fold ↑ 1.6 fold ↑ 2.4 fold ↑

CCL1  47.3  49.4  1.0 fold ↑ 2.8 fold ↑ 3.0 fold ↑
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Appendix	C:	Chapter	5	raw	data	and	statistics	

Environmental	conditions:	Temperature	

Raw	data	
Day  AM Temp 

(°C) 
PM Temp 
(°C) 

Comments

SET5‐9 
‐7  21  22  SET5‐9 arrived at facility
‐6  21  21 
‐5  21   
‐4  21   
‐3  21  22 
‐2  21  21 
‐1  21  21 
0  21  21  SET5‐9 E0771 cell injection
1  21  21 
2  21   
3  21   
4  21  21 
5  21  21 
6  21  22 
7  21  21 
8  21  21 
9  21   
10  21   
11  21   
12  21  21 
13  21  21 
14  21  22 
15  21  21 
16  21   
17  21   
18  21  21 
19  21  21 
20  21  22 
21  21  21 
22  21  21 
23  21   
24  21   
25  22  21 
26  21  21 
27  22  21 
28  21  21  SET5‐9 euthanized
29  21  21  SET5‐9 euthanized
SET9‐13 
‐29  21  21  SET9‐13 arrived at facility
‐28  21  21 
‐27  20   
‐26  21   
‐25  21  21 



 

184 

 

Day  AM Temp 
(°C) 

PM Temp 
(°C) 

Comments

‐24  21  21 
‐23  21  21 
‐22  21  21 
‐21  21   
‐20  21   
‐19  20   
‐18  21  21 
‐17  21  21 
‐16  21  21 
‐15  21  21 
‐14  21  21 
‐13  20   
‐12  20   
‐11  20  21 
‐10  19  21 
‐9  21  21 
‐8  21   
‐7  21  21 
‐6  21   
‐5  21   
‐4  21  21 
‐3  21  21 
‐2  21  21 
‐1  21  21 
0  21  21  SET9‐13 E0771 cell injection
1  21   
2  21   
3  21  21 
4  21  21 
5  21  21 
6  21  21 
7  21   
8  21   
9  21   
10  21  21 
11  21  21 
12  21  21 
13  21  21 
14  21   
15  21   
16  21   
17  21  21 
18  21  21 
19  21  21 
20  21  21 
21  21  21 
22  21   
23  20   
24  21  21  SET9‐13 euthanized
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Descriptive	statistics	
  n  Mean  SEM 

AM Temp 
SET5‐9  37  21°C  0.042°C 
SET9‐13  54  21°C  0.062°C 
PM Temp 
SET5‐9  26  21°C  0.088°C 
SET9‐13  34  21°C  0°C 
Avg. Temp 
SET5‐9  37  21°C  0.036°C 
SET9‐13  54  21°C  0.062°C 

Inferential	statistics	
Student's t‐test   P>|t| 

AM Temp.  0.0034 
PM Temp.  0.0221 
Avg. Temp  0.0003 



 

186 

 

Environmental	conditions:	Relative	humidity	

Raw	data	
Day  AM 

Humidity 
(%) 

PM 
Humidity 
(%) 

Comments

SET5‐9 
‐7  46  49  SET5‐9 arrived at facility
‐6  49  47 
‐5  47   
‐4  49   
‐3  47  43 
‐2  49  45 
‐1  42  45 
0  46  45  SET5‐9 E0771 cell injection
1  42  44 
2  47   
3  46   
4  41  45 
5  42  43 
6  42  41 
7  42  44 
8  45  44 
9  34   
10  42   
11  38   
12  42  43 
13  44  48 
14  38  32 
15  37  33 
16  37   
17  41   
18  43  38 
19  39  36 
20  40  41 
21  41  41 
22  43  42 
23  37   
24  38   
25  37  44 
26  38  46 
27  44  51 
28  43  46  SET5‐9 euthanized
29  50  43  SET5‐9 euthanized
SET9‐13 
‐29  29  34  SET9‐13 arrived at facility
‐28  32  30 
‐27  33   
‐26  31   
‐25  33  32 
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Day  AM 
Humidity 
(%) 

PM 
Humidity 
(%) 

Comments

‐24  39  34 
‐23  32  30 
‐22  32  31 
‐21  32   
‐20  27   
‐19  28   
‐18  27  27 
‐17  35  41 
‐16  28  27 
‐15  27  26 
‐14  28  26 
‐13  27   
‐12  27   
‐11  27  25 
‐10  28  24 
‐9  25  26 
‐8  26   
‐7  28  33 
‐6  32   
‐5  33   
‐4  26  25 
‐3  23  23 
‐2  24  24 
‐1  24  33 
0  33  33  SET9‐13 E0771 cell injection
1  33   
2  32   
3  29  30 
4  33  33 
5  34  32 
6  32  32 
7  32   
8  33   
9  32   
10  27  27 
11  27  28 
12  30  28 
13  29  33 
14  30   
15  37   
16  33   
17  28  29 
18  32  30 
19  32  32 
20  28  32 
21  32  30 
22  32   
23  24   
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Day  AM 
Humidity 
(%) 

PM 
Humidity 
(%) 

Comments

24  25  26  SET9‐13 euthanized

Descriptive	statistics	
  n  Mean  SEM

AM Humidity 
SET5‐9  7  42%  0.67%
SET9‐13  54  30%  0.47%
PM Humidity 
SET5‐9  26  43%  0.87%
SET9‐13  34  30%  0.66%
Avg. Humidity 
SET5‐9  37  42%  0.66%
SET9‐13  54  30%  0.46%

	

Inferential	statistics	
Student's t‐test  P>|t| 

AM Humidity  <0.0001 
PM Humidity  <0.0001 
Avg. Humidity  <0.0001 
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Food	intake:	SET5‐9	

Raw	data	
    24‐hr food intake

(g) 

Cage  Group  8 dpt  15 dpt  23 dpt
1  CON5‐9  3.0  3.5  4.1
2  MDX+T5‐9  2.4  3.3  3.5
3  MDX+T5‐9  2.9  3.7  4.9
4  CON+T5‐9  2.7  3.5  3.1
5  CON+T5‐9  3.7  3.5  4.3
8  CON5‐9  3.4  3.4  4.0
9  CON+T5‐9  3.7  3.7  3.2
10  CON5‐9  2.7  4.0 
11  MDX+T5‐9  3.2  3.7 
12  MDX5‐9  2.5  3.4  3.3
13  MDX5‐9  2.9  3.7  4.0
14  MDX5‐9  3.6  4.0  3.8
15  MDX5‐9  3.3  3.6  3.6
16  MDX5‐9     4.3  4.2
17  CON+T5‐9  3.5  4.0  3.6
19  CON+T5‐9  3.5  4.3  3.9
20  CON5‐9  3.6  3.8  3
21  MDX+T5‐9  3.1  4.3  3.3
23  CON5‐9  2.8  4.2  3.2
24  MDX+T5‐9  4.2  3.6  3.6

Descriptive	statistics	
dpt    CON5‐9  CON+T5‐9 MDX5‐9 MDX+T5‐9
24‐hr food intake 
(g) 

8
 

(n
=4

‐5
)  Mean  3.1  3.4  3.0 3.1

SEM  0.2  0.2  0.3 0.3
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

1
0
 

(n
=5
) 

Mean  3.8  3.8  3.8 3.7
SEM  0.1  0.2  0.2 0.2
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

2
3
 

(n
=4

‐5
)  Mean  3.6  3.6  3.8 3.8

SEM  0.3  0.2  0.2 0.4
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 
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dpt     CON5‐9+ CON+T5‐9  MDX5‐9+ MDX+T5‐9
24‐hr food intake 
(g) 

8
 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  3.3  3.1

SEM  0.1  0.2

Sig?  ‐‐  ‐‐

1
0
 

(n
=1
0
)  Mean  3.8  3.7

SEM  0.1  0.1
Sig?  ‐‐  ‐‐

2
3
 

(n
=9
) 

Mean  3.6  3.8
SEM  0.2  0.2
Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

	

dpt     CON5‐9+MDX5‐9   CON+T5‐9+ MDX+T5‐9
24‐hr food intake 
(g) 

8
 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  3.1  3.3

SEM  0.1  0.2
Sig?  ‐‐  ‐‐

1
0
 

(n
=1
0
)  Mean  3.8  3.7

SEM  0.1  0.1
Sig?  ‐‐  ‐‐

2
3
 

(n
=9
) 

Mean  3.7  3.7
SEM  0.1  0.2
Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Inferential	statistics	

8	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  0.38  0.13 0.52 0.6728
Error  15  3.64  0.24
Total  18  4.02   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  0.11  0.47 0.5051
Tumor  1  0.20  0.82 0.3807
Interaction  1  0.06  0.26 0.6197

10	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  0.02  0.01 0.06 0.9788
Error  16  1.92  0.12
Total  19  1.94   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  0.00  0.02 0.8988
Tumor  1  0.01  0.07 0.7994
Interaction  1  0.01  0.10 0.7509

23	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  0.22  0.07 0.26 0.8561
Error  14  4.00  0.29
Total  17  4.22   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  0.22  0.76 0.3974
Tumor  1  0.01  0.03 0.8730
Interaction  1  0.11  0.00 0.9884
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Food	intake:	SET9‐13	

Raw	data
    24‐hr food intake

(g) 

Cage  Group  12 dpt  23 dpt
1  MDX9-13 4.1 4.7 
2  CON9-13 3.5 3.9 
3  CON+T9-13 3.2   
4  MDX9-13 5.0   
5  CON9-13 3.8   
6  MDX+T9-13 3.9   
7  MDX9-13 4.0   
8  CON+T9-13     
9  MDX+T9-13 4.2 0.0 
10  CON+T9-13 3.3 3.1 
11  MDX9-13     
12  CON9-13     
13  MDX+T9-13 4.6   
14  MDX+T9-13 3.9 4.7 
15  CON+T9-13 3.0   
16  CON9-13 3.6   
10‐201  MDX9-13      
10‐202  CON9-13      
10‐203  CON9-13      
10‐204  CON+T9-13    4.4 
10‐205  CON+T9-13    3.6 
10‐206  MDX9-13    5.8 

24‐hr food intake
(g) 

10‐207 MDX9-13   6.0
10‐208 CON9-13   3.9
10‐209 MDX+T9-13   4.1
10‐210 MDX9-13   5.7
10‐211 MDX9-13   4.7
10‐212 CON+T9-13   4.3
10‐213 MDX+T9-13     
10‐214 MDX+T9-13   4.2
10‐215 CON+T9-13     
10‐216 CON+T9-13     
10‐217 MDX9-13     
10‐218 MDX9-13   4.9
10‐219 CON9-13   3.8
10‐220 CON9-13   4.2
10‐221 MDX+T9-13   5.7
10‐222 MDX+T9-13   5.4
10‐223 MDX+T9-13   4.3
10‐224 MDX+T9-13     
10‐225 CON+T9-13   3.7
10‐226 CON+T9-13   3.9
10‐227 CON9-13   4.2
10‐228 CON9-13   3.6

Descriptive	statistics		
dpt    CON9‐13  CON+T9‐13 MDX9‐13 MDX+T9‐13
24‐hr food intake 
(g) 

1
2
 

(n
=3

‐4
)  Mean  3.6  3.2  4.4 4.1

SEM  0.1  0.1  0.3 0.2
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

2
3
 

(n
=6

‐7
)  Mean  3.9  3.8  5.3 4.1

SEM  0.1  0.2  0.2 0.7
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 
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dpt     CON9‐13+ CON+T9‐13  MDX9‐13+ MDX+T9‐13
24‐hr food intake 
(g) 

1
2
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  3.4  4.2

SEM  0.1  0.2

Sig?  A  B

2
3
 

(n
=1
2
‐1
3
)  Mean  3.9  4.6

SEM  0.1  0.4

Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

	

dpt     CON9‐13+MDX9‐13  CON+T9‐13+ MDX+T9‐13
24‐hr food intake 
(g) 

1
2
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  4.0  3.7
SEM  0.2  0.2
Sig?  ‐‐  ‐‐

2
3
 

(n
=1
2
‐1
3
) 

Mean  4.6  4.0

SEM  0.2  0.4

Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	

12	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  2.74  0.91 7.68 0.0075
Error  9  1.07  0.12
Total  12  3.81   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  2.40  20.19 0.0015
Tumor  1  0.36  2.99 0.1181
Interaction  1  0.06  0.48 0.5069
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23	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  8.50  2.83 2.42 0.0948
Error  21  24.60  1.17
Total  24  33.10   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  3.93  3.36 0.0810
Tumor  1  2.74  2.34 0.1414
Interaction  1  2.09  1.79 0.1958
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Body	mass:	SET5‐9	

Raw	data	
    Body mass 

(g) 

ID  Group  1 dpt  8 dpt  15 dpt 22 dpt 27 dpt
10‐101  CON5‐9  18.5  20.0  20.7 20.9 22.2
10‐102  CON5‐9  18.1  19.5  19.8 20.3 21.1
10‐103  MDX+T5‐9  15.9  17.3  18.3 20.1 20.5
10‐104  MDX+T5‐9  16.6  18.7  20.4 22.0 24.3
10‐105  MDX+T5‐9  17.5  19.2  20.5 20.9 23.0
10‐106  MDX+T5‐9  18.0  20.5  21.4 22.4 23.8
10‐107  CON+T5‐9  17.5  20.1  19.6 20.5 21.6
10‐108  CON+T5‐9  17.6  18.2  19.2 19.7 21.5
10‐109  CON+T5‐9  17.5  20.0  20.5 21.6 23.1
10‐110  CON+T5‐9  16.0  18.5  20.2 20.6 21.4
10‐115  CON5‐9  16.9  17.5  18.0 19.2 19.8
10‐116  CON5‐9  17.6  19.0  19.5 20.7 20.5
10‐117  CON+T5‐9  17.0  17.9  18.1 18.9 20.3
10‐118  CON+T5‐9  16.5  18.8  19.2 20.1 21.9
10‐119  CON5‐9  17.9  18.3  18.7 20.0 20.3
10‐120  MDX+T5‐9  17.3  21.9  22.0 19.1
10‐121  MDX+T5‐9  15.0  17.6  19.7 21.2 22.9
10‐122  MDX5‐9  16.5  17.0  18.2 19.2 19.8
10‐123  MDX5‐9  17.5  19.5  20.4 21.6 23.0
10‐124  MDX5‐9  15.4  18.0  18.5 19.3 20.1
10‐125  MDX5‐9  16.6  17.1  19.1 21.4 23.0
10‐126  MDX5‐9  19.2  21.8  23.3 24.0 24.8
10‐127  MDX5‐9  15.9  16.8  18.9 19.9 21.0
10‐128  MDX5‐9  17.6  19.4  20.1 21.3 21.7
10‐129  MDX5‐9  17.1  18.9  20.5 21.9 22.6
10‐130  MDX5‐9  18.1  19.3  21.1 21.9 22.9
10‐131  MDX5‐9  17.0    
10‐132  CON+T5‐9  18.6  20.6  21.7 21.7 23.8
10‐133  CON+T5‐9  17.0  18.9  19.7 21.2 23.9
10‐136  CON+T5‐9  17.0  18.3  19.1 20.4 22.7
10‐137  CON+T5‐9  17.2  18.6  20.1 21.8 20.1
10‐138  CON5‐9  17.2  18.2  19.1 19.7 20.0
10‐139  CON5‐9  17.4  18.6  19.4 20.5 21.9
10‐140  MDX+T5‐9  18.1  20.0  21.1 22.1 25.4
10‐141  MDX+T5‐9  16.9  20.4  21.9 24.1 25.1
10‐144  CON5‐9  16.0  16.4  17.1 18.0 19.3
10‐145  CON5‐9  16.8  17.6  19.3 20.0 20.1
10‐146  MDX+T5‐9  17.3  17.2  18.2 19.6 20.8
10‐147  MDX+T5‐9  16.3  17.4  18.9 19.9 22.3
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Descriptive	statistics		
dpt    CON5‐9  CON+T5‐9 MDX5‐9 MDX+T5‐9
Body mass 
(g) 

1
 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  17.4  17.2  17.1 16.9

SEM  0.3  0.2  0.3 0.3

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

8
 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  18.3  19.0  18.6 19.0

SEM  0.4  0.3  0.5 0.5

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

1
5
 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  19.1  19.7  20.0 20.2

SEM  0.3  0.3  0.5 0.4

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

2
2
 

(n
=9

‐1
0
) 

Mean  19.9  20.7  21.2 21.1

SEM  0.3  0.3  0.5 0.5

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

2
7
 

(n
=9

‐1
0
) 

Mean  20.6  22.0  22.1 23.1

SEM  0.3  0.4  0.5 0.6

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 
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dpt     CON5‐9+ CON+T5‐9  MDX5‐9+ MDX+T5‐9
Body mass 
(g) 

1
 

(n
=1
9
‐2
0
)  Mean  17.3  17.0

SEM  0.2  0.2

Sig?  ‐‐  ‐‐

8
 

(n
=1
9
)  Mean  18.7  18.8

SEM  0.2  0.4
Sig?  ‐‐  ‐‐

1
5
 

(n
=1
9
)  Mean  19.4  20.1

SEM  0.2  0.3
Sig?  ‐‐  ‐‐

2
2
 

(n
=1
9
)  Mean  20.3  21.2

SEM  0.2  0.3
Sig?  A  B

2
7
 

(n
=1
8
‐1
9
)  Mean  21.3  22.6

SEM  0.3  0.4

Sig?  A  B

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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dpt     CON5‐9+MDX5‐9   CON+T5‐9+ MDX+T5‐9
Body mass 
(g) 

1
 

(n
=1
9
‐2
0
) 

Mean  17.2  17.0

SEM  0.2  0.2

Sig?  ‐‐  ‐‐

8
 

(n
=1
8
‐2
0
)  Mean  18.5  19.0

SEM  0.3  0.3

Sig?  ‐‐  ‐‐

1
5
 

(n
=1
8
‐2
0
)  Mean  19.5  20.0

SEM  0.3  0.3

Sig?  ‐‐  ‐‐

2
2
 

(n
=1
8
‐2
0
)  Mean  20.5  20.9

SEM  0.3  0.3

Sig?  ‐‐  ‐‐

2
7
 

(n
=1
8
‐1
9
) 

Mean  21.3  22.5

SEM  0.4  0.4

Sig?  A  B

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	

1	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  1.18  0.39 0.49 0.6914
Error  35  28.10  0.80
Total  38  29.28   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  0.84  1.05 0.3133
Tumor  1  0.37  0.46 0.5041
Interaction  1  0.00  0.00 0.9831
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8	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  2.88  0.96 0.5240 0.6687
Error  34  62.27  1.83
Total  37  65.15   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  0.26  0.14 0.7098
Tumor  1  2.47  1.35 0.2537
Interaction  1  0.17  0.09 0.7607

15	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  7.19  2.40 1.48 0.2385
Error  34  55.24  1.62
Total  37  62.43   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  4.94  3.04 0.0902
Tumor  1  1.93  1.19 0.2837
Interaction  1  0.47  0.29 0.5950

22	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  9.33  3.11 1.96 0.1379
Error  34  53.84  1.58
Total  37  63.18   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  7.12  4.50 0.0413
Tumor  1  1.16  0.74 0.3972
Interaction  1  1.35  0.85 0.3627
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27	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  29.58  9.86 4.80 0.0070
Error  33  67.77  2.05
Total  36  97.35   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  15.77  7.68 0.0091
Tumor  1  14.13  6.88 0.0131
Interaction  1  0.43  0.21 0.6515
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Body	mass:	SET9‐13	

Raw	data	
    Body mass 

(g) 

ID  Group  ‐3 dpt  5 dpt  12 dpt 18 dpt 23 dpt
10-201 MDX9-13 19.7 21.0 22.1 22.8 23.3 
10-202 CON9-13 19.1 20.9 20.6 22.0 22.3 
10-203 CON9-13 18.4 19.6 20.0 21.4 22.4 
10-204 CON+T9-13 17.7 18.3 19.3 20.4 20.8 
10-205 CON+T9-13 17.3 19.2 19.7 20.8 22.2 
10-206 MDX9-13 23.2 25.1 24.5 25.7 27.4 
10-207 MDX9-13 20.2 22.0 22.6 24.0 25.0 
10-208 CON9-13 18.9 18.5 20.6 21.8 22.9 
10-209 MDX+T9-13 21.2 22.6 23.6 24.1 25.5 
10-210 MDX9-13 20.7 22.1 23.1 22.8 24.5 
10-211 MDX9-13 21.3 23.0 24.3 24.8 25.8 
10-212 CON+T9-13 20.4 21.2 21.4 23.4 24.6 
10-213 MDX+T9-13 20.7 21.8 23.0 24.3 25.6 
10-214 MDX+T9-13 20.8 22.1 23.1 25.0 25.7 
10-215 CON+T9-13 21.1 22.2 23.1 24.1 25.0 
10-216 CON+T9-13 19.0 19.2 19.7 20.1 20.7 
10-217 MDX9-13 20.6     
10-218 MDX9-13 22.2 24.7 25.0 25.0 25.3 
10-219 CON9-13 20.1 20.9 21.5 21.2 21.4 
10-220 CON9-13 18.0 18.8 19.4 20.5 21.5 
10-221 MDX+T9-13 21.6 23.1 24.3 24.7 25.3 
10-222 MDX+T9-13 22.3 24.0 24.7 26.1 27.7 
10-223 MDX+T9-13 20.4 22.1 22.7 23.7 24.4 
10-224 MDX+T9-13 20.1 22.0 22.8 24.1 25.3 
10-225 CON+T9-13 20.0 20.9 21.3 21.4 21.9 
10-226 CON+T9-13 18.2 19.2 20.0 21.2 23.3 
10-227 CON9-13 21.1 21.6 21.8 21.6 22.3 
10-228 CON9-13 17.4 18.5 18.6 19.6 20.2 
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Descriptive	statistics		
dpt    CON9‐13  CON+T9‐13 MDX9‐13 MDX+T9‐13
Body mass 
(g) 

‐3
 

(n
=7
) 

Mean  19.0  19.1  21.1 21.0

SEM  0.5  0.5  0.5 0.3

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

5
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  19.8  20.0  23.0 22.5

SEM  0.5  0.5  0.7 0.3

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

1
2
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  20.4  20.6  23.6 23.5

SEM  0.4  0.5  0.5 0.3

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

1
8
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  21.2  21.6  24.2 24.6

SEM  0.3  0.6  0.5 0.3

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

2
3
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  21.9  22.6  25.2 25.6

SEM  0.3  0.6  0.6 0.4

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 
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dpt     CON9‐13+ CON+T9‐13  MDX9‐13+ MDX+T9‐13
Body mass 
(g) 

‐3
 

(n
=1
4
) 

Mean  19.1  21.1

SEM  0.3  0.3

Sig?  A  B

5
 

(n
=1
3
‐1
4
) 

Mean  19.9  22.7

SEM  0.3  0.3

Sig?  A  B

1
2
 

(n
=1
3
‐1
4
) 

Mean  20.5  23.5

SEM  0.3  0.3

Sig?  A  B

1
8
 

(n
=1
3
‐1
4
) 

Mean  21.4  24.4

SEM  0.3  0.3

Sig?  A  B

2
3
 

(n
=1
3
‐1
4
)  Mean  22.3  25.4

SEM  0.4  0.3

Sig?  A  B

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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dpt     CON9‐13+MDX9‐13  CON+T9‐13+ MDX+T9‐13
Body mass 
(g) 

‐3
 

(n
=1
4
) 

Mean  20.1  20.1

SEM  0.4  0.4

Sig?  ‐‐  ‐‐

5
 

(n
=1
3
‐1
4
)  Mean  21.3  21.3

SEM  0.6  0.5

Sig?  ‐‐  ‐‐

1
2
 

(n
=1
3
‐1
4
)  Mean  21.9  22.1

SEM  0.6  0.5

Sig?  ‐‐  ‐‐

1
8
 

(n
=1
3
‐1
4
)  Mean  22.6  23.1

SEM  0.5  0.5

Sig?  ‐‐  ‐‐

2
3
 

(n
=1
3
‐1
4
) 

Mean  23.4  24.1

SEM  0.6  0.6

Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	

‐3	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  28.68  9.56 6.69 0.0019
Error  24  34.30  1.43
Total  27  62.99   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  28.60  20.01 0.0002
Tumor  1  0.00  0.00 0.9875
Interaction  1  0.08  0.06 0.8146
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5	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  54.03  18.01 10.69 0.0001
Error  23  38.75  1.68
Total  26  92.78   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  53.72  31.88 <0.0001
Tumor  1  0.11  0.06 0.8015
Interaction  1  0.72  0.43 0.5197

12	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  61.96  20.65 16.35 <0.0001
Error  23  29.05  1.26
Total  26  91.01   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  61.64  48.80 <0.0001
Tumor  1  0.03  0.03 0.8706
Interaction  1  0.24  0.24 0.6258

18	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  2  61.91  20.63 16.21 <0.0001
Error  23  29.27  1.27
Total  26  91.18   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  59.86  47.03 <0.0001
Tumor  1  1.24  0.98 0.3337
Interaction  1  0.01  0.01 0.9246
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23	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  71.61  23.87 14.45 <0.0001
Error  23  37.98  1.65
Total  26  109.59   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  67.95  41.15 <0.0001
Tumor  1  2.47  1.49 0.2339
Interaction  1  0.22  0.13 0.7202
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Tumor	free	body	mass:	SET5‐9	

Raw	data	
    Tumor free body mass

(g) 

ID  Group  29 dpt 
10‐101  CON5‐9  22.2 
10‐102  CON5‐9  21.1 
10‐103  MDX+T5‐9  20.3 
10‐104  MDX+T5‐9  21.6 
10‐105  MDX+T5‐9  22.5 
10‐106  MDX+T5‐9  22.7 
10‐107  CON+T5‐9  21.2 
10‐108  CON+T5‐9  20.7 
10‐109  CON+T5‐9  21.3 
10‐110  CON+T5‐9  21.0 
10‐115  CON5‐9  19.8 
10‐116  CON5‐9  20.5 
10‐117  CON+T5‐9  19.5 
10‐118  CON+T5‐9  21.3 
10‐119  CON5‐9  20.3 
10‐120  MDX+T5‐9  18.0 
10‐121  MDX+T5‐9  19.9 
10‐122  MDX5‐9  19.8 
10‐123  MDX5‐9  23.0 
10‐124  MDX5‐9  20.1 
10‐125  MDX5‐9  23.0 
10‐126  MDX5‐9  24.8 
10‐127  MDX5‐9  21.0 
10‐128  MDX5‐9  21.7 
10‐129  MDX5‐9  22.6 
10‐130  MDX5‐9  22.9 
10‐131  MDX5‐9   
10‐132  CON+T5‐9  21.0 
10‐133  CON+T5‐9  22.0 
10‐136  CON+T5‐9  21.8 
10‐137  CON+T5‐9  18.6 
10‐138  CON5‐9  20.0 
10‐139  CON5‐9  21.9 
10‐140  MDX+T5‐9  23.8 
10‐141  MDX+T5‐9  23.9 
10‐144  CON5‐9  19.3 
10‐145  CON5‐9  20.1 
10‐146  MDX+T5‐9  19.4 
10‐147  MDX+T5‐9  21.1 
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Descriptive	statistics		
dpt    CON5‐9  CON+T5‐9 MDX5‐9 MDX+T5‐9
Tumor free body mass 
(g) 

2
8
 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  20.6  20.8  22.1 21.3

SEM  0.3  0.3  0.5 0.6

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 

 

dpt     CON5‐9+ CON+T5‐9  MDX5‐9+ MDX+T5‐9
Tumor free body mass 
(g) 

2
8
 

(n
=1
9
) 

Mean  20.7  21.7

SEM  0.2  0.4

Sig?  A  B

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

 

dpt     CON5‐9+MDX5‐9   CON+T5‐9+ MDX+T5‐9
Tumor free body mass 
(g) 

2
8
 

(n
=1
8
‐2
0
) 

Mean  21.3  21.1

SEM  0.4  0.3

Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Inferential	statistics	

28	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  12.30  4.10 1.94 0.1418
Error  34  71.87  2.11
Total  37  84.17   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  9.70  4.59 0.0395
Tumor  1  0.62  0.29 0.5931
Interaction  1  2.47  1.17 0.2874
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Tumor	free	body	mass:	SET9‐13	

Raw	data	
    Tumor free body mass

(g) 

ID  Group  23 dpt 
10‐201  MDX9‐13  23.3 
10‐202  CON9‐13  22.3 
10‐203  CON9‐13  22.4 
10‐204  CON+T9‐13  20.8 
10‐205  CON+T9‐13  21.8 
10‐206  MDX9‐13  27.4 
10‐207  MDX9‐13  25.0 
10‐208  CON9‐13  22.9 
10‐209  MDX+T9‐13  25.4 
10‐210  MDX9‐13  24.5 
10‐211  MDX9‐13  25.8 
10‐212  CON+T9‐13  24.2 
10‐213  MDX+T9‐13  25.6 
10‐214  MDX+T9‐13  25.5 
10‐215  CON+T9‐13  24.9 
10‐216  CON+T9‐13  20.6 
10‐217  MDX9‐13   
10‐218  MDX9‐13  25.3 
10‐219  CON9‐13  21.4 
10‐220  CON9‐13  21.5 
10‐221  MDX+T9‐13  25.3 
10‐222  MDX+T9‐13  26.7 
10‐223  MDX+T9‐13  24.4 
10‐224  MDX+T9‐13  24.7 
10‐225  CON+T9‐13  21.7 
10‐226  CON+T9‐13  23.0 
10‐227  CON9‐13  22.3 
10‐228  CON9‐13  20.2 

  	



 

211 

 

Descriptive	statistics		
dpt    CON9‐13  CON+T9‐13 MDX9‐13 MDX+T9‐13
Tumor free body mass 
(g) 

2
3
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  21.9  22.4  25.2 25.4

SEM  0.3  0.6  0.6 0.3

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 

 

dpt     CON9‐13+ CON+T9‐13  MDX9‐13+ MDX+T9‐13
Tumor free body mass 
(g) 

2
3
 

(n
=1
3
‐1
4
)  Mean  22.1  25.3

SEM  0.3  0.3

Sig?  A  B

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

 

dpt     CON9‐13+MDX9‐13  CON+T9‐13+ MDX+T9‐13
Tumor free body mass 
(g) 

2
3
 

(n
=1
3
‐1
4
) 

Mean  23.4  23.9

SEM  0.6  0.5

Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Inferential	statistics	

23	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  68.31  22.77 15.50 <0.0001
Error  23  33.79  1.47
Total  26  102.10   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  66.71  45.40 <0.0001
Tumor  1  0.83  0.57 0.4597
Interaction  1  0.29  0.20 0.6593
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Percent	lean	mass:	SET5‐9	

Raw	data	
    Lean mass 

(%) 

ID  Group  1 dpt  8 dpt  15 dpt 22 dpt 27 dpt
10‐101  CON5‐9  58.7  61.2  59.6 62.4 60.9
10‐102  CON5‐9  65.2  62.0  61.6 63.0 62.7
10‐103  MDX+T5‐9  60.9  60.5  62.2 60.5 61.5
10‐104  MDX+T5‐9  61.5  62.5  61.5 60.5 63.0
10‐105  MDX+T5‐9  63.0  63.5  61.2 64.3 61.8
10‐106  MDX+T5‐9  63.9  61.3  62.1 61.5 63.9
10‐107  CON+T5‐9  62.4  60.2  60.6 59.7 60.8
10‐108  CON+T5‐9  60.4  59.7  60.6 59.3 61.3
10‐109  CON+T5‐9  60.4  60.2  60.7 59.3 60.9
10‐110  CON+T5‐9  60.2  58.0  57.6 57.0 60.4
10‐115  CON5‐9  61.8  62.0  62.7 60.9 60.7
10‐116  CON5‐9  60.4  59.6  61.2 56.4 58.5
10‐117  CON+T5‐9  63.6  60.7  63.2 63.4 63.2
10‐118  CON+T5‐9  61.8  60.7  61.4 63.6 62.7
10‐119  CON5‐9  60.2  59.6  62.3 61.8 62.5
10‐120  MDX+T5‐9  61.4  63.2  64.2 61.6
10‐121  MDX+T5‐9  61.5  62.7  64.5 65.0 65.6
10‐122  MDX5‐9  60.1  60.4  61.7 59.5 57.6
10‐123  MDX5‐9  62.4  63.6  65.0 65.8 64.3
10‐124  MDX5‐9  61.8  64.4  63.7 61.9 62.9
10‐125  MDX5‐9  62.0  62.0  64.7 62.3 64.0
10‐126  MDX5‐9  66.7  63.2  65.8 64.7 65.0
10‐127  MDX5‐9  62.2  61.6  63.1 64.1 62.4
10‐128  MDX5‐9  65.8  63.0  64.4 61.3 62.3
10‐129  MDX5‐9  62.4  63.7  64.4 62.8 63.9
10‐130  MDX5‐9  62.7  61.6  65.7 64.0 63.6
10‐131  MDX5‐9  64.6    
10‐132  CON+T5‐9  57.9  56.4  55.7 56.7 57.4
10‐133  CON+T5‐9  61.8  62.2  62.8 62.3 61.5
10‐136  CON+T5‐9  61.1  61.0  59.6 60.6 58.8
10‐137  CON+T5‐9  64.5  61.7  59.4 61.2 62.2
10‐138  CON5‐9  63.8  61.9  62.2 59.7 59.9
10‐139  CON5‐9  62.4  62.5  61.3 61.0 58.3
10‐140  MDX+T5‐9  60.7  61.1  62.5 61.4 63.2
10‐141  MDX+T5‐9  64.7  62.4  60.9 60.2 63.1
10‐144  CON5‐9  60.6  62.1  59.8 60.4 58.9
10‐145  CON5‐9  60.8  61.1  57.8 57.8 59.6
10‐146  MDX+T5‐9  58.5  61.1  60.9 63.1 61.6
10‐147  MDX+T5‐9  62.4  63.4  61.6 63.7 64.4
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Descriptive	statistics		
dpt    CON5‐9  CON+T5‐9 MDX5‐9 MDX+T5‐9
Lean mass 
(%) 

1
 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  61.5  61.4  63.0 61.8

SEM  0.7  0.6  0.6 0.6

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

8
 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  61.3  60.1  62.6 62.1

SEM  0.4  0.5  0.4 0.3

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

1
5
 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  60.9  60.1  64.3 62.1

SEM  0.5  0.7  0.4 0.4

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

2
2
 

(n
=9

‐1
0
) 

Mean  60.4  60.3  62.9 62.2

SEM  0.7  0.8  0.6 0.5

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

2
7
 

(n
=9

‐1
0
) 

Mean  60.2  60.9  62.9 63.1

SEM  0.5  0.6  0.7 0.5

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 
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dpt     CON5‐9+ CON+T5‐9  MDX5‐9+ MDX+T5‐9
Lean mass 
(%) 

1
 

(n
=1
9
‐2
0
)  Mean  61.5  62.4

SEM  0.4  0.4

Sig?  ‐‐  ‐‐

8
 

(n
=1
9
)  Mean  60.6  62.3

SEM  0.4  0.3
Sig?  A  B

1
5
 

(n
=1
9
)  Mean  60.5  63.1

SEM  0.5  0.4
Sig?  A  B

2
2
 

(n
=1
9
)  Mean  60.3  62.5

SEM  0.5  0.4
Sig?  A  B

2
7
 

(n
=1
8
‐1
9
)  Mean  60.6  63.0

SEM  0.4  0.4

Sig?  A  B

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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dpt     CON5‐9+MDX5‐9   CON+T5‐9+ MDX+T5‐9
Lean mass 
(%) 

1
 

(n
=1
9
‐2
0
) 

Mean  62.3  61.6

SEM  0.5  0.4

Sig?  ‐‐  ‐‐

8
 

(n
=1
8
‐2
0
)  Mean  61.9  61.1

SEM  0.3  0.4

Sig?  ‐‐  ‐‐

1
5
 

(n
=1
8
‐2
0
)  Mean  62.6  61.1

SEM  0.5  0.5

Sig?  A  B

2
2
 

(n
=1
8
‐2
0
)  Mean  61.6  61.2

SEM  0.6  0.5

Sig?  ‐‐  ‐‐

2
7
 

(n
=1
8
‐1
9
) 

Mean  61.5  61.9

SEM  0.5  0.4

Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	

1	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  16.92  5.64 1.55 0.2183
Error  35  127.13  3.63
Total  38  144.05   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  9.47  2.61 0.1154
Tumor  1  4.50  1.24 0.2732
Interaction  1  2.66  0.73 0.3977
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8	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  35.81  11.94 6.73 0.0011
Error  34  60.26  1.77
Total  37  96.07   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  26.69  15.06 0.0005
Tumor  1  6.75  3.81 0.0593
Interaction  1  1.61  0.91 0.3479

15	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  89.84  29.95 10.76 <0.0001
Error  34  94.67  2.78
Total  37  184.51   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  67.24  24.15 <0.0001
Tumor  1  19.94  7.16 0.0114
Interaction  1  4.24  1.52 0.2255

22	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  48.31  16.10 3.79 0.0190
Error  34  144.50  4.25
Total  37  192.81   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  46.18  10.87 0.0023
Tumor  1  1.62  0.38 0.5413
Interaction  1  1.15  0.27 0.6070
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27	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  56.43  18.81 6.09 0.0020
Error  33  101.96  3.09
Total  36  158.38   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  54.64  17.68 0.0002
Tumor  1  2.01  0.650 0.4254
Interaction  1  0.46  0.15 0.7030
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Percent	lean	mass:	SET9‐13	

Raw	data	
    Lean mass 

(%) 

ID  Group  ‐3 dpt  5 dpt  12 dpt 18 dpt 23 dpt
10‐201  MDX9‐13  63.4  60.4  84.2 62.6 60.4
10‐202  CON9‐13  56.8  57.9  82.1 58.2 59.6
10‐203  CON9‐13  57.4  57.6  58.0 59.9 57.7
10‐204  CON+T9‐13  57.9  58.7  58.8 58.7 62.2
10‐205  CON+T9‐13  58.7  57.9  59.9 58.6 59.9
10‐206  MDX9‐13  62.5  64.2  63.5 62.6 64.5
10‐207  MDX9‐13  61.3  62.2  61.7 63.0 62.8
10‐208  CON9‐13  53.1  56.9  58.6 58.6 58.3
10‐209  MDX+T9‐13  61.9  61.2  61.2 61.9 63.0
10‐210  MDX9‐13  67.4  62.0  61.5 63.7 62.1
10‐211  MDX9‐13  60.2  59.4  60.2 60.7 61.1
10‐212  CON+T9‐13  58.2  57.6  59.0 60.0 60.0
10‐213  MDX+T9‐13  65.0  60.3  60.0 62.4 63.3
10‐214  MDX+T9‐13  61.0  59.8  62.0 63.4 62.5
10‐215  CON+T9‐13  56.8  56.4  57.0 57.2 58.0
10‐216  CON+T9‐13  57.9  58.5  58.2 59.0 57.2
10‐217  MDX9‐13  63.5   
10‐218  MDX9‐13  64.3  64.4  63.7 61.7 64.3
10‐219  CON9‐13  52.7  50.3  51.7 58.4 60.8
10‐220  CON9‐13  57.2  58.0  58.1 59.5 59.5
10‐221  MDX+T9‐13  62.2  59.4  59.8 62.2 62.1
10‐222  MDX+T9‐13  62.1  60.9  63.2 65.3 64.5
10‐223  MDX+T9‐13  60.9  62.1  61.3 61.8 62.1
10‐224  MDX+T9‐13  61.6  59.6  60.9 62.3 64.7
10‐225  CON+T9‐13  57.2  56.9  57.0 58.1 59.7
10‐226  CON+T9‐13  57.6  57.0  57.7 62.5 61.5
10‐227  CON9‐13  55.5  56.0  56.0 60.4 59.3
10‐228  CON9‐13  54.3  53.2  51.6 60.6 61.1
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Descriptive	statistics		
dpt    CON9‐13  CON+T9‐13 MDX9‐13 MDX+T9‐13
Lean mass 
(%) 

‐3
 

(n
=7
) 

Mean  55.3  57.7  63.2 62.1

SEM  0.7  0.2  0.9 0.5

Sig?  A  A  B B

5
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  55.7  57.5  62.1 60.5

SEM  1.1  0.3  0.8 0.4

Sig?  A  A  B B

1
2
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  59.4  58.2  65.8 61.2

SEM  3.9  0.4  3.7 0.4

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

1
8
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  59.4  59.1  62.4 62.7

SEM  0.4  0.6  0.4 0.5

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

2
3
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  59.4  59.8  62.5 63.2

SEM  0.5  0.7  0.7 0.4

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 
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dpt     CON9‐13+ CON+T9‐13  MDX9‐13+ MDX+T9‐13
Lean mass 
(%) 

‐3
 

(n
=1
4
) 

Mean  56.5  62.6

SEM  0.5  0.5

Sig?  A  B

5
 

(n
=1
3
‐1
4
) 

Mean  56.6  61.2

SEM  0.6  0.5

Sig?  A  B

1
2
 

(n
=1
3
‐1
4
) 

Mean  58.8  63.3

SEM  1.9  1.8

Sig?  ‐‐  ‐‐

1
8
 

(n
=1
3
‐1
4
) 

Mean  59.2  62.6

SEM  0.4  0.3

Sig?  A  B

2
3
 

(n
=1
3
‐1
4
)  Mean  59.6  62.9

SEM  0.4  0.4

Sig?  A  B

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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dpt     CON9‐13+MDX9‐13  CON+T9‐13+ MDX+T9‐13
Lean mass 
(%) 

‐3
 

(n
=1
4
) 

Mean  59.2  59.9

SEM  1.2  0.7

Sig?  ‐‐  ‐‐

5
 

(n
=1
3
‐1
4
)  Mean  58.6  59.0

SEM  1.1  0.5

Sig?  ‐‐  ‐‐

1
2
 

(n
=1
3
‐1
4
)  Mean  62.4  59.7

SEM  2.8  0.5

Sig?  ‐‐  ‐‐

1
8
 

(n
=1
3
‐1
4
)  Mean  60.7  60.9

SEM  0.5  0.6

Sig?  ‐‐  ‐‐

2
3
 

(n
=1
3
‐1
4
) 

Mean  60.9  61.5

SEM  0.6  0.6

Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

 

Inferential	statistics	

‐3	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  289.98  96.66 33.63 <0.0001
Error  24  68.98  2.87
Total  27  358.95 
Effects Tests 
Source  DF  SS  F P>F
Genotype  1  264.14  91.91 <0.0001
Tumor  1  3.16  1.10 0.3051
Interaction  1  22.68  7.89 0.0097
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5	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  161.70  53.90 15.45 <0.0001
Error  23  80.24  3.49
Total  26  241.95   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  144.67  41.47 <0.0001
Tumor  1  0.10  0.03 0.8644
Interaction  1  20.18  5.78 0.0246

12	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  209.76  69.92 1.48 0.2454
Error  23  1084.30  47.14
Total  26  1294.06   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F P>F
Genotype  1  146.76  3.11 0.0909
Tumor  1  56.86  1.21 0.2835
Interaction  1  19.14  0.41 0.5303

18	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  74.90  24.97 15.24 <0.0001
Error  23  37.69  1.64
Total  26  112.59   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  73.34  44.76 <0.0001
Tumor  1  0.04  0.02 0.8806
Interaction  1  0.65  0.40 0.5354
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23	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  73.45  24.48 11.68 <0.0001
Error  23  48.21  2.10
Total  26  121.67   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  70.59  33.68 <0.0001
Tumor  1  1.46  0.70 0.4126
Interaction  1  0.17  0.08 0.7785
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Percent	fat	mass:	SET5‐9	

Raw	data	
    Fat mass 

(%) 

ID  Group  1 dpt  8 dpt  15 dpt 22 dpt 27 dpt
10‐101  CON5‐9  6.10  3.75  5.45 4.70 5.25
10‐102  CON5‐9  3.60  4.05  3.65 2.80 3.85
10‐103  MDX+T5‐9  5.50  5.45  5.00 6.10 5.45
10‐104  MDX+T5‐9  4.10  3.80  4.45 5.45 1.90
10‐105  MDX+T5‐9  5.25  3.65  4.40 2.95 4.85
10‐106  MDX+T5‐9  2.60  4.05  4.00 4.85 1.90
10‐107  CON+T5‐9  4.80  5.40  5.30 6.70 4.75
10‐108  CON+T5‐9  6.25  6.35  5.40 5.95 5.05
10‐109  CON+T5‐9  5.00  5.65  5.65 6.25 5.25
10‐110  CON+T5‐9  6.75  7.75  6.90 8.20 4.85
10‐115  CON5‐9  3.80  4.00  4.30 5.15 5.75
10‐116  CON5‐9  4.05  5.50  4.65 7.50 7.55
10‐117  CON+T5‐9  3.25  5.25  3.55 3.25 4.20
10‐118  CON+T5‐9  4.35  5.45  5.40 3.05 4.65
10‐119  CON5‐9  5.35  6.15  4.15 4.10 2.95
10‐120  MDX+T5‐9  3.73  4.05  2.20 2.40
10‐121  MDX+T5‐9  5.15  2.80  2.25 2.20 2.05
10‐122  MDX5‐9  4.55  6.15  6.50 7.25 8.60
10‐123  MDX5‐9  3.15  1.85  1.85 0.55 3.40
10‐124  MDX5‐9  4.05  3.50  3.95 3.75 4.10
10‐125  MDX5‐9  3.30  3.70  1.95 4.20 3.20
10‐126  MDX5‐9  1.70  3.05  2.30 1.55 3.20
10‐127  MDX5‐9  4.30  5.25  2.95 2.40 5.45
10‐128  MDX5‐9  3.00  3.45  3.80 4.80 4.50
10‐129  MDX5‐9  3.45  3.00  2.50 3.55 2.60
10‐130  MDX5‐9  3.00  3.90  1.50 1.75 3.45
10‐131  MDX5‐9  2.30    
10‐132  CON+T5‐9  7.70  9.30  10.20 8.65 7.65
10‐133  CON+T5‐9  3.85  3.70  3.25 3.55 4.40
10‐136  CON+T5‐9  5.25  5.50  4.70 5.05 6.40
10‐137  CON+T5‐9  3.80  4.15  4.20 4.35 2.45
10‐138  CON5‐9  3.10  4.65  3.50 4.75 5.70
10‐139  CON5‐9  4.10  5.60  4.10 5.60 7.10
10‐140  MDX+T5‐9  5.60  4.25  4.10 3.90 3.60
10‐141  MDX+T5‐9  3.45  5.10  5.00 6.65 4.35
10‐144  CON5‐9  5.20  4.60  5.50 5.60 6.15
10‐145  CON5‐9  3.97  5.20  5.60 6.15 6.60
10‐146  MDX+T5‐9  6.50  5.15  4.00 3.75 4.75
10‐147  MDX+T5‐9  4.00  3.35  3.90 2.25 2.90



 

226 

 

Descriptive	statistics		
dpt    CON5‐9  CON+T5‐9 MDX5‐9 MDX+T5‐9
Fat mass 
(%) 

1
 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  4.36  5.10  3.28 4.59

SEM  0.32  0.45  0.28 0.38

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

8
 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  4.83  5.85  3.76 4.17

SEM  0.28  0.52  0.42 0.27

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

1
5
 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  4.54  5.46  3.03 3.93

SEM  0.27  0.63  0.52 0.31

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

2
2
 

(n
=9

‐1
0
) 

Mean  5.15  5.50  3.31 4.05

SEM  0.44  0.63  0.67 0.52

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

2
7
 

(n
=9

‐1
0
) 

Mean  5.66  4.97  4.28 3.53

SEM  0.49  0.43  0.61 0.46

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 
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Dpt     CON5‐9+ CON+T5‐9  MDX5‐9+ MDX+T5‐9
Fat mass 
(%) 

1
 

(n
=1
9
‐2
0
)  Mean  4.75  3.93

SEM  0.29  0.27

Sig?  A  B

8
 

(n
=1
9
)  Mean  5.37  3.97

SEM  0.32  0.24
Sig?  A  B

1
5
 

(n
=1
9
)  Mean  5.02  3.51

SEM  0.36  0.30
Sig?  A  B

2
2
 

(n
=1
9
)  Mean  5.33  3.70

SEM  0.38  0.42
Sig?  A  B

2
7
 

(n
=1
8
‐1
9
)  Mean  5.29  3.90

SEM  0.33  0.38

Sig?  A  B

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Dpt     CON5‐9+MDX5‐9   CON+T5‐9+ MDX+T5‐9
Fat mass 
(%) 

1
 

(n
=1
9
‐2
0
) 

Mean  3.79  4.84

SEM  0.24  0.29

Sig?  A  B

8
 

(n
=1
8
‐2
0
)  Mean  4.30  5.01

SEM  0.28  0.34

Sig?  ‐‐  ‐‐

1
5
 

(n
=1
8
‐2
0
)  Mean  3.79  4.69

SEM  0.34  0.38

Sig?  ‐‐  ‐‐

2
2
 

(n
=1
8
‐2
0
)  Mean  4.23  4.78

SEM  0.45  0.43

Sig?  ‐‐  ‐‐

2
7
 

(n
=1
8
‐1
9
) 

Mean  4.97  4.28

SEM  0.42  0.35

Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	

1	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  17.63  5.88 4.53 0.0087
Error  35  45.41  1.30
Total  38  63.04   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  6.19  4.77 0.0358
Tumor  1  10.18  7.84 0.0082
Interaction  1  0.79  0.61 0.4393
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8	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  24.15  8.05 5.59 0.0031
Error  34  48.93  1.44
Total  37  73.08   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  18.01  12.51 0.0012
Tumor  1  4.78  3.32 0.0772
Interaction  1  0.89  0.62 0.4373

15	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  29.64  9.88 4.92 0.0061
Error  34  68.31  2.01
Total  37  97.94   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  21.83  10.87 0.0023
Tumor  1  7.74  3.85 0.0580
Interaction  1  0.00  0.00 0.9881

22	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  28.54  9.51 3.03 0.0426
Error  34  106.76  3.14
Total  37  135.30   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  25.62  8.16 0.0073
Tumor  1  2.81  0.89 0.3510
Interaction  1  0.36  0.11 0.7376
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27	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  22.63  7.54 3.25 0.0340
Error  33  76.54  2.32
Total  36  99.17   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  18.29  7.89 0.0083
Tumor  1  4.79  2.06 0.1602
Interaction  1  0.01  0.00 0.9531
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Percent	fat	mass:	SET9‐13	

Raw	data	
    Fat mass 

(%) 

ID  Group  ‐3 dpt  5 dpt  12 dpt 18 dpt 23 dpt
10-201 MDX9-13 1.50 3.60 3.80 4.00 3.95 
10-202 CON9-13 5.60 4.75 4.25 5.20 5.20 
10-203 CON9-13 5.30 4.75 4.70 4.40 5.35 
10-204 CON+T9-13 5.90 6.10 5.30 5.20 2.95 
10-205 CON+T9-13 4.25 5.20 4.30 4.55 3.75 
10-206 MDX9-13 2.00 1.75 2.25 2.35 2.25 
10-207 MDX9-13 1.60 3.20 2.80 2.10 2.90 
10-208 CON9-13 8.70 5.35 5.55 4.50 5.20 
10-209 MDX+T9-13 3.30 3.75 4.20 3.30 2.85 
10-210 MDX9-13 1.10 1.90 3.30 1.95 2.80 
10-211 MDX9-13 3.35 4.05 4.25 4.35 4.10 
10-212 CON+T9-13 4.75 4.75 5.05 4.10 3.85 
10-213 MDX+T9-13 2.40 4.00 4.60 3.90 3.55 
10-214 MDX+T9-13 2.95 3.10 3.10 3.15 3.40 
10-215 CON+T9-13 6.30 6.50 6.50 5.75 7.45 
10-216 CON+T9-13 5.95 4.55 5.30 5.65 5.90 
10-217 MDX9-13 2.20     
10-218 MDX9-13 1.40 1.35 1.65 2.25 2.25 
10-219 CON9-13 10.35 12.15 12.00 5.15 4.00 
10-220 CON9-13 4.65 4.90 4.60 4.25 3.75 
10-221 MDX+T9-13 2.70 4.70 5.30 3.55 2.95 
10-222 MDX+T9-13 2.80 4.05 3.75 2.05 2.05 
10-223 MDX+T9-13 3.15 3.85 3.20 3.10 2.85 
10-224 MDX+T9-13 3.25 4.20 3.65 3.10 2.85 
10-225 CON+T9-13 5.10 6.10 6.65 5.55 4.10 
10-226 CON+T9-13 5.60 6.40 5.50 3.15 3.05 
10-227 CON9-13 4.75 8.20 7.70 4.85 4.80 
10-228 CON9-13 7.65 10.20 10.85 3.40 3.80 
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Descriptive	statistics		
dpt    CON9‐13  CON+T9‐13 MDX9‐13 MDX+T9‐13
Fat mass 
(%) 

‐3
 

(n
=7
) 

Mean  6.71  5.41  1.88 2.94

SEM  0.84  0.28  0.28 0.12

Sig?  A  A  B B

5
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  7.19  5.66  2.64 3.95

SEM  1.15  0.31  0.46 0.18

Sig?  A  AB  C BC

1
2
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  7.09  5.51  3.01 3.97

SEM  1.20  0.31  0.40 0.30

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

1
8
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  4.54  4.85  2.83 3.16

SEM  0.23  0.37  0.43 0.22

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

2
3
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  4.59  4.44  3.04 2.93

SEM  0.27  0.62  0.33 0.18

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 
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Dpt     CON9‐13+ CON+T9‐13  MDX9‐13+ MDX+T9‐13
Fat mass 
(%) 

‐3
 

(n
=1
4
) 

Mean  6.06  2.41

SEM  0.46  0.21

Sig?  A  B

5
 

(n
=1
3
‐1
4
) 

Mean  6.42  3.35

SEM  0.61  0.29

Sig?  A  B

1
2
 

(n
=1
3
‐1
4
) 

Mean  6.30  3.53

SEM  0.64  0.27

Sig?  A  B

1
8
 

(n
=1
3
‐1
4
) 

Mean  4.69  3.01

SEM  0.21  0.22

Sig?  A  B

2
3
 

(n
=1
3
‐1
4
)  Mean  4.51  2.98

SEM  0.33  0.63

Sig?  A  B

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Dpt     CON9‐13+MDX9‐13  CON+T9‐13+ MDX+T9‐13
Fat mass 
(%) 

‐3
 

(n
=1
4
) 

Mean  4.30  4.17

SEM  0.79  0.37

Sig?  ‐‐  ‐‐

5
 

(n
=1
3
‐1
4
)  Mean  5.09  4.80

SEM  0.91  0.29

Sig?  ‐‐  ‐‐

1
2
 

(n
=1
3
‐1
4
)  Mean  5.21  4.74

SEM  0.88  0.30

Sig?  ‐‐  ‐‐

1
8
 

(n
=1
3
‐1
4
)  Mean  3.75  4.01

SEM  0.33  0.31

Sig?  ‐‐  ‐‐

2
3
 

(n
=1
3
‐1
4
) 

Mean  3.87  3.68

SEM  0.30  0.38

Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

 

Inferential	statistics	

‐3	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  103.33  34.44 22.58 <0.0001
Error  24  36.61  1.53
Total  27  139.95   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  93.44  61.25 <0.0001
Tumor  1  0.11  0.07 0.7912
Interaction  1  9.78  6.41 0.0183



 

235 

 

5	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  77.46  25.82 8.89 0.0004
Error  23  66.77  2.90
Total  26  144.23   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  65.65  22.61 <0.0001
Tumor  1  0.08  0.03 0.8684
Interaction  1  13.52  4.66 0.0416

12	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  63.69  21.23 6.65 0.0021
Error  23  73.45  3.19
Total  26  137.14   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  53.20  16.66 0.0005
Tumor  1  0.64  0.20 0.6595
Interaction  1  10.85  3.40 0.0782

18	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  19.75  6.58 9.82 0.0002
Error  23  15.43  0.67
Total  26  35.18   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  19.29  28.75 <0.0001
Tumor  1  0.70  1.04 0.3178
Interaction  1  0.00  0.00 0.9792
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23	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  15.90  5.30 5.08 0.0076
Error  23  24.00  1.04
Total  26  39.90   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  15.64  14.99 0.0008
Tumor  1  0.12  0.11 0.7416
Interaction  1  0.00  0.00 0.9631
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Percent	fluid	mass:	SET5‐9	

Raw	data	
    Fluid mass 

(%) 

ID  Group  1 dpt  8 dpt  15 dpt 22 dpt 27 dpt
10‐101  CON5‐9  5.55  6.10  6.00 6.00 6.05
10‐102  CON5‐9  5.70  5.45  5.50 5.60 5.00
10‐103  MDX+T5‐9  5.85  6.05  5.95 6.15 5.90
10‐104  MDX+T5‐9  5.85  5.85  5.65 5.75 6.65
10‐105  MDX+T5‐9  6.00  6.80  6.25 6.30 6.00
10‐106  MDX+T5‐9  6.70  6.25  6.15 5.75 6.60
10‐107  CON+T5‐9  6.35  6.40  5.50 5.50 5.50
10‐108  CON+T5‐9  5.45  5.25  5.50 5.80 6.00
10‐109  CON+T5‐9  5.35  5.10  5.70 5.85 6.70
10‐110  CON+T5‐9  5.40  5.65  6.35 5.75 5.70
10‐115  CON5‐9  6.10  5.65  5.60 5.75 5.90
10‐116  CON5‐9  5.30  5.20  5.80 5.10 5.50
10‐117  CON+T5‐9  5.95  5.15  5.70 5.95 5.60
10‐118  CON+T5‐9  5.35  5.40  6.25 6.60 6.25
10‐119  CON5‐9  6.25  5.35  5.70 6.00 5.75
10‐120  MDX+T5‐9  5.67  6.70  6.50 6.35
10‐121  MDX+T5‐9  5.55  6.10  6.00 6.00 6.05
10‐122  MDX5‐9  5.70  5.45  5.50 5.60 5.00
10‐123  MDX5‐9  5.85  6.05  5.95 6.15 5.90
10‐124  MDX5‐9  5.85  5.85  5.65 5.75 6.65
10‐125  MDX5‐9  6.00  6.80  6.25 6.30 6.00
10‐126  MDX5‐9  6.70  6.25  6.15 5.75 6.60
10‐127  MDX5‐9  6.35  6.40  5.50 5.50 5.50
10‐128  MDX5‐9  5.45  5.25  5.50 5.80 6.00
10‐129  MDX5‐9  5.35  5.10  5.70 5.85 6.70
10‐130  MDX5‐9  5.40  5.65  6.35 5.75 5.70
10‐131  MDX5‐9  6.10  5.65  5.60 5.75 5.90
10‐132  CON+T5‐9  5.30  5.20  5.80 5.10 5.50
10‐133  CON+T5‐9  5.95  5.15  5.70 5.95 5.60
10‐136  CON+T5‐9  5.35  5.40  6.25 6.60 6.25
10‐137  CON+T5‐9  6.25  5.35  5.70 6.00 5.75
10‐138  CON5‐9  5.67  6.70  6.50 6.35
10‐139  CON5‐9  5.55  6.10  6.00 6.00 6.05
10‐140  MDX+T5‐9  5.70  5.45  5.50 5.60 5.00
10‐141  MDX+T5‐9  5.85  6.05  5.95 6.15 5.90
10‐144  CON5‐9  5.85  5.85  5.65 5.75 6.65
10‐145  CON5‐9  6.00  6.80  6.25 6.30 6.00
10‐146  MDX+T5‐9  6.70  6.25  6.15 5.75 6.60
10‐147  MDX+T5‐9  6.35  6.40  5.50 5.50 5.50
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Descriptive	statistics		
dpt    CON5‐9  CON+T5‐9 MDX5‐9 MDX+T5‐9
Fluid mass 
(%) 

1
 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  5.80  5.72  6.20 5.94

SEM  0.10  0.11  0.11 0.11

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

8
 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  5.63  5.55  6.01 6.23

SEM  0.12  0.13  0.09 0.10

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

1
5
 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  5.74  5.81  6.34 6.13

SEM  0.10  0.11  0.08 0.08

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

2
2
 

(n
=9

‐1
0
) 

Mean  5.74  6.01  6.24 6.21

SEM  0.10  0.11  0.13 0.10

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

2
7
 

(n
=9

‐1
0
) 

Mean  5.61  6.03  5.88 6.32

SEM  0.13  0.14  0.04 0.09

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 
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dpt     CON5‐9+ CON+T5‐9  MDX5‐9+ MDX+T5‐9
Fluid mass 
(%) 

1
 

(n
=1
9
‐2
0
)  Mean  5.76  6.07

SEM  0.07  0.08

Sig?  A  B

8
 

(n
=1
9
)  Mean  5.58  6.13

SEM  0.09  0.07
Sig?  A  B

1
5
 

(n
=1
9
)  Mean  5.78  6.23

SEM  0.07  0.06
Sig?  A  B

2
2
 

(n
=1
9
)  Mean  5.88  6.22

SEM  0.08  0.08
Sig?  A  B

2
7
 

(n
=1
8
‐1
9
)  Mean  5.83  6.10

SEM  0.11  0.07

Sig?  A  B

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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dpt     CON5‐9+MDX5‐9   CON+T5‐9+ MDX+T5‐9
Fluid mass 
(%) 

1
 

(n
=1
9
‐2
0
) 

Mean  6.01  5.83

SEM  0.09  0.08

Sig?  ‐‐  ‐‐

8
 

(n
=1
8
‐2
0
)  Mean  5.82  5.89

SEM  0.09  0.11

Sig?  ‐‐  ‐‐

1
5
 

(n
=1
8
‐2
0
)  Mean  6.04  5.97

SEM  0.09  0.08

Sig?  ‐‐  ‐‐

2
2
 

(n
=1
8
‐2
0
)  Mean  5.99  6.11

SEM  0.10  0.07

Sig?  ‐‐  ‐‐

2
7
 

(n
=1
8
‐1
9
) 

Mean  5.74  6.17

SEM  0.07  0.09

Sig?  A  B

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Inferential	statistics	

1	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  1.32  0.44 3.90 0.0167
Error  35  3.96  0.11
Total  38  5.28   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  0.94  8.27 0.0068
Tumor  1  0.28  2.48 0.1243
Interaction  1  0.09  0.75 0.3917

8	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  3.05  1.02 8.80 0.0002
Error  34  3.92  0.12
Total  37  6.98   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  2.70  23.40 <0.0001
Tumor  1  0.04  0.38 0.5418
Interaction  1  0.22  1.87 0.1809

15	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  2.14  0.71 8.67 0.0002
Error  34  2.80  0.08
Total  37  4.93   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  1.96  23.82 <0.0001
Tumor  1  0.05  0.63 0.4316
Interaction  1  0.18  2.25 0.1430
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22	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  1.44  0.48 4.36 0.0106
Error  34  3.74  0.11
Total  37  5.17   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  1.14  10.41 0.0028
Tumor  1  0.12  1.10 0.3012
Interaction  1  0.22  2.01 0.1659

27	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  2.41  0.80 7.12 0.0008
Error  33  3.72  0.11
Total  36  6.13   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  0.76  6.77 0.0138
Tumor  1  1.70  15.09 0.0005
Interaction  1  0.00  0.01 0.9304
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Percent	fluid	mass:	SET9‐13	

Raw	data	
    Fluid mass 

(%) 

ID  Group  ‐3 dpt  5 dpt  12 dpt 18 dpt 23 dpt
10-201 MDX9-13 6.60 5.75 7.55 5.70 5.50 
10-202 CON9-13 5.30 6.10 7.15 5.75 5.30 
10-203 CON9-13 5.45 5.40 5.20 5.70 5.55 
10-204 CON+T9-13 5.65 5.10 5.35 5.95 6.25 
10-205 CON+T9-13 5.45 5.50 5.55 5.80 5.80 
10-206 MDX9-13 6.35 6.65 5.95 6.00 6.20 
10-207 MDX9-13 6.50 5.50 6.15 6.60 6.35 
10-208 CON9-13 5.30 4.95 5.00 5.90 5.65 
10-209 MDX+T9-13 5.75 5.70 5.70 6.15 5.90 
10-210 MDX9-13 7.15 6.40 5.75 6.05 5.70 
10-211 MDX9-13 6.00 5.85 5.90 6.00 5.60 
10-212 CON+T9-13 5.65 5.25 5.15 5.60 5.95 
10-213 MDX+T9-13 6.35 5.60 5.50 6.15 6.20 
10-214 MDX+T9-13 6.30 5.85 5.95 6.25 5.95 
10-215 CON+T9-13 5.20 5.05 5.60 6.20 5.60 
10-216 CON+T9-13 5.50 5.30 5.05 5.25 5.05 
10-217 MDX9-13 6.20     
10-218 MDX9-13 6.40 6.90 6.90 6.05 5.95 
10-219 CON9-13 5.75 5.40 6.00 5.80 6.10 
10-220 CON9-13 5.30 5.15 5.50 5.00 5.50 
10-221 MDX+T9-13 6.50 5.90 5.85 6.30 6.15 
10-222 MDX+T9-13 6.15 5.65 6.20 6.60 6.85 
10-223 MDX+T9-13 5.70 5.70 6.15 5.55 5.70 
10-224 MDX+T9-13 5.95 5.55 5.95 6.00 6.30 
10-225 CON+T9-13 5.50 5.00 5.40 5.45 5.55 
10-226 CON+T9-13 5.50 5.25 5.55 6.10 6.95 
10-227 CON9-13 5.90 5.40 5.50 5.70 5.45 
10-228 CON9-13 5.25 5.15 5.35 6.35 5.85 
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Descriptive	statistics		
dpt    CON9‐13  CON+T9‐13 MDX9‐13 MDX+T9‐13
Fluid mass 
(%) 

‐3
 

(n
=7
) 

Mean  5.46  5.49  6.46 6.10

SEM  0.10  0.06  0.14 0.12

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

5
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  5.36  5.21  6.18 5.71

SEM  0.14  0.06  0.23 0.05

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

1
2
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  5.67  5.38  6.37 5.90

SEM  0.27  0.08  0.29 0.09

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

1
8
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  5.74  5.76  6.07 6.14

SEM  0.15  0.13  0.12 0.12

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

2
3
 

(n
=6

‐7
) 

Mean  5.63  5.88  5.88 6.15

SEM  0.10  0.23  0.14 0.14

Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 
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dpt    CON9‐13+ CON+T9‐13  MDX9‐13+ MDX+T9‐13
Fluid mass 
(%) 

‐3
 

(n
=1
4
) 

Mean  5.48  6.28

SEM  0.05  0.10

Sig?  A  B

5
 

(n
=1
3
‐1
4
) 

Mean  5.29  5.92

SEM  0.08  0.12

Sig?  A  B

1
2
 

(n
=1
3
‐1
4
) 

Mean  5.53  6.12

SEM  0.14  0.15

Sig?  A  B

1
8
 

(n
=1
3
‐1
4
) 

Mean  5.75  6.11

SEM  0.10  0.08

Sig?  A  B

2
3
 

(n
=1
3
‐1
4
)  Mean  5.75  6.03

SEM  0.12  0.10

Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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dpt     CON9‐13+MDX9‐13  CON+T9‐13+ MDX+T9‐13
Fluid mass 
(%) 

‐3
 

(n
=1
4
) 

Mean  5.96  5.80

SEM  0.16  0.10

Sig?  ‐‐  ‐‐

5
 

(n
=1
3
‐1
4
)  Mean  5.74  5.46

SEM  0.17  0.08

Sig?  A  B

1
2
 

(n
=1
3
‐1
4
)  Mean  5.99  5.64

SEM  0.21  0.09

Sig?  ‐‐  ‐‐

1
8
 

(n
=1
3
‐1
4
)  Mean  5.89  5.95

SEM  0.10  0.10

Sig?  ‐‐  ‐‐

2
3
 

(n
=1
3
‐1
4
) 

Mean  5.75  6.01

SEM  0.09  0.13

Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Inferential	statistics	

‐3	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  4.93  1.64 20.78 <0.0001
Error  24  1.90  0.08
Total  27  6.83   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  4.48  56.65 <0.0001
Tumor  1  0.19  2.39 0.1353
Interaction  1  0.26  3.29 0.0821

5	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  3.53  1.18 10.31 0.0002
Error  23  2.63  0.11
Total  26  6.16   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  2.89  25.27 <0.0001
Tumor  1  0.66  5.75 0.0250
Interaction  1  0.16  1.42 0.2455

12	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  3.35  1.12 4.11 0.0180
Error  23  6.26  0.27
Total  26  9.62   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  2.49  9.13 0.0061
Tumor  1  0.97  3.56 0.0719
Interaction  1  0.05  0.19 0.6699
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18	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  0.87  0.29 2.43 0.0907
Error  23  2.73  0.12
Total  26  3.59   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  0.83  6.99 0.0145
Tumor  1  0.02  0.14 0.7166
Interaction  1  0.01  0.04 0.8385

23	dpt	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  0.95  0.32 1.82 0.1713
Error  23  4.01  0.17
Total  26  4.96   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  0.47  2.67 0.1159
Tumor  1  0.45  2.57 0.1223
Interaction  1  0.00  0.00 0.9592
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Total	energy	expenditure	(by	phase):	SET5‐9	

Raw	data	
    TEE by phase 

(kJ/kg/hr) 

ID  Group  Light  Dark
10-101 CON5‐9 133.37 154.28 
10-102 CON5‐9 140.52 154.97 
10-104 MDX+T5‐9 137.80 156.57 
10-106 MDX+T5‐9 138.69 193.91 
10-107 CON+T5‐9 141.87 173.40 
10-109 CON+T5‐9 130.53 146.13 
10-110 CON+T5‐9 157.34 171.87 
10-115 CON5‐9 134.42 163.40 
10-119 CON5‐9 129.69 169.03 
10-121 MDX+T5‐9 112.98 146.49 
10-122 MDX5‐9 147.48 170.43 
10-124 MDX5‐9 140.73 166.66 
10-125 MDX5‐9 156.25 179.88 
10-129 MDX5‐9 132.35 156.24 
10-130 MDX5‐9 134.60 164.26 
10-132 CON+T5‐9 144.26 178.85 
10-137 CON+T5‐9 143.80 165.63 
10-141 MDX+T5‐9 132.62 168.93 
10-145 CON5‐9 146.17 194.26 
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Descriptive	statistics	
phase    CON5‐9 CON+T5‐9 MDX5‐9 MDX+T5‐9
TEE by phase 
(kJ/kg/hr) 

Li
gh
t 

(n
=4

‐5
) 

Mean  136.83  143.56 142.28 130.52

SEM  2.91  4.26  4.37 6.00
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

D
ar
k 

(n
=4

‐5
)  Mean  167.19  167.18 167.50 166.48

SEM  7.30  5.67  3.87 10.23
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 

 

phase     CON5‐9+ CON+T5‐9  MDX5‐9+ MDX+T5‐9
TEE by phase 
(kJ/kg/hr) 

Li
gh
t 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  140.20  137.05

SEM  2.68  3.95

Sig?  ‐‐  ‐‐

D
ar
k 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  167.18  167.04

SEM  4.36  4.65

Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

	

phase     CON5‐9+MDX5‐9   CON+T5‐9+ MDX+T5‐9
TEE by phase 
(kJ/kg/hr) 

Li
gh
t 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  139.56  137.76

SEM  2.64  4.04
Sig?  ‐‐  ‐‐

D
ar
k 

(n
=9

‐1
0
) 

Mean  167.34  166.86

SEM  3.90  5.14

Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Inferential	statistics	

Light	phase	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  467.21  155.74 1.73 0.2028
Error  15  1346.62  89.77
Total  18  1813.83   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F P>F
Genotype  1  67.82  0.76 0.3985
Tumor  1  29.82  0.33 0.5729
Interaction  1  402.03  4.48 0.0515

Dark	phase	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  2.41  0.80 0.00 0.9997
Error  15  3264.73  217.65
Total  18  3267.14   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F P>F
Genotype  1  0.18  0.00 0.9774
Tumor  1  1.26  0.01 0.9405
Interaction  1  1.20  0.01 0.9419
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Total	energy	expenditure	(by	phase):	SET9‐13	

Raw	data	
    TEE by phase 

(kJ/kg/hr) 

ID  Group  Light  Dark
10-204 CON+T9-13 147.12 181.86 
10-205 CON+T9-13 165.29 175.23 
10-206 MDX9-13 137.70 170.11 
10-207 MDX9-13 139.24 204.26 
10-208 CON9-13 154.18 164.21 
10-209 MDX+T9-13 122.73 143.35 
10-210 MDX9-13 140.57 177.44 
10-211 MDX9-13 134.67 165.94 
10-212 CON+T9-13 185.76 197.21 
10-214 MDX+T9-13 135.83 154.58 
10-218 MDX9-13 123.61 168.37 
10-219 CON9-13 166.73 181.92 
10-220 CON9-13 155.55 190.02 
10-221 MDX+T9-13 155.34 197.86 
10-222 MDX+T9-13 130.20 160.37 
10-223 MDX+T9-13 125.18 161.61 
10-225 CON+T9-13 152.89 171.87 
10-226 CON+T9-13 154.28 183.74 
10-227 CON9-13 138.50 171.44 
10-228 CON9-13 173.86 202.62 

Descriptive	statistics	
phase    CON9‐13  CON+T9‐13 MDX9‐13 MDX+T9‐13
TEE by phase 
(kJ/kg/hr) 

Li
gh
t 

(n
=5
) 

Mean  157.76  161.07 135.16 133.86
SEM  6.04  6.84  3.05 5.82
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

D
ar
k 

(n
=5
) 

Mean  182.04  181.98 177.22 163.55
SEM  6.77  4.38  7.03 9.16
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 

   



 

253 

 

phase     CON9‐13+ CON+T9‐13  MDX9‐13+ MDX+T9‐13
TEE by phase 
(kJ/kg/hr) 

Li
gh
t 

(n
=1
0
) 

Mean  159.42  134.51

SEM  4.33  3.11

Sig?  A  B

D
ar
k 

(n
=1
0
)  Mean  182.01  170.39

SEM  3.80  5.90
Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

	

phase    CON9‐13+MDX9‐13   CON+T9‐13+ MDX+T9‐13
TEE by phase 
(kJ/kg/hr) 

Li
gh
t 

(n
=1
0
) 

Mean  146.46  147.46
SEM  4.94  6.20
Sig?  ‐‐  ‐‐

D
ar
k 

(n
=1
0
)  Mean  179.63  172.77

SEM  4.67  5.69
Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	

Light	phase	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  3133.90  1044.63 6.61 0.0041
Error  16  2527.56  157.97
Total  19  5661.46   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F P>F
Genotype  1  3102.36  19.64 0.0004
Tumor  1  5.00  0.03 0.8610
Interaction  1  26.54  0.17 0.6873
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Dark	phase	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  1142.98  380.99 1.54 0.2435
Error  16  3966.99  247.94
Total  19  5109.96   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F P>F
Genotype  1  675.63  2.72 0.1183
Tumor  1  235.63  0.95 0.3441
Interaction  1  231.72  0.93 0.3481
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Respiratory	exchange	ratio	(by	phase):	SET5‐9	

Raw	data	
    RER by phase 

ID  Group  Light  Dark
10-101 CON5‐9 0.92 0.96 
10-102 CON5‐9 0.90 0.93 
10-104 MDX+T5‐9 0.88 0.96 
10-106 MDX+T5‐9 0.88 0.91 
10-107 CON+T5‐9 0.88 0.94 
10-109 CON+T5‐9 0.81 0.88 
10-110 CON+T5‐9 0.89 0.95 
10-115 CON5‐9 0.89 0.98 
10-119 CON5‐9 0.93 0.99 
10-121 MDX+T5‐9 0.89 0.94 
10-122 MDX5‐9 0.89 0.96 
10-124 MDX5‐9 0.87 0.96 
10-125 MDX5‐9 0.85 0.98 
10-129 MDX5‐9 0.91 0.97 
10-130 MDX5‐9 0.87 0.96 
10-132 CON+T5‐9 0.84 0.93 
10-137 CON+T5‐9 0.90 0.93 
10-141 MDX+T5‐9 0.81 0.92 
10-145 CON5‐9 0.87 0.95 

Descriptive	statistics	
phase    CON5‐9  CON+T5‐9 MDX5‐9 MDX+T5‐9
RER by phase 

Li
gh
t 

(n
=4

‐5
)  Mean  0.90  0.86  0.88 0.86

SEM  0.01  0.02  0.01 0.02
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

D
ar
k 

(n
=4

‐5
)  Mean  0.96  0.93  0.97 0.93

SEM  0.01  0.01  0.00 0.01
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 
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phase     CON5‐9+ CON+T5‐9  MDX5‐9+ MDX+T5‐9
RER by phase 

Li
gh
t 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  0.88  0.87

SEM  0.01  0.01

Sig?  ‐‐  ‐‐

D
ar
k 

(n
=9

‐1
0
) 

Mean  0.94  0.95

SEM  0.01  0.01

Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

 

phase     CON5‐9+MDX5‐9   CON+T5‐9+ MDX+T5‐9
RER by phase 

Li
gh
t 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  0.89  0.86

SEM  0.01  0.01
Sig?  ‐‐  ‐‐

D
ar
k 

(n
=9

‐1
0
) 

Mean  0.96  0.93

SEM  0.01  0.01

Sig?  A  B

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Inferential	statistics	

Light	phase	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  0.00  0.00 1.47 0.2628
Error  15  0.01  0.00
Total  18  0.02   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  0.00  0.63 0.4405
Tumor  1  0.00  2.92 0.1079
Interaction  1  0.00  0.74 0.4029

Dark	phase	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  0.01  0.00 4.16 0.0249
Error  15  0.01  0.00
Total  18  0.01   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  0.00  0.43 0.5234
Tumor  1  0.01  11.72 0.0038
Interaction  1  0.00  0.00 0.9939
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Respiratory	exchange	ratio	(by	phase):	SET9‐13	

Raw	data	
    RER by phase 

ID  Group  Light  Dark
10-204 CON+T9-13 0.82 0.88 
10-205 CON+T9-13 0.87 0.91 
10-206 MDX9-13 0.87 0.94 
10-207 MDX9-13 0.88 0.94 
10-208 CON9-13 0.90 0.95 
10-209 MDX+T9-13 0.88 0.94 
10-210 MDX9-13 0.88 0.95 
10-211 MDX9-13 0.84 0.92 
10-212 CON+T9-13 0.95 0.96 
10-214 MDX+T9-13 0.91 0.94 
10-218 MDX9-13 0.90 0.96 
10-219 CON9-13 0.87 0.86 
10-220 CON9-13 0.92 0.98 
10-221 MDX+T9-13 0.86 0.96 
10-222 MDX+T9-13 0.87 0.93 
10-223 MDX+T9-13 0.88 0.93 
10-225 CON+T9-13 0.88 0.93 
10-226 CON+T9-13 0.88 0.93 
10-227 CON9-13 0.88 0.98 
10-228 CON9-13 0.85 0.85 

Descriptive	statistics	
phase    CON9‐13  CON+T9‐13 MDX9‐13 MDX+T9‐13
RER by phase 

Li
gh
t 

(n
=5
) 

Mean  0.89  0.88  0.87 0.88
SEM  0.01  0.02  0.01 0.01
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

D
ar
k 

(n
=5
) 

Mean  0.92  0.92  0.94 0.94
SEM  0.03  0.01  0.01 0.01
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 
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phase    CON9‐13+ CON+T9‐13  MDX9‐13+ MDX+T9‐13
RER by phase 

Li
gh
t 

(n
=1
0
) 

Mean  0.88  0.88

SEM  0.01  0.01

Sig?  ‐‐  ‐‐

D
ar
k 

(n
=1
0
)  Mean  0.92  0.94

SEM  0.01  0.00
Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

 

phase    CON9‐13+MDX9‐13   CON+T9‐13+ MDX+T9‐13
RER by phase 

Li
gh
t 

(n
=1
0
) 

Mean  0.88  0.88
SEM  0.01  0.01
Sig?  ‐‐  ‐‐

D
ar
k 

(n
=1
0
)  Mean  0.93  0.93

SEM  0.01  0.01
Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	

Light	phase	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  0.00  0.00 0.15 0.9269
Error  16  0.02  0.00
Total  19  0.02   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  0.00  0.29 0.5984
Tumor  1  0.00  0.00 0.9481
Interaction  1  0.00  0.16 0.6921
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Dark	phase	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS  F P>F
Model  3  0.00  0.00 0.35 0.7900
Error  16  0.02  0.00
Total  19  0.02   
Effects Tests 
Source  DF  SS  F  P>F
Genotype  1  0.00  1.04 0.3228
Tumor  1  0.00  0.01 0.9319
Interaction  1  0.00  0.00 0.9840



 

261 

 

Horizontal	cage	activity	(by	phase):	SET5‐9	

Raw	data	
    Horizontal cage activity by phase

(beam breaks) 

ID  Group  Light  Dark
10-101 CON5‐9 4,182 2,324 
10-102 CON5‐9 33,941 56,261 
10-104 MDX+T5‐9 6,246 19,185 
10-106 MDX+T5‐9 15,109 55,800 
10-107 CON+T5‐9 13,799 54,182 
10-109 CON+T5‐9 23,157 30,336 
10-110 CON+T5‐9 8,813 17,282 
10-115 CON5‐9 15,575 52,947 
10-119 CON5‐9 6,976 70,982 
10-121 MDX+T5‐9 4,027 5,848 
10-122 MDX5‐9 7,281 21,035 
10-124 MDX5‐9 22,619 78,611 
10-125 MDX5‐9 3,702 8,112 
10-129 MDX5‐9 8,060 39,252 
10-130 MDX5‐9 21,914 62,728 
10-132 CON+T5‐9 7,855 28,154 
10-137 CON+T5‐9 12,985 42,737 
10-141 MDX+T5‐9 8,945 54,889 
10-145 CON5‐9 13,569 104,344 

Descriptive	statistics	
phase    CON5‐9 CON+T5‐9 MDX5‐9 MDX+T5‐9
Horizontal cage activity by phase 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(n
=4

‐5
)  Mean  14,849  13,322 12,715 8,582

SEM  5,208  2,714  3,970 2,397
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

D
ar
k 

(n
=4

‐5
)  Mean  57,372  34,538 41,948 33,931

SEM  16,497  6,361  12,972 12,661
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 
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phase     CON5‐9+ CON+T5‐9  MDX5‐9+ MDX+T5‐9
Horizontal cage activity by phase 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  14,085  10,878

SEM  2,780  2,421

Sig?  ‐‐  ‐‐

D
ar
k 

(n
=9

‐1
0
) 

Mean  45,955  38,384

SEM  9,162  8,686

Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

	

phase     CON5‐9+MDX5‐9   CON+T5‐9+ MDX+T5‐9
Horizontal cage activity by phase 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  13,782  11,215

SEM  3,107  1,923
Sig?  ‐‐  ‐‐

D
ar
k 

(n
=9

‐1
0
) 

Mean  49,660  34,268

SEM  10,221  6,162

Sig?  ‐‐  ‐‐
Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	

Light	phase	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  92,515,777  30,838,592 0.43 0.7340
Error  15  1,073,807,236 71,587,149
Total  18  1,166,323,013
Effects Tests 
Source  DF  SS  F P>F
Genotype  1  55,581,547  0.78 0.3921
Tumor  1  37,692,271  0.53 0.4792
Interaction  1  7,993,676  0.11 0.7429
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Dark	phase	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  1,717,718,196 572,572,732 0.74 0.5423
Error  15  11,541,061,444 769,404,096
Total  18  13,258,779,640
Effects Tests 
Source  DF  SS  F P>F
Genotype  1  302,371,065  0.39 0.5402
Tumor  1  1,119,709,824 1.46 0.2464
Interaction  1  258,262,054  0.34 0.5709
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Horizontal	cage	activity	(by	phase):	SET9‐13	

Raw	data	
    Horizontal cage activity by phase

(beam breaks) 

ID  Group  Light  Dark
10‐204  CON+T9‐13  20,711  78,724
10‐205  CON+T9‐13  34,327  47,587
10‐206  MDX9‐13  36,721  112,554
10‐207  MDX9‐13  9,520  47,683
10‐208  CON9‐13  15,234  27,286
10‐209  MDX+T9‐13  17,727  46,070
10‐210  MDX9‐13  33,425  114,113
10‐211  MDX9‐13  19,146  36,825
10‐212  CON+T9‐13  15,837  12,557
10‐214  MDX+T9‐13  19,901  49,033
10‐218  MDX9‐13  17,916  84,615
10‐219  CON9‐13  16,476  29,462
10‐220  CON9‐13  17,569  38,886
10‐221  MDX+T9‐13  21,321  84,645
10‐222  MDX+T9‐13  11,202  40,319
10‐223  MDX+T9‐13  19,359  45,366
10‐225  CON+T9‐13  24,266  45,357
10‐226  CON+T9‐13  18,076  35,865
10‐227  CON9‐13  8,208  36,946
10‐228  CON9‐13  19,467  62,656

Descriptive	statistics	
phase    CON9‐13  CON+T9‐13 MDX9‐13 MDX+T9‐13
Horizontal cage activity by phase 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(n
=5
) 

Mean  15,391  22,643 23,346 17,902
SEM  1,926  3,241  5,093 1,771
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

D
ar
k 

(n
=5
) 

Mean  39,047  44,018 79,158 53,087
SEM  6,293  10,666 16,046 8,013
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 
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phase    CON9‐13+ CON+T5‐9  MDX9‐13+ MDX+T9‐13
Horizontal cage activity by phase 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(n
=1
0
) 

Mean  19,017  20,624

SEM  2,149  2,699

Sig?  ‐‐  ‐‐

D
ar
k 

(n
=1
0
)  Mean  41,533  66,122

SEM  5,896  9,506
Sig?  A  B

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

	

phase    CON9‐13+MDX9‐13   CON+T9‐13+ MDX+T9‐13
Horizontal cage activity by phase 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(n
=1
0
) 

Mean  19,368  20,273
SEM  2,889  1,912
Sig?  ‐‐  ‐‐

D
ar
k 

(n
=1
0
)  Mean  59,103  48,552

SEM  10,522  6,468
Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	

Light	phase	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  218,489,894  72,829,965 1.35 0.2947
Error  16  865,705,633  54,106,602
Total  19  1,084,195,527
Effects Tests 
Source  DF  SS  F P>F
Genotype  1  12,907,424  0.24 0.6319
Tumor  1  4,090,601  0.08 0.7869
Interaction  1  201,491,868  3.72 0.0716
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Dark	phase	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  4,784,333,607 1,594,777,869 2.69 0.0815
Error  16  9,501,219,834 593,826,240
Total  19  14,285,553,441
Effects Tests 
Source  DF  SS  F P>F
Genotype  1  3,023,266,730 5.09 0.0384
Tumor  1  556,544,150  0.94 0.3474
Interaction  1  1,204,522,726 2.03 0.1736
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Vertical	cage	activity	(by	phase):	SET5‐9	

Raw	data	
    Vertical cage activity by phase

(beam breaks) 

ID  Group  Light  Dark
10-101 CON5‐9 1,746 4,215 
10-102 CON5‐9 2,608 4,402 
10-104 MDX+T5‐9 147 1,141 
10-106 MDX+T5‐9 1,765 7,399 
10-107 CON+T5‐9 1,676 4,173 
10-109 CON+T5‐9 538 710 
10-110 CON+T5‐9 761 1,838 
10-115 CON5‐9 1,307 4,714 
10-119 CON5‐9 468 4,141 
10-121 MDX+T5‐9 1,316 6,206 
10-122 MDX5‐9 701 1,632 
10-124 MDX5‐9 863 4,716 
10-125 MDX5‐9 53 429 
10-129 MDX5‐9 630 2,977 
10-130 MDX5‐9 1,061 3,801 
10-132 CON+T5‐9 110 932 
10-137 CON+T5‐9 1,187 3,755 
10-141 MDX+T5‐9 443 4,023 
10-145 CON5‐9 505 5,675 

Descriptive	statistics	
phase    CON5‐9 CON+T5‐9 MDX5‐9 MDX+T5‐9
Vertical cage activity by phase 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(n
=4

‐5
)  Mean  1,327  854  662 918

SEM  402  269  169 376
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

D
ar
k 

(n
=4

‐5
)  Mean  4,629  2,282  2,711 4,692

SEM  280  715  763 1,375
Sig?  ‐‐  ‐‐  ‐‐ ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 
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phase     CON5‐9+ CON+T5‐9  MDX5‐9+ MDX+T5‐9
Vertical cage activity by phase 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  1,091  775

SEM  2,41  183

Sig?  ‐‐  ‐‐

D
ar
k 

(n
=9

‐1
0
) 

Mean  3,456  3,592

SEM  533  773

Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

	

phase     CON5‐9+MDX5‐9   CON+T5‐9+ MDX+T5‐9
Vertical cage activity by phase 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(n
=9

‐1
0
)  Mean  994  883

SEM  234  209
Sig?  ‐‐  ‐‐

D
ar
k 

(n
=9

‐1
0
) 

Mean  3,670  3,353

SEM  499  798

Sig?  ‐‐  ‐‐

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	

Light	phase	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  1,174,188  391,396 0.84 0.4905
Error  15  6,948,006  463,200
Total  18  8,122,194 
Effects Tests 
Source  DF  SS  F P>F
Genotype  1  426,145  0.92 0.3527
Tumor  1  55,017  0.12 0.7352
Interaction  1  624,453  1.35 0.2638
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Dark	phase	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  22,591,100  7,530,367 2.45 0.1038
Error  15  46,126,691  3,075,113
Total  18  68,717,791 
Effects Tests 
Source  DF  SS  F P>F
Genotype  1  285,071  0.09 0.7650
Tumor  1  158,069  0.05 0.8237
Interaction  1  22,047,852  7.17 0.0172
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Vertical	cage	activity	(by	phase):	SET9‐13	

Raw	data	
    Vertical cage activity by phase

(beam breaks) 

ID  Group  Light  Dark
10-204 CON+T9-13 956 5,554 
10-205 CON+T9-13 1,741 2,989 
10-206 MDX9-13 2,354 8,412 
10-207 MDX9-13 795 5,842 
10-208 CON9-13 739 1,543 
10-209 MDX+T9-13 1,031 2,630 
10-210 MDX9-13 2,043 7,801 
10-211 MDX9-13 1,261 5,833 
10-212 CON+T9-13 773 569 
10-214 MDX+T9-13 1,333 3,014 
10-218 MDX9-13 1,148 8,601 
10-219 CON9-13 922 1,649 
10-220 CON9-13 864 2,535 
10-221 MDX+T9-13 1,030 3,575 
10-222 MDX+T9-13 644 3,121 
10-223 MDX+T9-13 891 2,783 
10-225 CON+T9-13 871 2,949 
10-226 CON+T9-13 1,026 2,080 
10-227 CON9-13 338 1,542 
10-228 CON9-13 627 2,687 

Descriptive	statistics	
phase    CON9‐13  CON+T9‐13 MDX9‐13 MDX+T9‐13
Vertical cage activity by phase 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(n
=5
) 

Mean  698  1,073  1,520 986
SEM  103  172  292 112
Sig?  A  AB  B AB

D
ar
k 

(n
=5
) 

Mean  1,991  2,828  7,298 3,025
SEM  255  810  611 162
Sig?  A  A  B A

Among time points, levels not connected by the same letter are different 
(Tukey HSD, α=0.05) 
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phase     CON9‐13+ CON+T9‐13  MDX9‐13+ MDX+T9‐13
Vertical cage activity by phase 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(n
=1
0
) 

Mean  886  1,253

SEM  113  172

Sig?  ‐‐  ‐‐

D
ar
k 

(n
=1
0
)  Mean  2,410  5,161

SEM  424  772
Sig?  A  B

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

	

phase     CON9‐13+MDX9‐13   CON+T9‐13+ MDX+T9‐13
Vertical cage activity by phase 
(beam breaks) 

Li
gh
t 

(n
=1
0
) 

Mean  1,109  1,030
SEM  200  98
Sig?  ‐‐  ‐‐

D
ar
k 

(n
=1
0
)  Mean  4,645  2,926

SEM  938  391
Sig?  A  B

Among time points, levels not connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

Inferential	statistics	

Light	phase	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  1,740,818  580,273 3.37 0.0448
Error  16  2,757,513  172,345
Total  19  4,498,331 
Effects Tests 
Source  DF  SS  F P>F
Genotype  1  674,546  3.91 0.0654
Tumor  1  31,601  0.18 0.6742
Interaction  1  1,034,670  6.00 0.0262
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Dark	phase	
2‐way ANOVA  
(genotype x tumor presence) 

ANOVA 
Source  DF  SS  MS F P>F
Model  3  85,255,779  28,418,593 20.28 <.0001
Error  16  22,418,244  1,401,140
Total  19  107,674,023 
Effects Tests 
Source  DF  SS  F P>F
Genotype  1  37,853,761  27.02 <0.0001
Tumor  1  14,759,338  10.53 0.0051
Interaction  1  3,2642,680  23.30 0.0002
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Tumor	incidence:	Set5‐9	

Raw	data	
Mouse 
ID 

Tumor  Tx Group  Tumor Present?

Day 0 Day 7 Day 14 Day 21 Day 27  Day 29

10‐103  T1 (UL)  MDX+T5‐9  NO NO YES NO NO  YES 
10‐103  T2 (UR)  MDX+T5‐9  NO YES YES NO YES  YES 

10‐103  T3 (LR)  MDX+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

10‐103  T4 (UL)  MDX+T5‐9  NO NO YES YES NO  YES 

10‐104  T1 (UL)  MDX+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐104  T2 (UR)  MDX+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

10‐104  T3 (LR)  MDX+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

10‐104  T4 (UL)  MDX+T5‐9  NO NO YES YES NO  YES 

10‐105  T1 (UL)  MDX+T5‐9  NO YES YES YES NO  YES 

10‐105  T2 (UR)  MDX+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

10‐105  T3 (LR)  MDX+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

10‐105  T4 (UL)  MDX+T5‐9  NO NO YES NO YES  YES 

10‐106  T1 (UL)  MDX+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

10‐106  T2 (UR)  MDX+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

10‐106  T3 (LR)  MDX+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

10‐106  T4 (UL)  MDX+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐107  T1 (UL)  CON+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

10‐107  T2 (UR)  CON+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐107  T3 (LR)  CON+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐107  T4 (UL)  CON+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐108  T1 (UL)  CON+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐108  T2 (UR)  CON+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

10‐108  T3 (LR)  CON+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

10‐108  T4 (UL)  CON+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐109  T1 (UL)  CON+T5‐9  NO NO YES NO NO  YES 

10‐109  T2 (UR)  CON+T5‐9  NO NO YES YES NO  YES 

10‐109  T3 (LR)  CON+T5‐9  NO NO YES YES NO  YES 

10‐109  T4 (UL)  CON+T5‐9  NO NO NO YES NO  YES 

10‐110  T1 (UL)  CON+T5‐9  NO YES YES YES NO  YES 

10‐110  T2 (UR)  CON+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

10‐110  T3 (LR)  CON+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐110  T4 (UL)  CON+T5‐9  NO NO NO NO NO  YES 

10‐117  T1 (UL)  CON+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

10‐117  T2 (UR)  CON+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐117  T3 (LR)  CON+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 
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Mouse  Tumor  Tx Group  Tumor Present?

10‐117  T4 (UL)  CON+T5‐9  NO NO NO NO YES  YES 

10‐118  T1 (UL)  CON+T5‐9  NO YES NO YES YES  YES 

10‐118  T2 (UR)  CON+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐118  T3 (LR)  CON+T5‐9  NO NO NO YES YES  YES 

10‐118  T4 (UL)  CON+T5‐9  NO NO NO YES NO  YES 

10‐120  T1 (UL)  MDX+T5‐9  NO NO YES YES NO  YES 

10‐120  T2 (UR)  MDX+T5‐9  NO NO YES YES NO  YES 

10‐120  T3 (LR)  MDX+T5‐9  NO NO YES YES NO  YES 

10‐120  T4 (UL)  MDX+T5‐9  NO NO YES YES NO  YES 

10‐121  T1 (UL)  MDX+T5‐9  NO NO YES YES NO  YES 

10‐121  T2 (UR)  MDX+T5‐9  NO NO YES YES NO  YES 

10‐121  T3 (LR)  MDX+T5‐9  NO NO NO YES NO  YES 

10‐121  T4 (UL)  MDX+T5‐9  NO NO YES YES NO  YES 

10‐132  T1 (UL)  CON+T5‐9  NO NO NO YES NO  YES 

10‐132  T2 (UR)  CON+T5‐9  NO YES YES YES NO  YES 

10‐132  T3 (LR)  CON+T5‐9  NO YES YES YES NO  YES 

10‐132  T4 (UL)  CON+T5‐9  NO NO NO YES NO  YES 

10‐133  T1 (UL)  CON+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐133  T2 (UR)  CON+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐133  T3 (LR)  CON+T5‐9  NO NO NO YES YES  YES 

10‐133  T4 (UL)  CON+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐136  T1 (UL)  CON+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

10‐136  T2 (UR)  CON+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐136  T3 (LR)  CON+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

10‐136  T4 (UL)  CON+T5‐9  NO NO YES YES NO  YES 

10‐137  T1 (UL)  CON+T5‐9  NO NO NO NO NO  YES 

10‐137  T2 (UR)  CON+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐137  T3 (LR)  CON+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐137  T4 (UL)  CON+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐140  T1 (UL)  MDX+T5‐9  NO NO NO YES YES  YES 

10‐140  T2 (UR)  MDX+T5‐9  NO YES YES YES NO  YES 

10‐140  T3 (LR)  MDX+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐140  T4 (UL)  MDX+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐141  T1 (UL)  MDX+T5‐9  NO NO NO NO YES  YES 

10‐141  T2 (UR)  MDX+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐141  T3 (LR)  MDX+T5‐9  NO NO NO YES YES  YES 

10‐141  T4 (UL)  MDX+T5‐9  NO NO NO YES YES  YES 

10‐146  T1 (UL)  MDX+T5‐9  NO NO YES YES NO  YES 

10‐146  T2 (UR)  MDX+T5‐9  NO NO YES YES NO  YES 
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Mouse  Tumor  Tx Group  Tumor Present?

10‐146  T3 (LR)  MDX+T5‐9  NO NO NO YES NO  YES 

10‐146  T4 (UL)  MDX+T5‐9  NO NO YES NO NO  YES 

10‐147  T1 (UL)  MDX+T5‐9  NO NO YES YES YES  YES 

10‐147  T2 (UR)  MDX+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

10‐147  T3 (LR)  MDX+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

10‐147  T4 (UL)  MDX+T5‐9  NO YES YES YES YES  YES 

Descriptive	statistics	
Group   n  Tumor Present? 

Day 0  Day 7  Day 14 Day 21 Day 27 Day 29

CON+T5‐9  40  0.0%  27.5%  75.0% 90.0% 67.5% 100.0%

MDX+T5‐9  40  0.0%  35.0%  85.0% 87.5% 57.5% 100.0%

 

Tumor 
location 

n  Tumor Present? 

Day 0  Day 7  Day 14 Day 21 Day 27 Day 29

T1 (UL)  20  0.0%  35.0%  75.0% 80.0% 55.0% 100.0%

T2 (UR)  20  0.0%  45.0%  100.0% 95.0% 70.0% 100.0%

T3 (LR)  20  0.0%  40.0%  75.0% 100.0% 75.0% 100.0%

T4 (UL)  20  0.0%  5.0%  70.0% 80.0% 50.0% 100.0%

Inferential	statistics	
Comparison of treatment group 
(Pearson’s χ2 test ) 

   Day 0  Day 7  Day 14  Day 21 Day 27 Day 29

P>χ2  ‐‐  0.4693  0.2636  0.7235 0.3556 ‐‐

 

Comparison of tumor location 
(Pearson’s χ2 test ) 

   Day 0  Day 7  Day 14  Day 21 Day 27 Day 29

P>χ2  ‐‐  0.0291  0.0760  0.9430 0.3047 ‐‐
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Tumor	incidence:	Set9‐13	

Raw	data	
Mouse 
ID 

 Tumor   Tx Group  Tumor Present?

Day 0 Day 7 Day 14 Day 21 Day 23  Day 24 

10‐204  T1 (UL)  CON+T9‐13  NO  NO NO NO NO YES 

10‐204  T2 (UR)  CON+T9‐13  NO  NO NO YES YES YES 

10‐204  T3 (LR)  CON+T9‐13  NO  NO YES NO NO YES 

10‐204  T4 (UL)  CON+T9‐13  NO  NO NO NO YES YES 

10‐205  T1 (UL)  CON+T9‐13  NO  YES NO YES YES YES 

10‐205  T2 (UR)  CON+T9‐13  NO  NO YES YES YES YES 

10‐205  T3 (LR)  CON+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐205  T4 (UL)  CON+T9‐13  NO  NO NO YES YES YES 

10‐209  T1 (UL)  MDX+T9‐13  NO  NO YES YES YES YES 

10‐209  T2 (UR)  MDX+T9‐13  NO  NO YES YES YES YES 

10‐209  T3 (LR)  MDX+T9‐13  NO  NO YES YES YES YES 

10‐209  T4 (UL)  MDX+T9‐13  NO  NO YES YES YES YES 

10‐212  T1 (UL)  CON+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐212  T2 (UR)  CON+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐212  T3 (LR)  CON+T9‐13  NO  NO YES YES YES YES 

10‐212  T4 (UL)  CON+T9‐13  NO  NO YES YES YES YES 

10‐213  T1 (UL)  MDX+T9‐13  NO  YES NO YES NO YES 

10‐213  T2 (UR)  MDX+T9‐13  NO  NO YES YES YES YES 

10‐213  T3 (LR)  MDX+T9‐13  NO  YES YES YES NO YES 

10‐213  T4 (UL)  MDX+T9‐13  NO  NO NO NO NO YES 

10‐214  T1 (UL)  MDX+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐214  T2 (UR)  MDX+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐214  T3 (LR)  MDX+T9‐13  NO  NO YES YES YES YES 

10‐214  T4 (UL)  MDX+T9‐13  NO  YES NO YES YES YES 

10‐215  T1 (UL)  CON+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐215  T2 (UR)  CON+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐215  T3 (LR)  CON+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐215  T4 (UL)  CON+T9‐13  NO  YES NO YES YES YES 

10‐216  T1 (UL)  CON+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐216  T2 (UR)  CON+T9‐13  NO  NO YES YES YES YES 

10‐216  T3 (LR)  CON+T9‐13  NO  NO YES YES YES YES 

10‐216  T4 (UL)  CON+T9‐13  NO  NO YES NO YES YES 

10‐221  T1 (UL)  MDX+T9‐13  NO  YES NO NO NO YES 

10‐221  T2 (UR)  MDX+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 
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Mouse   Tumor   Tx Group  Tumor Present?

10‐221  T3 (LR)  MDX+T9‐13  NO  YES NO YES YES YES 

10‐221  T4 (UL)  MDX+T9‐13  NO  YES YES NO NO YES 

10‐222  T1 (UL)  MDX+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐222  T2 (UR)  MDX+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐222  T3 (LR)  MDX+T9‐13  NO  NO YES YES YES YES 

10‐222  T4 (UL)  MDX+T9‐13  NO  NO YES YES YES YES 

10‐223  T1 (UL)  MDX+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐223  T2 (UR)  MDX+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐223  T3 (LR)  MDX+T9‐13  NO  NO NO NO YES YES 

10‐223  T4 (UL)  MDX+T9‐13  NO  NO NO YES YES YES 

10‐224  T1 (UL)  MDX+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐224  T2 (UR)  MDX+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐224  T3 (LR)  MDX+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐224  T4 (UL)  MDX+T9‐13  NO  NO YES YES YES YES 

10‐225  T1 (UL)  CON+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐225  T2 (UR)  CON+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐225  T3 (LR)  CON+T9‐13  NO  NO YES YES YES YES 

10‐225  T4 (UL)  CON+T9‐13  NO  NO NO YES YES YES 

10‐226  T1 (UL)  CON+T9‐13  NO  YES YES YES YES YES 

10‐226  T2 (UR)  CON+T9‐13  NO  NO YES YES YES YES 

10‐226  T3 (LR)  CON+T9‐13  NO  NO YES YES YES YES 

10‐226  T4 (UL)  CON+T9‐13  NO  NO NO YES YES YES 

Descriptive	statistics	
Group   n  Tumor Present? 

Day 0 Day 7 Day 14 Day 21 Day 23 Day 24 
CON+T9‐13  40  0.0% 42.9% 71.4% 85.7% 92.9% 100.0% 

MDX+T9‐13  40  0.0% 57.1% 75.0% 85.7% 82.1% 100.0% 

 

Tumor 
location 

n  Tumor Present? 

Day 0 Day 7 Day 14 Day 21 Day 23 Day 24 

T1 (UL)  20  0.0%  85.7%  71.4% 85.7% 78.6% 100.0%

T2 (UR)  20  0.0%  57.1&  92.9% 100.0% 100.0% 100.0%

T3 (LR)  20  0.0%  35.7%  85.7% 85.7% 85.7% 100.0%

T4 (UL)  20  0.0%  21.4%  42.9 71.4% 85.7% 100.0%
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Inferential	statistics	
Comparison of treatment group 
(Pearson’s χ2 test ) 

   Day 0  Day 7  Day 14  Day 21 Day 23 Day 24

P>χ2  ‐‐  0.2850  0.7628  1.0000 0.2254 ‐‐

 

Comparison of tumor location 
(Pearson’s χ2 test ) 

   Day 0  Day 7  Day 14  Day 21 Day 23 Day 24

P>χ2  ‐‐  0.0043  0.0150  0.1979 0.3762 ‐‐
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Tumor	surface	area:	SET5‐9	

Raw	data	
Mouse 
ID 

Tumor  Tx Group  Tumor surface area 
(mm2) 

Day 0 Day 7 Day 14 Day 21 Day 27 

10‐103  T1 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 0.0 0.0

10‐103  T2 (UR)  MDX+T5‐9  0.0  3.5 3.5 0.0 3.5

10‐103  T3 (LR)  MDX+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5 3.5

10‐103  T4 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 0.0

10‐104  T1 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 25.6 88.8 

10‐104  T2 (UR)  MDX+T5‐9  0.0  3.5 3.5 9.7 50.2 

10‐104  T3 (LR)  MDX+T5‐9  0.0  3.5 3.5 7.0 40.7 

10‐104  T4 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 0.0

10‐105  T1 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5 0.0

10‐105  T2 (UR)  MDX+T5‐9  0.0  3.5 3.5 7.7 40.1 

10‐105  T3 (LR)  MDX+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5 3.5

10‐105  T4 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 0.0 3.5

10‐106  T1 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5 3.5

10‐106  T2 (UR)  MDX+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5 76.4 

10‐106  T3 (LR)  MDX+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5 52.9 

10‐106  T4 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 3.5

10‐107  T1 (UL)  CON+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5 3.5

10‐107  T2 (UR)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 18.6 

10‐107  T3 (LR)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 3.5

10‐107  T4 (UL)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 3.5

10‐108  T1 (UL)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 3.5

10‐108  T2 (UR)  CON+T5‐9  0.0  3.5 3.5 15.9 80.6 

10‐108  T3 (LR)  CON+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5 3.5

10‐108  T4 (UL)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 3.5

10‐109  T1 (UL)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 0.0

10‐109  T2 (UR)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 27.2

10‐109  T3 (LR)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5

10‐109  T4 (UL)  CON+T5‐9  0.0  0.0 0.0 3.5

10‐110  T1 (UL)  CON+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5 0.0

10‐110  T2 (UR)  CON+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5 56.7 

10‐110  T3 (LR)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 3.5

10‐110  T4 (UL)  CON+T5‐9  0.0  0.0 0.0 0.0 0.0

10‐117  T1 (UL)  CON+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5 41.8 

10‐117  T2 (UR)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 32.6 
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Mouse 
ID 

Tumor  Tx Group  Tumor surface area 
(mm2) 

10‐117  T3 (LR)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 3.5

10‐117  T4 (UL)  CON+T5‐9  0.0  0.0 0.0 0.0 3.5

10‐118  T1 (UL)  CON+T5‐9  0.0  3.5 0.0 3.5 3.5

10‐118  T2 (UR)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 40.6 

10‐118  T3 (LR)  CON+T5‐9  0.0  0.0 0.0 3.5 3.5

10‐118  T4 (UL)  CON+T5‐9  0.0  0.0 0.0 3.5 0.0

10‐120  T1 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5

10‐120  T2 (UR)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 14.9 52.9

10‐120  T3 (LR)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5

10‐120  T4 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5

10‐121  T1 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5

10‐121  T2 (UR)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5

10‐121  T3 (LR)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 0.0 3.5

10‐121  T4 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5

10‐132  T1 (UL)  CON+T5‐9  0.0  0.0 0.0 3.5

10‐132  T2 (UR)  CON+T5‐9  0.0  3.5 3.5 23.7

10‐132  T3 (LR)  CON+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5

10‐132  T4 (UL)  CON+T5‐9  0.0  0.0 0.0 3.5

10‐133  T1 (UL)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 32.1 

10‐133  T2 (UR)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 45.2 89.3 

10‐133  T3 (LR)  CON+T5‐9  0.0  0.0 0.0 3.5 3.5

10‐133  T4 (UL)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 3.5

10‐136  T1 (UL)  CON+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5 3.5

10‐136  T2 (UR)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 71.2 

10‐136  T3 (LR)  CON+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5 3.5

10‐136  T4 (UL)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 0.0

10‐137  T1 (UL)  CON+T5‐9  0.0  0.0 0.0 0.0 0.0

10‐137  T2 (UR)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 66.7 196.2 

10‐137  T3 (LR)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 3.5

10‐137  T4 (UL)  CON+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 3.5

10‐140  T1 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 0.0 3.5 115.0 

10‐140  T2 (UR)  MDX+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5 0.0

10‐140  T3 (LR)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 3.5

10‐140  T4 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 3.5

10‐141  T1 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 0.0 0.0 37.8 

10‐141  T2 (UR)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 87.5 

10‐141  T3 (LR)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 0.0 3.5 3.5

10‐141  T4 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 0.0 3.5 3.5
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Mouse 
ID 

Tumor  Tx Group  Tumor surface area 
(mm2) 

10‐146  T1 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 67.5

10‐146  T2 (UR)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5

10‐146  T3 (LR)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 0.0 3.5

10‐146  T4 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 0.0

10‐147  T1 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  0.0 3.5 3.5 22.4 

10‐147  T2 (UR)  MDX+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5 65.6 

10‐147  T3 (LR)  MDX+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5 3.5

10‐147  T4 (UL)  MDX+T5‐9  0.0  3.5 3.5 3.5 57.9 

Descriptive	statistics	
Day    CON+T5‐9  MDX+T5‐9
Tumor surface area 
(mm2) 

0
 

(n
=4
0
)  Mean  0.0  0.0 

SEM  0.0  0.0 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

7
 

(n
=4
0
)  Mean  1.0  1.2 

SEM  0.3  0.3 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

1
4
 

(n
=4
0
)  Mean  2.6  3.3 

SEM  0.2  0.4 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

2
1
 

(n
=4
0
)  Mean  7.2  6.8 

SEM  2.0  2.1 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

2
7
 

(n
=2
8
‐3
2
) 

Mean  22.5  27.6 

SEM  7.2  6.5 

Sig?  ‐‐  ‐‐ 

Among time points, levels not connected by the 
same letter are different (Student’s t‐test, 
α=0.05) 
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  CON+T5‐9 
(n=192) 

MDX+T5‐9 
(n=188) 

Tumor surface area 
(mm2) 
Mean  6.0  6.5 
SEM  1.4  1.2 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 
Among time points, levels not 
connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 

 

Day     

Tumor surface area 
(mm2) 

0
 

(n
=8
0
)  Mean  0.0 

SEM  0.0 
Sig?  A 

7
 

(n
=8
0
)  Mean  1.1 

SEM  0.2 
Sig?  AB 

1
4
 

(n
=8
0
)  Mean  2.9 

SEM  0.2 
Sig?  AB 

2
1
 

(n
=8
0
)  Mean  7.0 

SEM  1.4 
Sig?  B 

2
7
 

(n
=6
0
)  Mean  24.9 

SEM  4.8 
Sig?  C 

Among time points, levels not 
connected by the same letter are 
different (Tukey HSD, α=0.05) 

Inferential	statistics	
Mixed model ANOVA with repeated measures
(group x time) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Group  0.00  0.09  1 58 0.7611 
Time  4.80  66.02  4 55 <0.0001 
Interaction  0.12  1.64  4 55 0.1778 
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Tumor	surface	area:	SET9‐13	

Raw	data	
Mouse 
ID 

Tumor  Tx Group  Tumor surface area 
(mm2) 

Day 0 Day 7 Day 14 Day 21 Day 23 

10‐204  T1 (UL)  CON+T9‐13  0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

10‐204  T2 (UR)  CON+T9‐13  0.0 0.0 0.0 3.5 3.5

10‐204  T3 (LR)  CON+T9‐13  0.0 0.0 3.5 0.0 0.0

10‐204  T4 (UL)  CON+T9‐13  0.0 0.0 0.0 0.0 3.5

10‐205  T1 (UL)  CON+T9‐13  0.0 3.5 0.0 3.5 3.5

10‐205  T2 (UR)  CON+T9‐13  0.0 0.0 3.5 3.5 3.5

10‐205  T3 (LR)  CON+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 3.5

10‐205  T4 (UL)  CON+T9‐13  0.0 0.0 0.0 3.5 3.5

10‐209  T1 (UL)  MDX+T9‐13  0.0 0.0 3.5 3.5 3.5

10‐209  T2 (UR)  MDX+T9‐13  0.0 0.0 3.5 3.5 3.5

10‐209  T3 (LR)  MDX+T9‐13  0.0 0.0 3.5 3.5 3.5

10‐209  T4 (UL)  MDX+T9‐13  0.0 0.0 3.5 3.5 3.5

10‐212  T1 (UL)  CON+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 3.5

10‐212  T2 (UR)  CON+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 55.7

10‐212  T3 (LR)  CON+T9‐13  0.0 0.0 3.5 3.5 3.5

10‐212  T4 (UL)  CON+T9‐13  0.0 0.0 3.5 3.5 3.5

10‐213  T1 (UL)  MDX+T9‐13  0.0 3.5 0.0 3.5 0.0

10‐213  T2 (UR)  MDX+T9‐13  0.0 0.0 3.5 3.5 3.5

10‐213  T3 (LR)  MDX+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 0.0

10‐213  T4 (UL)  MDX+T9‐13  0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

10‐214  T1 (UL)  MDX+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 3.5

10‐214  T2 (UR)  MDX+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 3.5

10‐214  T3 (LR)  MDX+T9‐13  0.0 0.0 3.5 3.5 3.5

10‐214  T4 (UL)  MDX+T9‐13  0.0 3.5 0.0 3.5 3.5

10‐215  T1 (UL)  CON+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 3.5

10‐215  T2 (UR)  CON+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 3.5

10‐215  T3 (LR)  CON+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 3.5

10‐215  T4 (UL)  CON+T9‐13  0.0 3.5 0.0 3.5 3.5

10‐216  T1 (UL)  CON+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 3.5

10‐216  T2 (UR)  CON+T9‐13  0.0 0.0 3.5 3.5 3.5

10‐216  T3 (LR)  CON+T9‐13  0.0 0.0 3.5 3.5 3.5

10‐216  T4 (UL)  CON+T9‐13  0.0 0.0 3.5 0.0 3.5

10‐221  T1 (UL)  MDX+T9‐13  0.0 3.5 0.0 0.0 0.0

10‐221  T2 (UR)  MDX+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 3.5
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Mouse 
ID 

Tumor  Tx Group  Tumor surface area 
(mm2) 

10‐221  T3 (LR)  MDX+T9‐13  0.0 3.5 0.0 3.5 3.5

10‐221  T4 (UL)  MDX+T9‐13  0.0 3.5 3.5 0.0 0.0

10‐222  T1 (UL)  MDX+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 3.5

10‐222  T2 (UR)  MDX+T9‐13  0.0 3.5 3.5 56.0 76.0

10‐222  T3 (LR)  MDX+T9‐13  0.0 0.0 3.5 3.5 3.5

10‐222  T4 (UL)  MDX+T9‐13  0.0 0.0 3.5 3.5 3.5

10‐223  T1 (UL)  MDX+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 3.5

10‐223  T2 (UR)  MDX+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 3.5

10‐223  T3 (LR)  MDX+T9‐13  0.0 0.0 0.0 0.0 3.5

10‐223  T4 (UL)  MDX+T9‐13  0.0 0.0 0.0 3.5 3.5

10‐224  T1 (UL)  MDX+T9‐13  0.0 3.5 3.5 38.0 47.3

10‐224  T2 (UR)  MDX+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 19.4

10‐224  T3 (LR)  MDX+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 23.5

10‐224  T4 (UL)  MDX+T9‐13  0.0 0.0 3.5 3.5 3.5

10‐225  T1 (UL)  CON+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 3.5

10‐225  T2 (UR)  CON+T9‐13  0.0 3.5 3.5 3.5 3.5

10‐225  T3 (LR)  CON+T9‐13  0.0 0.0 3.5 3.5 3.5

10‐225  T4 (UL)  CON+T9‐13  0.0 0.0 0.0 3.5 3.5

10‐226  T1 (UL)  CON+T9‐13  0.0 3.5 3.5 33.7 46.7

10‐226  T2 (UR)  CON+T9‐13  0.0 0.0 3.5 3.5 3.5

10‐226  T3 (LR)  CON+T9‐13  0.0 0.0 3.5 3.5 3.5

10‐226  T4 (UL)  CON+T9‐13  0.0 0.0 0.0 3.5 3.5
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Descriptive	statistics	
Day    CON+T9‐13  MDX+T9‐13
Tumor surface area 
(mm2) 

0
 

(n
=2
8
)  Mean  0.0  0.0 

SEM  0.0  0.0 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

7
 

(n
=2
8
)  Mean  1.5  2.0 

SEM  0.3  0.3 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

1
4
 

(n
=2
8
)  Mean  2.5  2.6 

SEM  0.3  0.3 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

2
1
 

(n
=2
8
)  Mean  4.1  6.1 

SEM  1.1  2.2 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

2
3
 

(n
=2
8
)  Mean  6.7  8.3 

SEM  2.4  3.1 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

Among time points, levels not connected by the 
same letter are different (Student’s t‐test, 
α=0.05) 

 

  CON+T9‐13 
(n=140) 

MDX+T9‐13 
(n=140) 

Tumor surface area 
(mm2) 
Mean  2.9  3.8 
SEM  0.6  0.8 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 
Among time points, levels not 
connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Day     

Tumor surface area 
(mm2) 

0
 

(n
=5
6
)  Mean  0.0 

SEM  0.0 
Sig?  A 

7
 

(n
=5
6
)  Mean  1.8 

SEM  0.2 
Sig?  AB 

1
4
 

(n
=5
6
)  Mean  2.6 

SEM  0.2 
Sig?  AB 

2
1
 

(n
=5
6
)  Mean  5.1 

SEM  1.3 
Sig?  BC 

2
3
 

(n
=5
6
)  Mean  7.5 

SEM  1.3 
Sig?  C 

Among time points, levels not 
connected by the same letter are 
different (Tukey HSD, α=0.05) 

Inferential	statistics	
Mixed model ANOVA with repeated measures
(genotype x time) 

Source  Value  Exact F  Num DF Den DF P>F 
Genotype  0.01  0.45  1 54 0.5064 
Time  3.47  44.18  4 51 <0.0001 
Interaction  0.04  0.45  4 51 0.7694 
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Tumor	mass:	SET5‐9	

Raw	data	
Mouse 
ID 

Tumor  Tx Group  Tumor 
mass 
(g) 

10‐103  T1 (UL)  MDX+T5‐9  0.0070

10‐103  T2 (UR)  MDX+T5‐9  0.0074

10‐103  T3 (LR)  MDX+T5‐9  0.1520

10‐103  T4 (UL)  MDX+T5‐9  0.0092

10‐104  T1 (UL)  MDX+T5‐9  1.5234

10‐104  T2 (UR)  MDX+T5‐9  0.8081

10‐104  T3 (LR)  MDX+T5‐9  0.3548

10‐104  T4 (UL)  MDX+T5‐9  0.0294

10‐105  T1 (UL)  MDX+T5‐9  0.0076

10‐105  T2 (UR)  MDX+T5‐9  0.3404

10‐105  T3 (LR)  MDX+T5‐9  0.0542

10‐105  T4 (UL)  MDX+T5‐9  0.0506

10‐106  T1 (UL)  MDX+T5‐9  0.1558

10‐106  T2 (UR)  MDX+T5‐9  0.5434

10‐106  T3 (LR)  MDX+T5‐9  0.2800

10‐106  T4 (UL)  MDX+T5‐9  0.0981

10‐107  T1 (UL)  CON+T5‐9  0.1963

10‐107  T2 (UR)  CON+T5‐9  0.1917

10‐107  T3 (LR)  CON+T5‐9  0.0086

10‐107  T4 (UL)  CON+T5‐9  0.0455

10‐108  T1 (UL)  CON+T5‐9  0.0373

10‐108  T2 (UR)  CON+T5‐9  0.5769

10‐108  T3 (LR)  CON+T5‐9  0.0640

10‐108  T4 (UL)  CON+T5‐9  0.0738

10‐109  T1 (UL)  CON+T5‐9  0.0850

10‐109  T2 (UR)  CON+T5‐9  1.4604

10‐109  T3 (LR)  CON+T5‐9  0.0754

10‐109  T4 (UL)  CON+T5‐9  0.1651

10‐110  T1 (UL)  CON+T5‐9  0.0085

10‐110  T2 (UR)  CON+T5‐9  0.3791

10‐110  T3 (LR)  CON+T5‐9  0.0027

10‐110  T4 (UL)  CON+T5‐9  0.0070

10‐117  T1 (UL)  CON+T5‐9  0.3180

10‐117  T2 (UR)  CON+T5‐9  0.4029

Mouse 
ID 

Tumor Tx Group  Tumor 
mass 
(g) 

10‐117 T3 (LR) CON+T5‐9  0.0167

10‐117 T4 (UL) CON+T5‐9  0.0633

10‐118 T1 (UL) CON+T5‐9  0.1096

10‐118 T2 (UR) CON+T5‐9  0.4381

10‐118 T3 (LR) CON+T5‐9  0.0761

10‐118 T4 (UL) CON+T5‐9  0.0073

10‐120 T1 (UL) MDX+T5‐9  0.1244

10‐120 T2 (UR) MDX+T5‐9  0.7170

10‐120 T3 (LR) MDX+T5‐9  0.0609

10‐120 T4 (UL) MDX+T5‐9  0.1836

10‐121 T1 (UL) MDX+T5‐9  0.5600

10‐121 T2 (UR) MDX+T5‐9  1.7674

10‐121 T3 (LR) MDX+T5‐9  0.4902

10‐121 T4 (UL) MDX+T5‐9  0.1411

10‐132 T1 (UL) CON+T5‐9  0.8376

10‐132 T2 (UR) CON+T5‐9  1.2475

10‐132 T3 (LR) CON+T5‐9  0.0425

10‐132 T4 (UL) CON+T5‐9  0.7070

10‐133 T1 (UL) CON+T5‐9  0.2887

10‐133 T2 (UR) CON+T5‐9  1.4285

10‐133 T3 (LR) CON+T5‐9  0.1038

10‐133 T4 (UL) CON+T5‐9  0.0974

10‐136 T1 (UL) CON+T5‐9  0.0376

10‐136 T2 (UR) CON+T5‐9  0.6455

10‐136 T3 (LR) CON+T5‐9  0.1634

10‐136 T4 (UL) CON+T5‐9  0.0127

10‐137 T1 (UL) CON+T5‐9  0.0302

10‐137 T2 (UR) CON+T5‐9  1.3562

10‐137 T3 (LR) CON+T5‐9  0.0506

10‐137 T4 (UL) CON+T5‐9  0.1068

10‐140 T1 (UL) MDX+T5‐9  1.1661

10‐140 T2 (UR) MDX+T5‐9  0.2281

10‐140 T3 (LR) MDX+T5‐9  0.0578

10‐140 T4 (UL) MDX+T5‐9  0.1146
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Mouse 
ID 

Tumor  Tx Group  Tumor 
mass 
(g) 

10‐141  T1 (UL)  MDX+T5‐9  0.0400

10‐141  T2 (UR)  MDX+T5‐9  1.0558

10‐141  T3 (LR)  MDX+T5‐9  0.0981

10‐141  T4 (UL)  MDX+T5‐9  0.0126

10‐146  T1 (UL)  MDX+T5‐9  0.7933

10‐146  T2 (UR)  MDX+T5‐9  0.4769

Mouse 
ID 

Tumor Tx Group  Tumor 
mass 
(g) 

10‐146 T3 (LR) MDX+T5‐9  0.0663

10‐146 T4 (UL) MDX+T5‐9  0.0493

10‐147 T1 (UL) MDX+T5‐9  0.2467

10‐147 T2 (UR) MDX+T5‐9  0.4975

10‐147 T3 (LR) MDX+T5‐9  0.1003

10‐147 T4 (UL) MDX+T5‐9  0.3838

 

Descriptive	statistics	
Day    CON+T5‐9  MDX+T5‐9
Tumor mass 
(g) 

T1
 

(n
=1
0
)  Mean  0.1949  0.4624

SEM  0.0794  0.1696
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

T2
 

(n
=1
0
)  Mean  0.8127  0.6442

SEM  0.1581  0.1561
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

T3
 

(n
=1
0
)  Mean  0.0604  0.1715

SEM  0.0154  0.0481
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

T4
 

(n
=1
0
)  Mean  0.1286  0.1072

SEM  0.0662  0.0357
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

Among time points, levels not connected by the 
same letter are different (Student’s t‐test, 
α=0.05) 

 

  CON+T5‐9 
(n=40) 

MDX+T5‐9 
(n=40) 

Tumor mass 
(g) 
Mean  0.2991  0.3463 
SEM  0.0662  0.0670 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 
Among time points, levels not 
connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Day     

Tumor mass 
(g) 

T1
 

(n
=2
0
)  Mean  0.3287 

SEM  0.0962 
Sig?  A 

T2
 

(n
=2
0
)  Mean  0.7284 

SEM  0.1098 
Sig?  B 

T3
 

(n
=2
0
)  Mean  0.1159 

SEM  0.0277 
Sig?  A 

T4
 

(n
=2
0
)  Mean  0.1179 

SEM  0.367 
Sig?  A 

Among time points, levels not 
connected by the same letter are 
different (Tukey HSD, α=0.05) 

Inferential	statistics	
2‐way ANOVA 
(genotype x tumor position) 

Source  DF  SS  MS F ratio P>F 
Model  7  5.55  0.79 6.85 <0.0001 
Error  72  8.34  0.12
Total  79  13.89 
Effects tests 
  DF  SS  F ratio P>F
Genotype  1  0.04  0.38 0.5370
Position  3  4.99  14.36 <0.0001
Interaction  3  0.52  1.50 0.2232
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Tumor	mass:	SET9‐13	

Raw	data
Mouse 
ID 

Tumor  Tx Group  Tumor 
mass (g) 

10‐204  T1 (UL)  CON+T9‐13  0.0020

10‐204  T2 (UR)  CON+T9‐13  0.0074

10‐204  T3 (LR)  CON+T9‐13  0.0096

10‐204  T4 (UL)  CON+T9‐13  0.0106

10‐205  T1 (UL)  CON+T9‐13  0.0271

10‐205  T2 (UR)  CON+T9‐13  0.2823

10‐205  T3 (LR)  CON+T9‐13  0.1096

10‐205  T4 (UL)  CON+T9‐13  0.0049

10‐209  T1 (UL)  MDX+T9‐13  0.0190

10‐209  T2 (UR)  MDX+T9‐13  0.0206

10‐209  T3 (LR)  MDX+T9‐13  0.0890

10‐209  T4 (UL)  MDX+T9‐13  0.0089

10‐212  T1 (UL)  CON+T9‐13  0.0160

10‐212  T2 (UR)  CON+T9‐13  0.2947

10‐212  T3 (LR)  CON+T9‐13  0.0384

10‐212  T4 (UL)  CON+T9‐13  0.0788

10‐213  T1 (UL)  MDX+T9‐13  0.0062

10‐213  T2 (UR)  MDX+T9‐13  0.0080

10‐213  T3 (LR)  MDX+T9‐13  0.0024

10‐213  T4 (UL)  MDX+T9‐13  0.0029

10‐214  T1 (UL)  MDX+T9‐13  0.0376

10‐214  T2 (UR)  MDX+T9‐13  0.0901

10‐214  T3 (LR)  MDX+T9‐13  0.0209

10‐214  T4 (UL)  MDX+T9‐13  0.0599

10‐215  T1 (UL)  CON+T9‐13  0.0094

10‐215  T2 (UR)  CON+T9‐13  0.0443

10‐215  T3 (LR)  CON+T9‐13  0.0617

10‐215  T4 (UL)  CON+T9‐13  0.0068

10‐216  T1 (UL)  CON+T9‐13  0.0062

Mouse 
ID 

Tumor Tx Group  Tumor 
mass (g) 

10‐216 T2 (UR) CON+T9‐13  0.0311

10‐216 T3 (LR) CON+T9‐13  0.0116

10‐216 T4 (UL) CON+T9‐13  0.0032

10‐221 T1 (UL) MDX+T9‐13  0.0046

10‐221 T2 (UR) MDX+T9‐13  0.0090

10‐221 T3 (LR) MDX+T9‐13  0.0071

10‐221 T4 (UL) MDX+T9‐13  0.0034

10‐222 T1 (UL) MDX+T9‐13  0.5237

10‐222 T2 (UR) MDX+T9‐13  0.2176

10‐222 T3 (LR) MDX+T9‐13  0.1134

10‐222 T4 (UL) MDX+T9‐13  0.1044

10‐223 T1 (UL) MDX+T9‐13  0.0038

10‐223 T2 (UR) MDX+T9‐13  0.0036

10‐223 T3 (LR) MDX+T9‐13  0.0035

10‐223 T4 (UL) MDX+T9‐13  0.0047

10‐224 T1 (UL) MDX+T9‐13  0.2731

10‐224 T2 (UR) MDX+T9‐13  0.1064

10‐224 T3 (LR) MDX+T9‐13  0.1094

10‐224 T4 (UL) MDX+T9‐13  0.1308

10‐225 T1 (UL) CON+T9‐13  0.0951

10‐225 T2 (UR) CON+T9‐13  0.0220

10‐225 T3 (LR) CON+T9‐13  0.0167

10‐225 T4 (UL) CON+T9‐13  0.0562

10‐226 T1 (UL) CON+T9‐13  0.2175

10‐226 T2 (UR) CON+T9‐13  0.1089

10‐226 T3 (LR) CON+T9‐13  0.0024

10‐226 T4 (UL) CON+T9‐13  0.0022
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Descriptive	statistics	
Day    CON+T9‐13  MDX+T9‐13
Tumor mass 
(g) 

T1
 

(n
=7
) 

Mean  0.0533  0.1240
SEM  0.0299  0.0761
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

T2
 

(n
=7
) 

Mean  0.1130  0.0650
SEM  0.0469  0.0300
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

T3
 

(n
=7
) 

Mean  0.0357  0.0494
SEM  0.0145  0.0196
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

T4
 

(n
=7
) 

Mean  0.0232  0.0450
SEM  0.0117  0.0204
Sig?  ‐‐  ‐‐ 

Among time points, levels not connected by the 
same letter are different (Student’s t‐test, 
α=0.05) 

 

  CON+T9‐13 
(n=28) 

MDX+T9‐13 
(n=28) 

Tumor mass 
(g) 
Mean  0.0563  0.0709 
SEM  0.0153  0.0213 
Sig?  ‐‐  ‐‐ 
Among time points, levels not 
connected by the same letter are 
different (Student’s t‐test, α=0.05) 
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Day     

Tumor mass 
(g) 

T1
 

(n
=1
4
)  Mean  0.0887 

SEM  0.0404 
Sig?  ‐‐ 

T2
 

(n
=1
4
)  Mean  0.0890 

SEM  0.0276 
Sig?  ‐‐ 

T3
 

(n
=1
4
)  Mean  0.0426 

SEM  0.0119 
Sig?  ‐‐ 

T4
 

(n
=1
4
)  Mean  0.0341 

SEM  0.0117 
Sig?  ‐‐ 

Among time points, levels not 
connected by the same letter 
are different (Tukey HSD, 
α=0.05) 

Inferential	statistics	
2‐way ANOVA 
(genotype x tumor position) 

Source  DF  SS  MS F ratio P>F 
Model  7  0.06  0.001 0.96 0.4737 
Error  48  0.46  0.001
Total  55  0.52 
Effects tests 
  DF  SS  F ratio P>F
Genotype  1  0.00  0.31 0.5805
Position  3  0.04  1.26 0.2984
Interaction  3  0.02  0.87 0.4652
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Tumor	substrate	oxidation:	Glucose,	Set9‐13	

Raw	data	
ID  Group  Glucose oxidation 

(nmol/mg protein/hr) 

10‐205  CON+T9‐13  7.06 

10‐209  MDX+T9‐13  3.35 

10‐212  CON+T9‐13  2.46 

10‐214  MDX+T9‐13  3.85 

10‐215  CON+T9‐13  3.86 

10‐222  MDX+T9‐13  17.03 

10‐224  MDX+T9‐13  9.07 

10‐225  CON+T9‐13  10.92 

10‐226  CON+T9‐13  9.50 

Descriptive	statistics	
   n  Glucose oxidation 

(nmol/mg protein/hr) 

Mean  SEM

CON+T9‐13  5  6.76  1.61

MDX+T9‐13  4  8.33  3.18

Inferential	statistics	
Student's 
t‐test 

  

P>|t|  0.6806 
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Tumor	substrate	oxidation:	Palmitate,	Set9‐13	

Raw	data	
ID  Group  Palmitate oxidation

(nmol/mg protein/hr) 

10‐205  CON+T9‐13  4.67 

10‐209  MDX+T9‐13  3.55 

10‐212  CON+T9‐13  4.05 

10‐214  MDX+T9‐13  3.38 

10‐215  CON+T9‐13  3.18 

10‐222  MDX+T9‐13  3.72 

10‐224  MDX+T9‐13  4.21 

10‐225  CON+T9‐13  7.95 

10‐226  CON+T9‐13  5.46 

Descriptive	statistics	
   n  Palmitate oxidation 

(nmol/mg protein/hr) 

Mean  SEM

CON+T9‐13  5  5.062  0.81298

MDX+T9‐13  4  3.715  0.179

Inferential	statistics	
Student's 
t‐test 

  

P>|t|  0.1747 



 

295 

 

Cytokine/chemokine:	SET5‐9	

Raw	data	
Plasma 
analyte 

Concentration  
(pg/ml) 

Fold difference  Concentration 
(pg/ml)

Fold difference 
 

CON5‐9 
(n=9) 

CON+T5‐9 
(n=10) 

CON+T5‐9
relative to CON5‐9 

MDX5‐9
(n=10) 

MDX+T5‐9 
(n=10) 

MDX+T5‐9
relative to MDX5‐9 

Cytokines: Colony-stimulating factor family
GM-CSF 6.1  13.0  2.1 fold ↑ < 1.5 11.1 >7.4 fold ↑

Cytokines: Interferon family 
IFNγ < 0.1  < 0.1  ‐‐ < 0.1 < 0.1 ‐‐ 

Cytokines: Interleukin family 
IL-1α 4.8  4.6  1.1 fold ↓ 4.7 3.2 1.5 fold ↓

IL-1β < 8.8  < 8.8  ‐‐ < 8.8 < 8.8 ‐‐ 

IL-2 < 0.9  < 0.9  ‐‐ < 0.9 < 0.9 ‐‐ 

IL-3 < 1.0  < 1.0  ‐‐ < 1.0 < 1.0 ‐‐ 

IL-4 < 2.2  < 2.2  ‐‐ < 2.2 < 2.2 ‐‐ 

IL-5 6.2  3.1  2.0 fold ↓ 5.8 3.9 1.5 fold ↓

IL-6 < 2.0  8.2  >4.1 fold ↑ 7.6 19.5 2.6 fold ↑

IL-10 < 0.5  < 0.5  ‐‐ < 0.5 < 0.5 ‐‐ 

IL-12p70 22.5  12.4  1.8 fold ↓ < 3.9 < 3.9 ‐‐ 

IL-17 < 0.0  3.1  >30.5 fold ↑ < 0.0 < 0.0 ‐‐ 

Cytokines: TNF family 
TNFα < 0.7  3.2  >4.5 fold ↑ < 0.7 3.9 >5.5 fold ↑

Chemokines: CXCL family 
CXCL1 35.4  317.1  9.0 fold ↑ 171.7 294.0 1.7 fold ↑

Chemokines: CCL family 
CCL1 16.9  33.1  2.0 fold ↑ 16.6 44.3 2.7 fold ↑

CCL2 21.4  639.3  29.9 fold ↑ 59.4 593.9 10.0 fold ↑

CCL3 < 2.5  < 2.5  ‐‐ < 2.5 < 2.5 ‐‐ 

CCL5 19.1  50.2  2.6 fold ↑ 14.8 39.2 2.6 fold ↑

CCL11 2736.5  2639.4  ‐‐ 3103.1 2127.2  1.5 fold ↓

CCL17 281.4  660.7  2.3 fold ↑ 261.1 1449.3  5.6 fold ↑

CCL22 163.8  323.5  2.0 fold ↑ 255.6 322.1 1.3 fold ↑
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Cytokine/chemokine:	SET9‐13	

Raw	data	
Plasma 
analyte 

Concentration  
(pg/ml) 

Fold difference  Concentration 
(pg/ml)

Fold difference 

CON9‐13 
(n=9) 

CON+T9‐13 
(n=10) 

CON+T9‐13
relative to CON9‐13 

MDX9‐13
(n=10) 

MDX+T9‐13 
(n=10) 

MDX+T9‐13
relative to MDX9‐13 

Cytokines: Colony-stimulating factor family
GM-CSF < 1.5  < 1.5  ‐‐ < 1.5 < 1.5  ‐‐ 

Cytokines: Interferon family 
IFNγ < 0.1  < 0.1  ‐‐ < 0.1 < 0.1  ‐‐ 

Cytokines: Interleukin family 
IL-1α 3.2  24.1  7.5 fold ↑ 5.4 6.6 1.2 fold ↑

IL-1β < 8.8  < 8.8  ‐‐ < 8.8 < 8.8  ‐‐ 

IL-2 < 0.9  < 0.9  ‐‐ < 0.9 < 0.9  ‐‐ 

IL-3 < 1.0  < 1.0  ‐‐ < 1.0 < 1.0  ‐‐ 

IL-4 < 2.2  < 2.2  ‐‐ < 2.2 < 2.2  ‐‐ 

IL-5 4.1  6.2  1.5 fold ↑ 4.6 6.4 1.4 fold ↑

IL-6 < 2.0  13.4  >6.7 fold ↑ 11.1 9.4 1.2 fold ↓

IL-10 < 0.5  < 0.5  ‐‐ < 0.5 < 0.5  ‐‐ 

IL-12p70 < 3.9  < 3.9  ‐‐ < 3.9 < 3.9  ‐‐ 

IL-17 < 0.0  < 0.0  ‐‐ < 0.0 < 0.0  ‐‐ 

Cytokines: TNF family 
TNFα < 0.7  5.3  >7.5 fold ↑ < 0.7 2.9 4.1 fold ↑

Chemokines: CXCL family 
CXCL1 54.9  93.1  1.7 fold ↑ 202.1 127.8  1.6 fold ↓

Chemokines: CCL family 
CCL1 47.3  56.4  1.2 fold ↑ 49.4 44.7 1.1 fold ↓

CCL2 40.0  120.0  3.0 fold ↑ 100.5 127.6  1.3 fold ↑

CCL3 < 2.5  < 2.5  ‐‐ < 2.5 < 2.5  ‐‐ 

CCL5 16.0  37.3  2.3 fold ↑ 21.8 26.3 1.2 fold ↑

CCL11 4084.6  7176.7  1.8 fold ↑ 4518.7 5616.2  1.2 fold ↑

CCL17 443.3  636.3  1.4 fold ↑ 621.4 555.8  1.1 fold ↓

CCL22 136.2  357.6  2.6 fold ↑ 220.4 291.4  1.3 fold ↑

 


