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INTRODUCTION GENERALE



Le cancer est un probléeme majeur de santé publique. C’est la seconde cause de déces
dans le monde, avec 10 millions de morts en 2020. Le nombre de nouveaux cas augmente au
cours des années (19 millions dans le monde en 2020) (Sung et al., 2021; Ferlay et al., 2021).
Apres avoir étudié pendant des décennies les différents traitements possibles pour éliminer
ces tumeurs, il est apparu que le cancer était une pathologie multifactorielle et que sa prise
en charge nécessitait une approche médicale multimodale, afin d’identifier les facteurs qui
peuvent influer le développement des tumeurs et/ou en altérer les traitements. Un de ces
facteurs est de plus en plus évoqué : la dénutrition, qui dans sa forme ultime conduit a la
Cachexie. Ce phénoméne est présent chez 50 a 80 % des patients atteints d’un cancer (Ryan
et al., 2016), et 10 a 20 % des déces observés chez ces patients sont liés a la cachexie
(Muscaritoli et al., 2021). C’'est donc un enjeu majeur pour la prise en charge des patients
cancéreux. La cachexie est un état multifactoriel caractérisé par une perte de poids associée
a une réduction de l'apport alimentaire, combinée a une altération du métabolisme
(catabolique) et a un déreglement des fonctions immunitaires (Arends et al., 2017). La
dénutrition fait partie de la cachexie, il n’existe pas d’interventions thérapeutiques
suffisamment efficaces pour résoudre ce phénomene, et contrairement a la dénutrition, la
cachexie ne peut pas étre résolue par un simple apport nutritionnel (Arends et al., 2017).
Plusieurs axes de recherche existent pour étudier I'état de cachexie, afin d’avoir une meilleure
compréhension des intéractions entre I'hGte, la tumeur et les interventions thérapeutiques
(tel que la chimiothérapie), combinée a la compréhension des interventions nutritionnelles,
ceci dans le but de comprendre I'ensemble des mécanismes impliqués dans ce phénomene et
émettre des hypothéses sur des interventions thérapeutiques efficaces. Une des premiéres
lignes de traitement du cancer est la chimiothérapie. En plus de |‘activité tumorale et son
implication dans la cachexie, il a été mis en évidence que des chimiothérapies contribuent
elles aussi au développement et a la progression de ce phénomene (Kamp et al., 2014; Sanders

etal., 2016).

Le premier axe de recherche concerne les interventions nutritionnelles pour essayer
de limiter I’état de cachexie. En effet, en situation clinique, pour tenter de restreindre cette
dénutrition et les conséquences qui en découlent, les patients sont placés sous régimes hyper-
protéiques et hyper-énergétiques. Or, il n’existe aucune donnée fondamentale sur ce sujet, la

majorité des études ayant été réalisée dans des modeles in vivo uniquement cancéreux, sans



traitements thérapeutiques (que ce soit la chimiothérapie ou autres). En effet, si la fraction
protéique semble essentielle (pour préserver la masse maigre et les fonctions immunitaires),
elle est parfois contestée car elle pourrait favoriser la croissance tumorale. Les cellules
cancéreuses sont des organismes a renouvellement rapide, avec des besoins nutritionnels
élevés, ainsi que des besoins en acides aminés élevés (en particulier en glutamine et en
arginine, comme toutes les cellules a renouvellement rapide) (Li et al., 2016). Il est proposé
qgu’une réduction de I'apport en nutriments, et plus spécifiquement en protéines, puisse
priver la tumeur d’un moyen de se développer et également la sensibiliser aux traitements
anticancéreux (Fontana et al., 2013 ; Rubio et al., 2018). Dans la pratique, les choses ne sont
pas si simples car cette diminution des apports protéiques risque d’entrainer et aggraver la
dénutrition qui peut affecter la survie des patients. Par ailleurs, I'apport en protéines va
conditionner la croissance tumorale, mais il va également influencer le systeme immunitaire
(qui lutte contre le développement de la tumeur) (Lee et al., 2012). La relation existante entre
cellules du systéme immunitaire et nutriments est connue depuis de nombreuses années car,
comme les cellules cancéreuses, elles ont un renouvellement rapide avec des besoins
métaboliques particulierement élevés et sont en compétition pour 'utilisation des nutriments
(en particulier la glutamine et I'arginine). Ainsi, la disponibilité en nutriments, si elle affecte
en théorie les cellules cancéreuses, aura également un impact sur les cellules immunitaires et

il est extrémement difficile de pouvoir prédire quelle en sera la résultante (Figure 1)

Nutriments

?

. SySter.ne. EE——
Immunitaire

Figure 1. Diagramme illustratif de la relation entre nutriments, cellules tumorales, et

systéme immunitaire.



Le deuxieme axe de recherche étudié est d’explorer les origines des perturbations du
métabolisme énergétique. En effet, parmi les mécanismes proposés, il a été montré que le
cancer pouvait affecter le métabolisme mitochondrial. Une balance énergétique négative est
causée par des perturbations mitochondriales au niveau hépatique (Dumas et al., 2011) puis
musculaire (Julienne et al., 2012) conduisant a une perte de la masse musculaire squelettique
(Dodson et al., 2011) ainsi qu’a une fonte du tissu adipeux (Argilés et al., 2014). Tous ces
phénoménes conduisent a un gaspillage énergétique.

De maniére évidente, pour des raisons éthiques, ces recherches ne peuvent pas étre conduites
chez le patient (par exemple diminuer son apport protéique n’est pas envisageable), d’ou
I'importance d’avoir des modeles de recherche précliniques représentatifs de ce que I’on peut
observer au niveau clinique. Par ailleurs, il n’est pas possible non plus d’évaluer I'influence de

la nutrition sur la croissance tumorale.

Le but de ce travail est donc d’explorer dans un premier temps I’effet d’un apport plus
ou moins riche en protéines (en situation iso-énergétique) sur le développement de I'état de
cachexie et de la tumeur. Puis dans un second temps d’étudier les perturbations énergétiques
en lien avec la cachexie cancéreuse. Le tout dans un modeéle de recherche comprenant le
cancer et la chimiothérapie.

Dans une premiére étude (publication numéro 1), nous avons étudié les
conséquences de la modulation de I'apport protéique sur I'évolution de la cachexie et
de la croissance tumorale, de maniére orale dans ce modele in vivo. Dans une
deuxiéeme étude (publication numéro 2) nous avons exploré les perturbations du
métabolisme énergétique in vivo, en présence du cancer et/ou de la chimiothérapie,
pour ensuite finir sur une étude in vitro afin d’explorer les mécanismes au niveau
cellulaire qui pourraient étre impliqués. Ensuite, comme en clinique certains patients
ne peuvent plus se nourrir de maniére orale suite a I’évolution de la maladie ou de
certains effets secondaires des traitements, ils sont placés sous nutrition artificielle
afin de subvenir aux besoins nutritionnels nécessaires. C'est pour cela que nous avons
dans une troisieme étude combiné deux modeles: celui de cachexie cancéreuse
comprenant le cancer et la chimiothérapie, avec un modeéle de nutrition entérale chez
le rongeur. Ceci dans le but d’observer I'effet de cette modulation en apport protéique

via une nutrition artificielle administrée par la voie entérale pour étudier si cela peut
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atténuer voire contrer I’état de cachexie dans ce modele et connaitre I'impact de la

nutrition artificielle sur la croissance tumorale.

11



DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

12



1. Le Cancer

Le cancer est une maladie caractérisée par la mutation de cellules qui deviennent
anormales et proliferent de facon excessive. Ces cellules déréglées finissent par former une
masse que I'on appelle tumeur maligne. Les cellules cancéreuses ont tendance a envahir les
tissus voisins et a se détacher de la tumeur, elles migrent alors via les vaisseaux sanguins et
lymphatiques pour former une autre tumeur (métastase). C’'est la deuxiéme cause de déces
dans le monde, avec un nombre de cas de plus en plus important au fil des décennies (19
millions de nouveaux cas en 2020, et 10 millions de déces la méme année (Sung et al. 2021;
Ferlay et al., 2021)). L'impact économique est de 1160 milliards de dollars par an (Données de
I’'OMS, 2018). Au fil du temps, de multiples recherches ont été effectuées pour trouver des
traitements sous différentes formes afin de prévenir et lutter contre ce probleme de santé
publique. Un aspect est de plus en plus présent dans ces recherches et dans la prise en charge
des patients cancéreux : les facteurs annexes, liés au cancer et/ou a la chimiothérapie, qui
contribuent a 'augmentation des complications, a la dégradation de la qualité de vie des

patients, et a 'augmentation de la mortalité. Un de ces facteurs est la dénutrition.

2. La Dénutrition

2.1. Définition

Il faut distinguer les termes « malnutrition » et « dénutrition ». Le premier comprend
la malnutrition par excées, par déficit, ou par des carences spécifiques (Cederholm et al.,
2017a). Alors que la dénutrition peut étre définie comme "un état résultant d'un manque des
apports ou d’'une mauvaise absorption des nutriments qui entraine une modification de la
composition corporelle (diminution de la masse adipeuse) et de la masse cellulaire corporelle,
entrainant une diminution des fonctions physiques et mentales ainsi qu’une altération du
résultat clinique de la maladie". La dénutrition peut résulter de la famine, d'une maladie ou
d'un vieillissement avancé, de maniére séparée ou en combinaison (Cederholm et al., 2017b).
La dénutrition liée a une maladie a été définie comme un état résultant de I'activation d’une
inflammation systémique par une maladie sous-jacente, telle que le cancer. La réponse

inflammatoire provoque une anorexie et une dégradation des tissus qui peuvent, a leur tour,
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entralner une perte de poids significative, des altérations de la composition corporelle et un
déclin de la fonction physique (Arends et al., 2017). Plus récemment, le GLIM (Global
Leadership Initiative on Malnutrition) composé de groupes d’experts représentant des
sociétés savantes (American Society for Clinical and Nutrition Metabolism (ASPEN), European
Society for Clinical Nutrition and Metabolism (ESPEN), Fereracion Latinoamericana de Terapia
Nutricional, Nutricion Clinica Y Metabolismo (FELANPE), Parenteral and Enteral Nutrition
Society of Asia (PENSE)) ont proposé des recommandations associant des critéres
phénotypiques et des criteres étiologiques (perte de poids non volontaire, diminution de
I'Indice de Masse Corporelle (IMC), réduction de la masse musculaire, diminution des apports
alimentaires ou de I'absorption, présence d’une maladie/inflammation) (Cederholm et al.,

2019).

2.2. Dénutrition dans le cancer

La dénutrition n’est pas un item nouveau chez le patient cancéreux. Warren et al., dans
les années 30, décrivaient la dénutrition comme un facteur de risque pour I’aggravation de
I’état des patients atteint d’'un cancer (Warren et al., 1932). Toutefois, le probleme de la
dénutrition est de plus en plus cité dans la prise en charge de ces patients, ainsi que dans les
projets de recherche. Les diminutions progressives des apports alimentaires et du poids
corporel sont de puissants indicateurs sur I’évolution négative de la survie chez les patients
cancéreux (Nelson et al., 1994; Ottery, 1996). Il est important de considérer les trois
parameétres suivants pour la détection et la prise en charge de la dénutrition: I'état

nutritionnel, la diminution de la prise alimentaire, et le cancer sous-jascents.

3. Cachexie

3.1. Définition

Le mot cachexie vient du grec « kakos » et « hexis » signifiant « mauvaise condition ».
Jusque dans les années 2000, ce terme n’avait aucune définition officielle, ayant comme effet

pervers un mauvais diagnostic de ce syndrome. La cachexie est le résultat d’une interaction
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complexe et multifactorielle entre une maladie sous-jacente, des réactions inflammatoires,
des modifications métaboliques et une diminution des apports nutritionnels.

Les symptomes et séquelles pathologiques de la cachexie comprennent I'anorexie, la
fonte musculaire, la fatigue, 'anémie, I'ensemble conduisant a une diminution des capacités
physiques, un faible diagnostic et une augmentation de la toxicité des traitements (Martin et
al., 2015). On retrouve trois facteurs qui conduisent a la cachexie : un hyper-métabolisme,
une augmentation du catabolisme lipidique et protéique, conduisant a une balance
énergétique négative, et un déréglement neuro-hormonal (Grossberg et al., 2010; Fearon et
al., 2012). A l'inverse de la dénutrition, la cachexie ne peut pas étre complétement résolue
par un support nutritionnel (Arends et al., 2017). Un patient dénutri n’est pas forcément

cachectique, alors qu’un patient cachectique est dénutri (Muscaritoli et al., 2010).

3.2. Cachexie cancéreuse

La cachexie est présente chez 60 a 80 % des patients cancéreux (Ryan et al., 2016), et
10 a 20 % des déces chez ces derniers sont liés a ce phénomene de cachexie cancéreuse
(Muscariloti et al., 2021). En 2011, Fearon et al., ont défini la cachexie cancéreuse comme un
syndrome multifactoriel caractérisé par une perte de la masse musculaire squelettique (avec
ou sans perte de masse grasse) qui ne peut pas étre inversée par un simple support
nutritionnel conventionnel et qui conduit a un dysfonctionnement fonctionnel progressif. De
plus ils I'ont associée au développement d’une anorexie, d’'une inflammation et de multiples

perturbations du métabolisme (lipidique, glucidique et protéique) (Figure 2).
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Figure 2. Symptomes associés a la cachexie cancéreuse (figure adaptée de I'article de

Muscaritoli et al., 2010)

La présence de la tumeur et du traitement (que ce soit la radiothérapie ou la chimiothérapie
par exemple) vont perturber cet équilibre, en agissant notamment sur le capital musculaire
(Figure 3). ils vont augmenter une dégradation protéique afin de fournir des acides aminés qui
vont étre capté par la tumeur, (comme la glutamine permettant la croissance de la tumeur,
ou encore |'alanine qui va étre utilisée a des fins néoglocogéniques). Puis, le pyruvate/ lactate
libéré par la tumeur sera recapté par le foie pour redonner du glucose créant ainsi un cercle
vicieux ou la tumeur va s’autoalimenter en glucose (il s’agit du cycle de Cori notamment, qui

est décrit en détail dans la partie 7.1)
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Figure 3. Principales adaptations métaboliques associées a la tumeur (Argilés et al., 2014)
Ainsi la tumeur modifie le métabolisme de I’h6te afin de détourner I’énergie qui est nécessaire
a sa croissance en perturbant le métabolisme énergétique de I’hote et favorisant ainsi une

fonte musculaire.

3.3. Les trois stades de la cachexie cancéreuse

La cachexie est composée de trois stades (Fearon et al., 2011):

e La pré-cachexie: Perte de poids inférieure ou égale a 5%, anorexie et
changements métaboliques. A ce stade-la, la progression de la cachexie va
dépendre du type de cancer et de son avancée.

e La cachexie : Perte de poids supérieure a 5%, ou IMC < a 20 et perte de poids
supérieure a 2 % ou alors sarcopénie et perte de poids supérieure a 2 %. De
plus il est observé une diminution de la consommation alimentaire, avec une
inflammation systémique.

e La cachexie réfractaire: Survie inférieure a 3 mois, pas de réponse au
traitements anticancéreux. A ce stade il n’y a aucun retour possible pour éviter

la perte de poids.
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Figure 4. Stades et évolutions de la cachexie cancéreuse (adaptée de Fearon et al., 2011)

Malgré la grande diversité des cancers et de leurs métabolisme, la cachexie est
présente dans la majorité de ces cancers (Anker et al., 2019; Farkas et al., 2013), mais sa
fréquence va étre plus ou moins importante en fonction de la localisation de la tumeur. Il a
été estimé que 39 % des patients atteints d’un cancer digestif souffrent de ce phénomene, 49
% pour les cancers de la téte et du cou, 45 % pour les cancers pulmonaires. Le cancer du sein
est lui a un taux beaucoup plus faible (21 %) (Figure 5). La cachexie représente donc un large
panel de patients, la lutte contre ce phénomeéne est un enjeu majeur. Le développement des
traitements thérapeutiques efficaces contre la cachexie cancéreuse est difficile, et a ce jour
aucun traitement standard efficace existe. Si ce dernier parviendrait a étre développé, les
effets pourraient étre tres significatifs, car des études suggerent que la stabilisation du poids
est associée a une amélioration de la survie et de la qualité de vie des patients (Davidson et

al., 2004).
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Téte et Cou-
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Colon/Rectum-
Autres-
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Sein
Prostate

T T T 1
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Prévalence (%)

Figure 5. Prévalence de la dénutrition chez les patients cancéreux. (Adaptée de Hébuterne

etal., (2014)).
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3.4. Impact sur le patient et le systeme de santé.

La cachexie a un impact négatif sur la santé, la survie, la qualité de vie des patients et
sur les colts économiques supplémentaires que va engendrer ce phénomene.

La perte de poids, de masse musculaire, entraine une diminution des capacités
physiques (Fearon et al., 2011), la déficience du systéme immunitaire (qui entraine une
augmentation des infections) (Fearon et al., 2013), une diminution des réponses aux
traitements et une augmentation de leur toxicité (Aaldriks et al., 2013). Cet ensemble va
affecter la qualité de vie des patients et engendrer une hausse de la mortalité (Fearon et al.,
2011).

En ce qui concerne les codts, la dénutrition chez les patients cancéreux entraine une
augmentation des soins, des traitements supplémentaires prolongeant la durée
d’hospitalisation (Maasberg et al., 2015) Ainsi le temps moyen d’hospitalisation d’un patient
non cachectique est de 3 jours, vs 6 jours pour un patient cachectique (Arthur et al., 2014).

La cachexie cancéreuse regroupe toutes les caractéristiques pour étre décrite comme
un probleme de santé majeur : en augmentation dans la population, impact sur la morbidité,
sur la qualité de vie, sur la mortalité, stratégies de lutte pas efficaces, ce qui engendre des

colts supplémentaires (Farkas et al., 2013) (Figure 6).

Impact sur la morbidité,
mortalité, et la qualité de vie

Fréquent ou en augmentation Répartition inégale
dans la population dans la population

[ Probléme de santé publique }

Absence de stratégie

CoUts de santé X ) .
thérapeutique efficace

Figure 6. Caractéristiques d’un probléme de santé publique (adaptée de Farkas et al., 2013)
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En plus de I'activité de la tumeur et des réponses de I’hote a celle-ci qui peuvent
conduire a ce phénomeéne de cachexie, les études se sont ensuite tournées vers les
traitements qui peuvent, dans certains cas, contribuer de maniére directe au développement
de la cachexie au niveau clinique (Sanders et al., 2016; Kamp et al., 2014).Ceci se retrouve
aussi dans des modeles animaux, ou la chimiothérapie peut provoquer une perte de la masse
musculaire, avec des effets distincts ou associés au cancer (Le Bricon et al., 1995; Pin et al.,
2019; Damrauer et al., 2018; Xue et al., 2008), ce qui indique que les traitements
thérapeutiques efficaces de la cachexie induite par le cancer et la chimiothérapie doivent tenir
compte des altérations métaboliques spécifiques dues aux médiateurs pathologiques ou
pharmacologiques de la cachexie venant du cancer et de la chimiothérapie (Argilés et al.,
2019). Toutefois, le nombre d’études sur le sujet est encore faible comparé au nombre
d’études sur le cancer dans la littérature. A ce titre, la figure 7 illustre le nombre de résultats
de recherche par mot clé pour « Cancer », « cancer cachexia » « chemotherapy cachexia » et

« cancer and chemotherapy cachexia »

»
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Figure 7. Nombre de Résultats de recherche par Mots clés de 1940 a nos jours sur PubMed.
Mots clés: « Cancer », « Cancer Cachexia », « Chemotherapy Cachexia » et « Cancer and

Chemotherapy Cachexia » en date de Janvier 2022, sur la période de 1940 a 2021.
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4, Les Traitements

Les traitements contre les cancers sont multiples, et vont différer en fonction du type
de cancer et de son stade d’avancement. Ils peuvent étre prescrits seuls, ou associés, en
fonction de chaque situation. Les traitements les plus courants sont la chimiothérapie, la
chirurgie, la radiothérapie, ’hormonothérapie ou I'immunothérapie. Ils peuvent agir de
maniere locale (i.e. chirurgie, radiothérapie) ou bien générale (i.e. la chimiothérapie ou
I’'hnormonothérapie). Avec les progres technologiques réalisés au cours des dernieres
décennies, les traitements connaissent une énorme évolution et la compréhension des effets
sous-jacents a été améliorée. Malgré cela, le cancer reste I'une des causes de mortalité
majeure dans le monde. Ces traitements possédent des effets secondaires, telle que la
toxicité, pouvant provoquer des modifications dans I'efficacité des traitements, la durée
d’hospitalisation, la qualité de vie des patients et entrainer des colits économiques
supplémentaires. Les traitements sont passés en revue brievement, nous aborderons plus en

détail la chimiothérapie, qui va étre I'intervention thérapeutique utilisée lors de cette étude.

4.1. Chirurgie

C’est le plus ancien traitement en oncologie. Le but de la chirurgie est d’enlever les
tissus cancéreux du corps. Cela peut avoir des effets secondaires selon le type de cancer et
I’état de santé de la personne. Elle s’applique essentiellement aux cancers localisés ou de
petites tailles (Wyld et al., 2015). D’autres procédures peuvent étre réalisées avant ou apres
la chirurgie, pour compléter la thérapie et éliminer toutes les traces tumorales restantes.
L'impact de la cachexie sur I'efficacité du traitement chirurgical a été étudié a maintes
reprises, montrant que la cachexie et ses facteurs associés (dénutrition, faible masse
musculaire, carences vitaminiques) entrainent des complications péri- et post-opératoires

conduisant a une mortalité plus élevée (Chowdhry et al., 2019).

4.2. Radiothérapie

La radiothérapie utilise de fortes doses de radiations (la plupart du temps des
radiations ionisantes) qui vont viser I’ADN des cellules cancéreuses, pour tuer ces derniéres.

Cette méthode est trés souvent complémentaire de la chirurgie. Des effets secondaires
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peuvent étre observés, notamment en raison des radiations ionisantes. Elle n’est pas utilisée
si le cancer est a un stade trés avancé ou a un endroit vulnérable. Ce traitement est utilisé de
maniere significative chez les patients cachectiques (Sanders et al., 2016), en raison
probablement des perturbations métaboliques et physiologiques qui font que d’autres
traitements tel que la chirurgie ou I'immunothérapie sont moins bien tolérées (Chowdhry et

al., 2019).

4.3. Hormonothérapie

Le principe consiste a modifier les quantités d’hormones présentes dans le corps pour
traiter certains types de cancer (sein, prostate, appareil reproducteur) qui dépendent de ces

substances chimiques pour se propager et se développer (Pronzato et al., 2005).

4.4, Immunothérapie

C’est une méthode de traitement qui va consister a supporter le systéme immunitaire
pour combattre la tumeur. C'est une méthode qui ne présente pas d’effets secondaires
majeurs. Dans le cas de présence de la cachexie, I'efficacité de ce traitement peut étre
atténuée, avec I'hypothése d’une plus grande clairance des anticorps due a I'anorexie et/ou
la cachexie (Brocco et al., 2019) ce qui pourrait entrainer une diminution de la survie globale

(Turner et al., 2018).

4.5. Chimiothérapie

La chimiothérapie consiste a utiliser des substances chimiques qui vont interférer avec
les cellules tumorales afin de stopper leur développement. Elle présente des effets
secondaires, qui vont varier selon le type des médicaments utilisés, et peut détruire
également les tissus sains. En 2018, 57% des patients atteints d’un cancer avaient besoin d’un
traitement par chimiothérapie (Arnold et al., 2019). Le lien entre cachexie et chimiothérapie
est un cercle vicieux. En effet, d’'un c6té chez les patients recevant la chimiothérapie, il a été
montré qu’ils ont une plus faible tolérance a la chimiothérapie lorsqu’ils sont dénutris
(Andreyev et al., 1998; Swenerton et al., 1979; Person et al., 2002). De plus, la chimiothérapie

peut contribuer a cette cachexie et a la perte musculaire, qui est corrélée a une moins bonne
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survie (Bozzetti, 2017). Aux vues de la tres grande diversité et du grand nombre d’études
disponibles dans la littérature, nous allons nous consacrer a deux composés chimiques dans

toutes les études de ce sujet de thése : le 5-Fluorouracile (5-FU) et I'irinotecan (CPT-11).

4.5.1. Le 5-Fluorouracile (5-FU)

C'est un agent cytostatique de la famille des fluoropyrimidines, développé dans les
années 50 (Longley et al., 2003). Il s’agit d’'un des agents chimio-thérapeutiques les plus
utilisés pour traiter les cancers colorectaux (Le et al., 1993), et une grande variété de cancers
(Xie et al., 2020). Il est converti en trois métabolites : le fluorodeoxyuridine monophosphate
(FAUMP) qui inhibe I'enzyme thymidylate synthase (TS, essentielle a la synthése de ’ADN
auquel elle fournit un de ses précurseurs), le fluorodeoxyuridine triphosphate (FAUTP) qui va
intégrer I’ADN et le fluorouridine triphosphate (FUTP) qui va agir en intégrant I’ADN et ainsi
perturber et inhiber son fonctionnement normal, entrainant ainsi une réduction de la
réplication et des réparations de ’ADN ou de I’ARN et donc une inhibition de la croissance des

cellules tumorales (Xie et al., 2020) (Figure 8A).

4.5.2. Ll’lrinotecan (CPT-11)

C'est un analogue de la camptothécine, un alcaloide végétal issu du Camptotheca
Acumintata. Il a été approuvé pour la premiere fois au Japon en 1995 (Bailly, 2019). Son
activité anti-tumorale est permise grace a une transformation rapide dans sa forme
métabolite active : I'ethyl-10-hydroxy-camptothecine : SN-38 (Ramesh et al., 2010), qui va
permettre I'inhibition de la topo isomérase de type | (TOP1), qui est une enzyme nucléaire,
impliquée dans la résolution des problémes de conformation et de topologie pendant la
réplication, la transcription ou les recombinaisons du matériel génétique (Armand et al.,
1995). C’est une molécule chimique utilisée surtout pour les tumeurs solides, en particuliers
les cancers colorectaux, pancréatiques, pulmonaires ou gastriques (De Man et al., 2018; Reita

et al., 2019; Zhang et al., 2015; Glassman et al., 2018; Fukuchi et al., 2020) (Figure 8B).
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(A) 5-FU (B) CPT-11

Inhibition SN38

FUTP FdUMP de la TS

TOP 1
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ADN i Arrétdelafourche o a0e ADN Mort Cellulaire
i deréplication

Figure 8. Mécanisme d’action du 5-Fluorouracile (A) et de I'lrinotecan (B)

Au niveau clinique, 'utilisation combinée du 5-FU et du CPT-11 a été démontrée a
plusieurs reprises, avec une meilleure efficacité et survie chez les patients comparée a une
utilisation mono-thérapeutique du 5-FU (André et al., 2009). Leur utilisation combinée a
permis d’améliorer le taux de réponse pour les cancers colorectaux de 40 a 50% (Giacchetti et
al., 2000; Douillard et al., 2000). Mais parallelement a cette amélioration, I'utilisation
combinée a augmenté le risque d’effets secondaires et toxiques, notamment au niveau de la
muqueuse intestinale (Logan et al., 2009). La toxicité gastro-intestinale est I'un des effets
secondaires les plus fréquents au cours de ces traitements (Jones et al., 2006). D’autres effets
secondaires sont observés : la neutropénie (diminution des neutrophiles circulants), I'asthénie
(fatigue) ou encore leucopénie (diminution du nombre de globules blancs circulants (Masuda

etal., 1996 ; De Man et al., 2018).

5. Utilisation de modeles animaux pour |’étude de la cachexie
cancéreuse, et extrapolation a 'Homme.

L'hétérogénéité de la cachexie induite par le cancer, ainsi que la grande
variabilité des modeles de recherche (méthode d’'implantation de la tumeur,
chimiothérapie(s) utilisée(s), durée des études, apport(s) nutritionnel(s) utilisé(s)) font que
chaque modeéle ne représente pas a 100% la complexité de la cachexie cancéreuse chez
I'Homme. Cela implique le besoin d’une normalisation des parametres afin d’obtenir des
modeles qui reproduisent au mieux I'étiologie de la cachexie humaine, afin de faciliter la
transposition des expériences vers la pratique clinique (Ballaro et al., 2016; van de Worp et

al., 2020).
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Au début de la recherche sur la cachexie cancéreuse en utilisant des modeéles animaux, la
grande majorité comportait uniquement une tumeur, sans traitement. Or il a été démontré
I'importance de la chimiothérapie dans le développement de la cachexie (Op den Kamp et al.,
2014; Sanders et al., 2016), son utilisation améliore I'étude des mécanismes sous-jacents.
L'utilisation d’un modéle combinant la tumeur et la chimiothérapie (ou un autre traitement)
permet une meilleure compréhension des intéractions entre la tumeur, I'héte et le
traitement, combinée a la compréhension des interventions nutritionnelles dans ces modéles,
ce qui est crucial pour développer ou émettre des hypothéses sur des interventions
thérapeutiques efficaces pour lutter contre la cachexie cancéreuse (Van de Worp et al., 2020).
Il est essentiel de garder en téte les perspectives de la nutrition chez le patient cancéreux
lorsque I'on travaille sur un modele animal (Baracos et al., 2000).

Les principaux modeles utilisés sont résumés dans le tableau 1

Tableau 1: Principaux modeéles animaux utilisés pour I'étude de la cachexie cancéreuse,
adapté de Ballaro et al., (2016) et de Van de Worp et al., (2020).

(s.c., sous-cutané ; i.m., intra-musculaire ; i.p., intra-péritonéal)

Site Durée Perte muscle
Modele Hote d’injection de |d'expérimentation | squelettique et | Anorexie Ref
la tumeur (jours) masse grasse
. . . X . (Busquets etal ., 2016; Matsuyama
C26 Carsinoma Balb/C; CD2F1 |s.c. ;i.m. ;i.p. 11->21 Oui Oui/Non
etal.,, 2015)
“ Lewis lung Carcinoma i . . X
5 (LLO) C57B1/6 s.C.;i.m 15->34 Oui Oui (Pinetal.,2015; Chenetal .,2015)
a
MAC 16 . . .
3 . NMRI s.C. 01->20 Oui Non (Mirza and Tisdale, 2014)
Adénocarcinoma
B16 Melanoma C57B1/6 s.C. 14->16 Oui Oui (Toledoetal ., 2014)
Sprague- . .
i . X (Beluzi et al., 2015; Schiessel et al.,
Walker 256 carcinoma Dawley ; s.C. 7->33 Oui Oui 2015)
8 Wistar
©
e« Yoshida ascites : . . . (Penna etal ., 2016; Toledo et al.,
Wistar i.p. 7->24 Oui Oui
hepatoma 130 (AH 130) 2016)
Ward Colon Tumor Fischer s.C. 14->21 Oui oui (Xue etal ., 2008; Caoc etal ., 1994)
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6. Nutrition en cancérologie

6.1. Détection de la dénutrition en cancérologie

Pour détecter une perturbation nutritionnelle chez un patient cancéreux le plus t6t
possible, il est recommandé de faire une évaluation de la prise nutritionnelle, des variations
pondérales, et de l'indice de masse corporelle (IMC) au moment du diagnostic, et ceci a
chaque évolution clinique de la maladie (Muscaritoli et al., 2021). Concernant les patients
dont le dépistage est incertain ou anormal, une évaluation de I'apport nutritionnel, des
symptomes d’'impact de la nutrition, de la masse musculaire, des performances physiques (des
études ont aussi montré le lien entre perte de fonction physique et survie face au cancer
(Arends et al., 2017) et du degré de I'inflammation systémique que présente le patient est
recommandée (Muscaritoli et al., 2021)). Il est essentiel d’avoir une approche multimodale.
En effet, certains paramétres regardés d’'une maniére isolée pourraient ne pas refléter la
gravité de la situation (par exemple, I'IMC seul est peu sensible a la détection des
changements de I'état nutritionnel, en particulier chez les patients obéses) (Thompson et al.,
2017). L'imagerie est également une méthode importante car elle va fournir des informations
sur la composition corporelle en détectant la perte de masse musculaire ainsi que l'infiltration
de graisse intra-musculaire (Méthode originale développée par I'équipe du professeur

BARACOS (Prado et al., 2009 ; Fearon et al., 2011)).

6.2. Supports nutritionnels chez le patient cancéreux :

La forme de support nutritionnel va dépendre de plusieurs facteurs : I'historique
médical du patient, le type de cancer, sa progression, les réponses aux traitements et la

capacité a pouvoir manger et avoir de I'appétit (Fearon et al., 2011).

6.2.1. Nutrition orale

Il est recommandé de nourrir les patients de maniére orale lorsqu’ils en sont capables,
et qu’ils sont a risque de malnutrition, ou qu’ils en soient déja atteints. Cette intervention
comprend des conseils diététiques, le traitement des symptomes et des troubles altérant la
prise alimentaire (symptémes d'impact de la nutrition) et I'offre de compléments nutritionnels

oraux (Muscaritoli et al., 2021). Le soutien nutritionnel oral peut donc se présenter sous deux
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formes : des aliments ordinaires ou enrichis sous forme de repas ou de collations, et des
compléments nutritionnels oraux si le patient est a risque sur le plan nutritionnel (Muscaritoli
et al., 2021). Les études pour déterminer I'impact que pourrait avoir un régime plus faible en
protéines ou en énergie, sont pour des raisons éthiques évidentes, impossibles. Au niveau de
la recherche fondamentale, les effets des différents régimes ont été étudiés chez des modeéles
de rongeurs. Si la nutrition orale est inadéquate ou insuffisante, la nutrition artificielle doit

étre envisagée.

6.2.2. Nutrition artificielle

Si le patient ne peut plus se nourrir de maniere orale, le recours a une nutrition
médicale est nécessaire pour stabiliser son statut nutritionnel. Les critéres pour la décision
d’une mise en place de mesures nutritionnelles sont : (1) une prise alimentaire inadéquate
(<50% des besoins) pendant plus de 10 jours en raison d'une chirurgie, d'une chimiothérapie
ou d’une radiothérapie; (2) si la prise alimentaire est inférieure a 50% des besoins pendant
plus d'une a deux semaines ; (3) s'il est prévu que les patients sous-alimentés ne soient pas en
mesure de manger et d'absorber la quantité adéquate de nutriments pendant une longue
période, en raison des traitements; (4) si la masse tumorale elle-méme entrave la prise orale
et la progression des aliments dans le tube digestif supérieur (Thompson et al., 2017; Arends
et al, 2017). La décision entre l'utilisation de la nutrition entérale ou de la nutrition
parentérale doit tenir compte du lieu de la tumeur, de I'étendue de la maladie, des
complications, du plan de traitement, du pronostic, de |'état physique général du patient et
de la durée du soutien nutritionnel prévu. Toutefois, la solution privilégiée lorsque c’est
possible pour la nutrition artificielle est la nutrition entérale, préférée a la nutrition
parentérale, en raison de son aspect plus physiologique (maintien de l'intégrité du tube
digestif, diminution du risque de contamination et d’infections) (Muscaritoli et al., 2021).
Comme pour la nutrition orale, les études chez I’'Homme pour déterminer I'effet des régimes
plus ou moins riches en protéines ou en énergie sont impossibles. Au niveau de la recherche
fondamentale, les études menées sur le sujet ne sont pas récentes et datent des années 80-
90 et ne permettent pas de répondre clairement a la question.

En 1979, Cameron et al., ont réalisé une étude sur des rats cancéreux, ou ils ont montré

que malgré l'utilisation de la nutrition entérale (NE), comparé a un groupe sain nourri
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oralement, il y avait une perte du poids corporel. La croissance tumorale, elle, n’était pas
impactée par l'utilisation de la NE, de méme que le bilan azoté (Cameron et al., 1979). Cette
étude avait mis en avant également le fait que I'utilisation d’'un modéle avec une tumeur a
croissance rapide pouvait étre un point de non-retour et qu’une hyper-alimentation ne
pourrait pas combler les besoins nutritionnels de la tumeur et de I’h6te, cela s’explique par le
fait que la tumeur agit comme un « piége » a azote (Stein et al., 1976).

Lors de I'utilisation d’une plus grande quantité de protéines, dans la nutrition entérale,
la toxicité de la chimiothérapie est diminuée (Torosian et al., 1990), en revanche cecin’aaucun
effet sur la croissance tumorale. Une étude datant de 1994 (Stallion et al., 1994) constate que
le contenu protéique musculaire (gastrocnemius) est augmenté chez des groupes de rats

cancéreux sous nutrition entérale et sous nutrition parentérale comparés vs. un groupe sain.

De tres nombreux travaux de la littérature ont exploré la capacité de la nutrition a
préserver le statut nutritionnel (apports protéiques, glucidiques, lipidiques, en vitamines etc.).

Dans notre travail, nous ne détaillerons que les stratégies visant a moduler I'apport azoté.

6.3. Energie

« L'European Society for Clinical Nutrition and Metabolism » (ESPEN) recommande
que la dépense énergétique totale pour les patients cancéreux soit la méme que pour des
sujets sains : 30 kcal/kg/jour (Muscaritoli et al., 2021). Attention, ces valeurs peuvent varier
en fonction des complications annexes que peuvent présenter les patients, comme ceux
insulino-résistants, ou il est recommandé d’augmenter le rapport entre I'énergie provenant
des graisses et celle provenant des glucides, dans le but d’augmenter la densité énergétique

du régime nutritionnel et diminuer la charge glycémique (Muscaritoli et al., 2021).

6.4. Protéines

Un apport adéquat en protéines est a la base du maintien de la masse musculaire. A
ce jour, il n'y a pas de définition ni de quantité optimale pour une protéine adéquate. Les
experts de 'ESPEN recommandent 1g/kg/jour, avec si possible une augmentation jusqu’a 1,5
g/kg/jour. Cependant, cette approche purement quantitative est réductrice, et différents

travaux ont approché I'aspect qualitatif que pourrait avoir un soutien nutritionnel.
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6.5. Acides aminés

Des interventions avec des acides aminés ont été testées dans le cas du cancer, pour
essayer d’optimiser I’état nutritionnel et de contrer la diminution de la masse musculaire. Elles
comprennent une supplémentation en acides aminés ou en métabolites de ces acides aminés,
qui vont avoir un role métaboliques spécifique au cours de la cachexie cancéreuse tels que les
acides aminés a chaine ramifiée (leucine, isoleucine et valine), le B-hydroxy B-méthyl butyrate

(HMB), la carnitine, la créatine ou encore la glutamine.

6.5.1. Acides aminés a chaine ramifiée

Il a été montré que les patients atteints de cachexie présentent des niveaux d’acides
aminés plasmatiques plus bas que le sujet sain (Beck et al., 1989; Cala et al., 2018; Der-
Torossian et al., 2013; Pin et al., 2019). Les acides aminés a chaine ramifiée composés de la
valine, de l'isoleucine et de la leucine ont été mis en avant. Ils sont connus pour avoir un role
majeur dans l'anabolisme musculaire lié a la prise alimentaire (Yoshizawa, 2004). Une
supplémentation de ces acides aminés pourrait exercer un effet thérapeutique dans les
maladies ou il y a une fonte de la masse musculaire, telle que la cachexie cancéreuse. Pour
cela ils atténuent la protéolyse et améliorent la synthése des protéines par I'activation de la
voie mTORC1 (Mammalian Target of Rapamycin, qui est impliquée dans la synthese
protéique, la prolifération, la croissance et la mobilité des cellules) et la modulation de I’état
inflammatoire par la production de glutamine (dont on observe une carence dans le cadre de
la cachexie cancéreuse) (de Campos-Ferraz et al., 2014). Dans des modéles animaux de
cachexie, une diminution de leur niveau est observée (Pin et al., 2019; O’Connell et al., 2019),
et une supplémentation en Leucine chez souris CD2F1 avec un adénocarcinome C-26 ou des
rats Wistar recevant un adénocarcinome Walher 256 atténue la perte de masse musculaire
comparés a des groupes tumoraux sans supplémentation (Gomes-Marcondes et al., 2003;
Peters et al., 2011). Alors que ces études ont regardé l'effet de supplémentation pour
maintenir le maintien du tissu musculaire, d’autres ont regardé si la privation en acides aminés
a chaine ramifiée aurait un impact sur la croissance tumorale, mais sans conclusion claire
(Baracos et al., 2006). Chez ’lhomme des études ont également été menées avec comme effets

une meilleur prise alimentaire et une augmentation de la synthése protéique au niveau du
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corps entier, sans effets secondaires observés conduisant a I'hypothese qu’ils peuvent
améliorer le maintien protéique au niveau des muscles squelettiques (Cangiano et al., 1996;
Ventrucci et al., 2007; Tayek et al., 1986; Yamanaka et al., 1990). Toutefois, ces études étaient
sur des effectifs réduits et des expérimentions supplémentaires sont nécessaires pour attester
des effets bénéfiques de la supplémentation en acides aminés a chaine ramifiée chez les

patients cancéreux cachectiques.

6.5.2. B8-hydroxy 8-methyl butyrate (HMB)

C’est un métabolite de la leucine, qui est impliqué dans le contréle du renouvellement
des protéines en minimisant leur dégradation (Nissen et al., 1997), c’est pourquoi il est étudié
dans la cachexie cancéreuse. Les études menées sur |'utilisation du HMB sont peu
nombreuses, et dans la totalité des cas, il est associé a de I'arginine et de la glutamine ce qui
ne permet pas de conclure quant a son effet thérapeutique. Ces études montrent une
diminution significative de la masse maigre dans I'une (May et al., 2002), alors que dans la
deuxieme cette diminution est non significative (Berk et al., 2008). Une étude incluant
également la croissance tumorale (dans un modele de rat Wistar avec un adénocarcinome
Walker 256), a montré que parallelement au maintien de la masse musculaire avec une
supplémentation en HMB, cette derniére peut également limiter la croissance de la tumeur,
en agissant sur la voie du facteur nucléaire kappa B (Nuclear factor kappa B (NF-kB) dont nous
verrons la fonction dans une partie ultérieure) des cellules tumorales (Nunes et al., 2008).
L’hypothese émise pour expliquer les différences de résultats et de significativité serait
I’'avancée du cancer chez les patients présents dans I'étude, I'apport supplémentaire en
glutamine du mélange serait plus efficace a un stade précoce de la cachexie plutét qu’au stade

réfractaire. En conclusion, aucune recommandation ne peut étre faite quant a son intérét.

6.5.3. Carnitine et créatine

La carnitine est présente en plus faible quantité chez les patients cancéreux, ceci est
dd a une diminution de I'apport alimentaire, de son absorption et d’'une augmentation de son
excrétion urinaire (Ringseis et al., 2013). En supplémentant des groupes de patients avec de
la carnitine, il a été observé une augmentation de la qualité de vie par une diminution de la

fatigue et une augmentation de la masse corporelle, comparés a ceux sans supplémentation
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(Kraft et al., 2012; Gramignano et al., 2006). Au niveau préclinique, l'effet de la
supplémentation en carnitine a été un moyen de limiter la perte musculaire via une
diminution de I'activité du protéasome et de |'activité d’Atrogin-1 et MURF-1 (dont nous
verrons l'implication dans une partie suivante) au niveau du gastrocnemius (Busquets et al.,
2012; Busquets et al., 2020).

La créatine a fait I'objet de recherches en cancérologie car son utilisation dans des maladies
caractérisées par des conditions atrophiques, des perturbations métaboliques ou musculaires,
améliore la masse et la fonction musculaire (I'augmentation du contenu en créatine et en
phosphorylcréatine permet une augmentation de I'apport en énergie impactant la masse et
la fonction musculaire)(Gualano et al., 2010). Toutefois, il existe tres peu d’études concernant
son effet chez le patient cancéreux, certaines montrant un effet bénéfique sur la masse
musculaire et d’autres non (Lgnbro et al., 2013; Jatoi et al., 2017).

Les effets sur la croissance tumorale sont aussi divergents. Jusqu'a récemment, des études
avaient montré qu’une supplémentation en créatine pouvait limiter la croissance tumorale
dans des modele précliniques de cachexie cancéreuse en invoquant plusieurs raisons.
Premieérement, de maniere in vitro et in vivo, il a été démontré qu’un analogue de la créatine,
la cyclocréatine, est phosphorylée efficacement par la créatine kinase pour former la
phosphocyclocréatine. La phosphocyclocréatine est structurellement similaire a la
phosphocréatine, mais il est beaucoup plus difficile de la catalyser de maniere inverse pour
libérer de I'ATP en raison de ses propriétés cinétiques et thermodynamiques distinctes. Ainsi,
la phosphocytocréatine pourrait agir potentiellement comme un « privatiseur » d'énergie en
piégeant I'ATP transporté depuis les mitochondries intracellulaires ou de I'environnement
extracellulaire vers le cytoplasme, in vitro et in vivo (Kristensen et al., 1999; Lillie et al., 1993).
Deuxiemement la raison peut venir du réle qu’a la créatine dans la régulation de
I'inflammation, il a été montré que la créatine est essentielle au maintien de la réponse anti-
tumorales des lymphocytes T-CD8+ (qui joue une réle majeur dans I’élimination des cellules
tumorales) (Chen et al., 2021; Di Biase et al., 2019).

Mais récemment, des études ont montré que la supplémentation en créatine pouvait avoir un
effet favorisant la progression du cancer, en particulier en augmentant l'invasion et la
progression des métastases dans des modéles de cancers du pancréas et colorectaux, qui se
métastasent principalement au niveau du foie. Il a été démontré que la phosphocréatine

capture I’ATP extracellulaire dans le microenvironnement du foie, alimentant la survie et Ia
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croissance des cellules métastasiques qui s’adaptent a leur nouvel environnement dans ces

deux types de cancers (Loo et al., 2015; Papalazarou et al., 2020).

6.5.4. Glutamine

La glutamine est un acide aminé non essentiel, mais qui peut étre important dans un
état pathologique comme le cancer par son implication comme carburant pour les
entérocytes, comme substrat pour la gluconéogenése et comme régulateur du turnover
protéique (Millward et al., 1976). Des études cliniques ont montré qu’une supplémentation
en glutamine n’avait aucun effet indésirable (Peterson et al., 2007), et qu’une
supplémentation de 4 semaines en glutamine chez des patients subissant un traitement
chirurgical au cours d’un cancer du cou et de la téte augmentait la masse maigre. Il convient
de noter que ces résultats doivent étre interprétés avec prudence car |'étude était de faible
effectif et de courte durée (Cerchietti et al., 2006). Une étude chez I'animal utilisant un modele
de rat FISCHER recevant une tumeur du colon « Ward » (Ward colon tumor) ainsi qu’un
traitement chimio-thérapeutique utilisant uniquement du CPT-11, a montré que la
supplémentation en glutamine diminue les effets indésirables de la chimiothérapie au niveau
intestinal, sans altérer I'efficacité du traitement. De plus, la supplémentation en glutamine n’a
pas eu d’effet sur la croissance tumorale (Xue et al., 2008). Ce résultat sur la croissance
tumorale diverge, avec notamment une étude in vivo ou la supplémentation en glutamine a
eu l'effet d’augmenter la croissance tumorale (Kang et al., 1994). En plus de l'aspect
nutritionnel de la glutamine, des études se sont penchées sur son effet protecteur des effets
indésirables des traitements (comme la chimiothérapie), tel que les phénomeénes de mucite
(qui est une cause importante de morbidité dans le traitement des patients cancéreux (Garcia-
de-Lorenzo et al., 2003)). La glutamine est une des sources principales d’énergie de
I’épithélium intestinal, et des études précliniques ont montré qu’une supplémentation en
glutamine protege l'intestin des effets secondaires de la chimiothérapie ou de la radiation
(Gaurav et al., 2012) Il n'y a pas suffisamment de preuves pour soutenir |'utilisation générale

de la glutamine chez les patients atteints d’un cancer.
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6.5.5. Citrulline

Il est connu que la citrulline est un activateur de la synthése protéique au niveau
musculaire, notamment lorsque que I'on est dans une situation de fonte de la masse
musculaire (Le Plénier et al., 2017). Elle peut induire I'activité de la voie mTORC1, et donc
pourrait également induire I'activation de cette voie au sein de la tumeur et ainsi augmenter
la croissance tumorale (Lim et al.,, 2015). Une étude de 2021, a étudié I'effet d’une
supplémentation en citrulline dans le modele de rat FISCHER recevant la tumeur « Ward colon
tumor » avec un traitement de chimiothérapies comprenant le 5-FU ainsi que le CPT-11
(Breuillard et al., 2021). Ils ont observé que I'apport supplémentaire en citrulline n’avait pas

eu d’'impact sur la croissance tumorale ou le statut nutritionnel.

6.5.6. Arginine

L'arginine est un acide aminé non essentiel, qui peut jouer un réle important dans le
développement et la progression du cancer. L'arginine et ses métabolites jouent un role
important dans le développement des cellules T du systeme immunitaire. Des études ont
montré que la perte d’arginine dans I’environnement de la tumeur entraine une dysplasie des
lymphocytes T et une diminution de la réponse immunitaire envers les cellules tumorales
(Rodriguez et al., 2007; Yachimovich-Cohen et al., 2010). Mais |’arginine via I'arginase-1 est
convertie en ornithine, et cette derniere va donner des polyamines suite a une série de
réactions cataboliques, qui vont jouer un role dans la croissance tumorale, l'invasion et le
développement de métastases (Selvi et al., 2019). Il a été montré que I'utilisation d’un régime
limité en arginine pouvait réduire la synthése de polyamine et ainsi limiter I'incidence dans un
modele de cancer colorectal (Du et al., 2021).

Il a également été montré que l'arginine pouvait avoir un effet bénéfique, sur la
chimiothérapie, dans un modéele cellulaire in vitro du cancer du sein, ou 'utilisation combinée
d’arginine et de 5-FU améliore I'efficacité du traitement sur les cellules tumorales (Jahani et

al., 2017).
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6.5.7 Alpha-cétoglutarate d’ornithine

L'alpha-cétoglutarate d’ornithine (ACO, qui est un sel constitué d’'une molécule
d’alpha-cétoglutarate et de deux molécules d’ornithine) est efficace dans divers états
cataboliques tels que les chirurgies, les brulures ou les septicémies (Cynober, 1999). Son
utilisation dans un modele préclinique cancéreux nourri par nutrition entérale a montré que
cela pouvait améliorer le statut nutritionnel des animaux sans impacter la croissance tumorale
(Le Bricon et al., 1994), alors qu’une autre étude sur le méme modeéle mais nourrit de maniére

orale, n’a pas amélioré le statut nutritionnel des animaux (Segaud et al., 2007).

Des soins nutritionnels optimaux sont donc trés importants au traitement de la
cachexie cancéreuse, et les effets des nutriments peuvent aller plus que loin que la fourniture
d’énergie, en ciblant différents mécanismes ou voies métaboliques qui sont affectés ou
modifiés par la cachexie. La compréhension du contréle du métabolisme et de ses parametres
chez I'n6te porteur de tumeurs et recevant un traitement de chimiothérapie permet, non
seulement d'améliorer les connaissances sur la régulation métabolique chez le patient, mais
aussi de mettre au point des régimes de soutien nutritionnel améliorés et ciblés sur I'hote.
Des recherches plus systématiques utilisant divers modéles sont nécessaires a I'avenir pour
délimiter I'action et les mécanismes d'action des acides aminés. Toutes ces données illustrent
le fait qu’il y a besoin de justifications pour des régimes basés sur des maladies spécifiques,
en particulier dans le cas du cancer, car une localisation différente, un métabolisme tumoral
différent et/ou une interaction tumeur/hote différente peuvent produire des résultats

différents.
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7. Métabolisme énergétique et Cachexie cancéreuse

7.1. Meétabolisme glucidique

Chez le patient atteint d’un cancer, il est connu que le métabolisme des cellules
cancéreuses nécessite un important besoin en glucose comme source d’énergie pour pouvoir
proliférer (il est estimé que les cellules cancéreuses ont besoin de 4 a 5 fois plus de glucose
que des cellules saines (Mathupala et al., 2001)). Ces cellules ont un métabolisme de glycolyse
aérobie. Les cellules tumorales détournent la production d’énergie d’'une phosphorylation
oxydative, a une glycolyse cytosolique, forcant I'organisme a dépendre du glucose comme
source d’énergie (Bezuidenhout et al., 2019). Contrairement aux cellules saines qui dépendent
principalement de la phosphorylation oxydative mitochondriale pour produire I'énergie
nécessaire au bon fonctionnement des cellules. Le glucose est utilisé comme source d’énergie
pour le convertir en lactate plutét qu’en eau et en CO; (Argilés et al., 2015). Ceci est I'effet
« Warburg ». Les tumeurs générent donc un état énergétique inefficace, due a la mobilisation
massive de glucose qui conduit a une grande production de Lactate (Argilés et al., 2015). I
faut donc un fort apport en glucose, et le lactate produit n’est pas métabolisable par la
tumeur, il va donc étre excrété en direction du foie et étre métabolisé en glucose. Ce glucose
produit au niveau hépatique va étre capté par la tumeur et étre transformé de nouveau en
lactate et ainsi de suite. Ceci est le cycle de Cori (Argilés et al., 2015) (Figure 9). Le lactate
produit va augmenter I’acidité locale, et améliorer ainsi la survie des cellules cancéreuses. La
perte énergétique est encore aggravée par le fait que la conversion du glucose en lactate par
la tumeur, génére beaucoup moins d’ATP (2 molécules d’ATP) que la quantité nécessaire pour
produire du glucose a partir du lactate (6 molécules d’ATP). Energétiquement ce n’est pas
rentable pour une cellule saine, mais cela permet a la cellule cancéreuse d’assurer son propre
approvisionnement en glucose. Chez les patients cancéreux, cette perte d’énergie est
observée, non seulement au niveau tumoral, mais aussi au niveau musculaire et hépatique
(Argilés et al., 2014). La tumeur a aussi besoin de la glycolyse pour pouvoir transformer les
cellules tumorales « normales » en cellules tumorales « malignes » et pouvoir ainsi se

répandre dans |'organisme (Lazo, 1985).
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Figure 9. Cycle de Cori (adaptée de Argiles et al., 2014).

La tumeur est donc approvisionnée en glucose via le cycle de Cori et la néoglucogenése. Un
autre élément de la cachexie cancéreuse va perturber le métabolisme glucidique: le
développement d’une résistance a l'insuline. Ainsi le glucose va étre moins capté par les
cellules insulino-dépendantes : le tissu adipeux ou le muscle squelettique, ce qui va entrainer
une diminution de la synthese des triglycérides pour le premier, du glycogene pour le
deuxieme et donc des apports protéiques. Les causes de développement de cette insulino-

résistance ne seront pas abordées ici (Argilés et al., 2014).

7.2. Meétabolisme protéique

La cachexie cancéreuse est caractérisée par un bilan azoté négatif d( a la combinaison
d’un métabolisme anormal et d’'un apport alimentaire réduit (Fearon et al., 2011).
La synthése protéique et la protéolyse doivent étre en équilibre pour assurer une préservation
de la masse musculaire. Un bon équilibre permet un renouvellement des protéines au
quotidien.
Les anomalies observées dans les muscles cachectiques peuvent venir soit de 'altération de
la synthese des protéines soit d’'une augmentation leur protéolyse (Argilés et al., 2014). Cela
peut aussi venir de I'apoptose ou d’un dysfonctionnement de la régénération. Cet ensemble
provoque une perte musculaire. Selon la littérature, le phénoméne le plus impliqué dans le
processus de perte musculaire est la dégradation des protéines via I'activation de la voie de
I"'ubiquitine-protéasome-ATP dépendante (Argilés et al., 1996). Comprendre comment les

muscles peuvent atteindre un état de protéolyse ou d'hypertrophie contribue non seulement

36



a la compréhension du développement musculaire mais peut également fournir des indices

pour la conception des thérapies pour limiter cette perte des muscles squelettiques.

7.2.1. Métabolisme protéique au niveau musculaire

L'implication de la voie de I'ubiquitine-protéasome-ATP dépendante conduisant a des
phénomeénes de protéolyse est induite par I’action des cytokines pro-inflammatoires et pro-
cachectiques qui sont produites par le systéme immunitaire et la tumeur (tel que le TNF-alpha
et l'interleukine-1 (IL-1), ou encore par des facteurs tumoraux tels que le facteur induisant la
protéolyse (PIF)). Ceci va agir de deux manieres, via la voie de ’AMPK P38 qui va conduire a
I'apoptose, et via la voie du facteur nucléaire kB (NF-kB) qui en activant les facteurs de
transcription « Forkhead » (FOXO) va induire I'expression des ligases E3 : MURF-1 et MAFBX
(atrogin) qui sont impliquées dans la dégradation des protéines musculaires structurelles
(Sandri et al., 2004). L'implication du phénomene de synthese protéique va venir de la
signalisation du facteur de croissance IGF1 (insulin-like growth factor 1) qui est le mécanisme
le plus caractéristique pour induire I’'hypertrophie. Il active la voie de signalisation du substrat
1 du récepteur a l'insuline (IRS1) qui agit sur la voie PI3K-AKT permettant la synthése des
protéines en permettant I'activation de mTOR. AKT va aussi avoir un impact sur la partie
protéolyse en phosphorylant le facteur de transcription FOXO empéchant ainsi la protéolyse.
Ainsi en situation de cancer, avec la baisse du taux d’insuline suite au développement d’une
insulino-résistance (comme vu dans la partie sur les perturbations du métabolisme
glucidique), I'activité de la voie PI3K-AKT-mTOR va étre diminuée conduisant a la baisse de la
synthése protéique et a une diminution du blocage de FOXO entrainant une absence de
régulation de la protéolyse qui va se combiner a lI'augmentation des cytokines pro-
inflammatoires, pro-cachectiques ou des facteurs tumoraux qui vont augmenter I'activité de
I'apoptose et de la voie du facteur NF-kB conduisant également a une augmentation de la

protéolyse.
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Figure 10. Principaux mécanismes responsables de la fonte musculaire en situation de

cancer.

La voie mTOR est impliquée dans d’autres processus biologiques telles que la tumorogenese
(Guertin et al., 2007; Laplante et al., 2012). Il a été observé dans cette voie, chez des modeéles
animaux, qu’une utilisation d’un régime hypo-protéique entraine une diminution de

I’activation de la voie mTOR (Fontana et al., 2013).

7.2.2. Implication de la voie PI3K/AKT/mTOR au niveau tumoral

Fontana et al., (2013), ont testé des régimes hypo-protéiques iso-caloriques mais
hyper-glucidiques (un mix de protéines « 21% » avec 21% de protéines, 20% de lipides et 59%
de glucides, et un mix de protéines « 7% » avec 7% de protéines, 20% de lipides et 73% de
glucides) dans deux modeles xénographes différents de tumeurs chez la souris : le modéle
« LuCaP 23.1 » qui est un modeéle du cancer de la prostate, et le modéle « WHIM16 » qui est
un modele du cancer du sein. lls ont observé la diminution de la croissance tumorale (avec

une réduction de 70% des protéines entre le régime hypo-protéique et le régime contrdle).
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lls observent une diminution de la concentration d’IGF1 qui inhibe I'activité de la voie mTOR
conduisant a une plus faible activité des formes phosphorylées de mTOR et de P70S6K,
conduisant a une réduction de la prolifération cellulaire.

lls ont également amené une nouvelle donnée : ce phénomene est observé lorsque le régime
est mis en place 4 semaines avant l'injection de la tumeur ou alors 4 semaines aprés son
implantation. En revanche lorsque le régime est mis en place 4 mois apres I'implantation de
la tumeur, il n’y a aucun effet sur la croissance tumorale. Pour ces trois expérimentations, le
poids corporel n’est pas affecté (Fontana et al., 2013). De ce fait, ce travail n’est guére
transposable chez 'Homme.

Rubio et al., ont également montré, dans trois modeéles de souris différentes, que I’utilisation
d’un régime plus faible en protéines (25% de protéines en moins que le controle) mais iso-
calorique et iso-glucidique, entraine une diminution de la croissance tumorale (Rubio et al.,
2018). lls ont apporté des précisions sur la condition probable de la diminution de la croissance
tumorale en utilisant un régime plus faible en protéines : la présence de macrophages dans
I’environnement de la tumeur. En effet, ils ont observé une augmentation de la réponse des
cellules T-CD8+ dans les animaux sous régimes hypo-protéiques, qui dépendent de
I'expression de l'interféron y (IFN- y) (la déplétion des cellules CD8+ ou l'atténuation de
I’expression de IFN- y annule I'effet réducteur du régime hypo-protéique sur la tumeur).
Plusieurs hypothéses ont été émises pour expliquer ce phénoméne, mais ne seront pas

abordées dans cette étude (Green, 2018).

7.3. Meétabolisme lipidique

Dans toutes les cellules vivantes, les lipides sont nécessaires pour le maintien de la
structure et la signalisation cellulaire, ainsi que la fourniture d’énergie. Les acides gras sont
produits a partir de précurseurs d'acétyl-coenzyme A et de malonyl-coenzyme A, par des
lipases lors de la dégradation des glycérolipides ou par les phospholipases lors de la
dégradation des glycérophospholipides. La dégradation des acides gras par la B-oxydation
conduit a la production d’acétyl-CoA qui sera oxydé par le cycle de Krebs, et a la production
de NADH et FADH; qui lors de la phosphorylation oxydative transferent leurs électrons a la
chaine respiratoire. Ceci conduit a la libération d'énergie (via I’ATP) et génere des espéces

réactives de I'oxygéne (Pethé et al., 2012; Rosca et al., 2012).
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Il existe deux types principaux d’adipocytes : les blancs et les bruns. Les blancs permettent le
stockage des lipides, et les bruns assurent la régulation de la thermogénese. Cela permet la
production de chaleur et la régulation du métabolisme glucidique et lipidique (Cypess et al.,
2009). Le tissu adipeux brun est un organe vital dans le contréle de la composition corporelle
par la régulation de I'homéostasie énergétique. Les effets thermogéniques du tissu adipeux
brun suggerent une augmentation de la dépense énergétique au repos et la mobilisation de

lipides (Da Fonseca et al., 2020).

Le tissu adipeux blanc peut contribuer aussi aux perturbations énergétiques, car une perte de
ce tissu accompagne souvent la perte du muscle squelettique. La fonte de ce tissu adipeux
blanc peut résulter de 3 mécanismes distincts :

1) La lipogeneése dans le tissu adipeux est réduite. Le stockage des triglycérides se fait par
I'action de la lipoprotéine-lipase (LPL), responsable du clivage des tri-acylglycérols en glycérols
et en acide gras, qui sont ensuite captés par les adipocytes et stockés pour fournir de I'énergie.
La tumeur, par la libération de cytokines pro-inflammatoires, provoquerait une diminution de
I'activité de ces LPL (Noguchi et al., 1991).

2) Une augmentation de la lipolyse a été constatée chez des patients cancéreux (Ryden et al.,
2008) et pourrait venir d’'une augmentation de I'activité de la lipase hormono-sensible qui
catalyse I'hydrolyse des triglycérides. L'inflammation pourrait également avoir un impact sur
la lipolyse.

3) L'augmentation de lipolyse et la diminution des LPL conduisent a une augmentation de la
concentration en acides gras et participeraient au développement de l'insulino-résistance

observée chez les patients cancéreux (Ryden et al, 2008).

Chez le patient cancéreux, un phénomeéne a été décritimpliquant les deux types d’adipocytes :
une transformation des adipocytes blancs en adipocytes bruns (Petruzzelli et al., 2014). Les
cellules adipeuses blanches acquiérent une partie des mécanismes moléculaires qui
caractérisent les cellules adipeuses brunes. Il s'agit d'un "brunissement", la protéine de
découplage 1 (UCP1 pour uncoupling protein 1) est exprimée et favorise le découplage et, par
conséquent, la production de chaleur et l'inefficacité énergétique. Cette conversion cellulaire

peut étre déclenchée a la fois par des médiateurs inflammatoires humoraux, comme
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I'interleukine-6 (IL-6), et par des composés dérivés de tumeurs impliquant une augmentation
de la densité mitochondriale ainsi qu’un découplage (Argilés et al., 2015). Chez les rongeurs
et d’autres animaux, cette mutation joue un réle important dans la balance énergétique et la
thermogéneése. Des études chez ’homme suggérent qu’elle pourrait avoir un role similaire et
pourrait ainsi participer au déreglement énergétique présent chez les patients cancéreux
cachectiques (Virtanen, 2014). Ce changement de tissu adipeux entraine une dérivation des
électrons présents dans la chaine mitochondriale (grace a UCP1), délaissant la synthese d’ATP
en faveur de la thermogénése, ce qui a pour effet d’augmenter |'utilisation de lipides ainsi que

la dépense d’énergie (Argilés et al., 2014).

Le remodelage métabolique est donc une caractéristique clé du cancer (Martinez-
Reyes et al., 2021). Les recherches au cours de la derniere décennie ont permis de mieux
comprendre le métabolisme au cours du cancer, et ainsi élargir sa compréhension au-dela des
observations initiales (c’est a dire I'effet Warburg), en comprenant |'utilisation des divers
nutriments (comme le glucose, les acides aminés ou encore les lipides). Ces altérations
anormales du métabolisme des nutriments entrainent une prolifération incontrolée des
cellules cancéreuses et modulent le microenvironnement tumoral, facilitant ainsi d'autres
comportements des cellules tumorales malignes, tels que l'invasion cancéreuse et les
métastases (Martinez-Reyes et al., 2021). Par conséquent, les interventions métaboliques, en
particulier la gestion de la disponibilité des nutriments, deviennent plus attrayantes pour le
traitement du cancer. De plus, I'ensemble de ces perturbations métaboliques au niveau
lipidique, glucidique et protéique entraine un gaspillage énergétique, nécessitant donc plus
d’énergie pour subvenir aux besoins (par exemple, au niveau du foie pour la néoglucogenése
et le cycle de Corie, ou bien alors au niveau musculaire avec la protéolyse réalisée en grande
partie par I'ubiquitine-protéasome-ATP dépendante). Les muscles et le foie, qui sont de base

de gros consommateurs d’énergie, vont donc voir leurs besoins en ATP accrus.

7.4. Métabolisme Mitochondrial

Les mitochondries sont des éléments essentiels pour les stabilités bioénergétiques et

biosynthétiques nécessaires au bon fonctionnement des cellules et a la santé du corps
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humain. Comme vu dans les parties précédentes, certains mécanismes développés lors de la
cachexie cancéreuse consomment de I’ATP, impliquant le métabolisme mitochondrial dans le

phénoméne de cachexie cancéreuse.

7.4.1. Meétabolisme mitochondrial hépatique

Le foie est I'un des organes du corps humain qui consomme le plus d’énergie et est
hautement métabolique (Rolfe et al., 1997). Il pourrait étre impliqué dans I'augmentation de
la dépense énergétique chez les patients cachectiques. Plusieurs études ont mis en évidence
I'implication possible du foie dans ce déreglement métabolique. Chez les patients cancéreux
atteints d’un cancer colorectal, le poids du foie et la dépense énergétique au repos sont
augmentés (Lieffers et al., 2009). Au niveau de la recherche fondamentale, plusieurs études
ont montré chez des modeles de rats cancéreux cachectiques une perturbation du
métabolisme énergétique au niveau hépatique (Perumal et al., 2005; Hochwald et al., 1996;
Tsuburaya et al., 1995)

En 2010, Dumas et al., ont étudié le métabolisme mitochondrial dans un modele de
cachexie cancéreuse, utilisant des rats males BDIX (Berlin-Druckrey IX), avec une injection de
cellules cancéreuses du cOlon en intra-péritonéal. lls ont observé que I'efficacité de la
phosphorylation oxydative est diminuée, avec une augmentation de la consommation de
I'oxygene liée a la perte énergétique dans les mitochondries hépatiques (Dumas et al., 2011),
traduisant une diminution du rendement de la synthese d’ATP. Cela suggere que les
mitochondries hépatiques ont besoin de plus de nutriments pour parvenir a maintenir un taux
d’ATP suffisant, et qu’en plus de la prise alimentaire réduite a cause du phénomeéne
d’anorexie, cela participe a I'aggravation de la perte de poids dans les modeles cachectiques.
Dans cette étude, on retrouve également une augmentation de la production de ROS (espéces
réactives de I'oxygene) (Dumas et al., 2011). Cela a été retrouvé dans une autre étude de
cachexie cancéreuse utilisant des rats males Wistar avec une tumeur yoshida AH 130 injectée
en intra-péritonéal (Springer et al., 2012). Les ROS sont connus pour étre a la base de
nombreux troubles pathologiques (tel que les ischémies, les maladies neurodégénératives, le
diabete ou encore certains cancers) (Droge, 2002). Plus récemment en 2019, une équipe a
étudié l'effet du cancer et de la chimiothérapie dans un modele de souris avec un

adénocarcinome C26 associé a un traitement impliquant le 5-FU, le CPT-11 et la leucovorine.
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Cette derniere est un adjuvant qui protege les cellules saines des effets de la chimiothérapie,
en améliorant le taux de régression de la tumeur, avec une amélioration de la survie, de la
qualité de vie, le tout avec une toxicité modérée (Saltz et al., 2000). Les trois traitements sont
couramment utilisés en trio dans les cas des cancers colorectaux (Kulig et al., 2007). Cette
étude a la particularité d’explorer a la fois I’effet cancer, puis I'effet chimiothérapie et les deux
associés. lls ont observé une augmentation des ROS dans le foie, dans les groupes

« chimiothérapie seule » et « associée au cancer » (Pin et al., 2019).

7.4.2. Métabolisme mitochondrial musculaire

Des études ont montré qu’une augmentation de la biogénése des mitochondries au
niveau du muscle ne permet pas de limiter ou d’inverser la fonte musculaire dans un modele
de souris. En revanche cette biogénése a un effet sur I'augmentation de la taille de la tumeur
(Wang et al., 2012). Au cours de la fonte musculaire, les conséquences mises en avant sont
entre autre : les anomalies mitochondriales (morphologie et fonctions altérées, diminution de
la synthése d’ATP et découplage) (Argilés et al., 2015). Concernant les capacités oxydatives ou
la synthése d’ATP au niveau musculaire, les résultats divergent selon les études et les modéles
d’animaux utilisés. Julienne et al. (Julienne et al. 2012) ont montré une diminution de la
capacité oxydative du complexe IV, sans aucune altération de la synthése d’ATP. D’autres
équipes ont montré une altération de la synthése d’ATP avec une augmentation du
découplage mitochondrial (Constantinou et al., 2011; Tzika et al., 2013). La chimiothérapie
seule peut également affecter le métabolisme mitochondrial musculaire au niveau du contenu

mitochondrial et de la production d’espeéces réactives de I'oxygene (Davis et al., 2019).

Dans I'ensemble, malgré la disparité des résultats et des différentes études, il
semblerait que la cachexie cancéreuse induirait une diminution de la production de la
synthése d’ATP, en lien avec une modification des différents complexes de la chaine
respiratoire. Mais la grande majorité de ces études a exploré ces aspects dans des modeéles
uniquement cancéreux, sans prendre en compte le facteur du traitement présent chez les

patients en situation clinique : la chimiothérapie.
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BUT DE L’ETUDE

44



Nous proposons de mieux comprendre les modulations croisées des fonctions
énergétiques, de I’'homéostasie nutritionnelle, des fonctions immunitaires et de la croissance
tumorale au cours de l'apparition et du développement du phénomene de cachexie
cancéreuse.

La grande majorité des études in vivo faites sur ces sujets utilisent des modeles de
cancers uniquement, sans chimiothérapies ou autres traitements. L'originalité de notre
approche est d’utiliser un modele plus représentatif de ce qui est observé en situation clinique
en nous servant d’'un modele préclinique de cancer associé a la chimiothérapie. Par ailleurs,
ce modele (validé par I'équipe du professeur V.E BARACOS) est plutdt réaliste en terme de
dénutrition car celle-ci reste dans des proportions comparables a ce qui est observé chez
'Homme.

Ainsi nous explorerons dans un premier temps (publication numéro 1) I'influence du
niveau des apports protéiques administrés oralement, et les effets sur la relation croissance
tumorale/statut nutritionnel ainsi que la maniére dont ils affectent la réponse du systeme
immunitaire (qui est extrémement dépendant du statut nutritionnel).

Dans une deuxieme partie (publication numéro 2), les perturbations du métabolisme
énergétique au cours de la cachexie cancéreuse seront étudiées. Il a été montré que plusieurs
parametres peuvent participer a ce gaspillage énergétique (au niveau hépatique, musculaire
ou du tissu adipeux) et voir les implications séparées du cancer seul et de la chimiothérapie
seule, ainsi que I'effet des deux combinés. Dans un premier temps au niveau in vivo pour voir
les modifications au niveau du corps entier, puis in vitro pour explorer les mécanismes
cellulaires qui peuvent étre impliqués.

Enfin, lors de la mise en place du modeéle, nous avons clairement observé qu’il est
extrémement difficile d’avoir une stratégie nutritionnelle efficace car I'anorexie (causée par
I’administration de la chimiothérapie) ne permet pas d’atteindre des cibles calorico-azotées
efficaces. Aussi nous compléterons dans une troisieme partie (publication numéro 3) ce
modele par la mise en place d’une nutrition artificielle (comme c’est le cas en pratique
clinique), et étudierons ainsi I'influence d’une prise en charge nutritionnelle efficace sur les

altérations métaboliques et nutritionnelles observées.
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TRAVAUX EXPERIMENTAUX

46



PUBLICATION N°1

47



Etude numéro 1

L’apport protéique dans le cancer améliore-t-il I’état nutritionnel ou modifie-t-il la réponse
tumorale a la chimiothérapie ?

Martin BOUTIERE, Cécile COTTET-ROUSSEL, Céline COPPARD, Karine COUTURIER, Morgane
COUCHET, Christelle CORNE, Christophe MOINARD et Charlotte BREUILLARD.

Introduction : L'utilisation des protéines chez le patient atteint d’un cancer fait encore I'objet
de débats en raison de I'ambivalence des résultats que pourraient amener leur utilisation.
D'une part, un régime pauvre en protéines pourrait réduire la taille de la tumeur sans tenir
compte de la cachexie, et d'autre part, un apport élevé en protéines pourrait préserver la
masse corporelle mais en risquant de favoriser la croissance tumorale. De telles études n’étant
pas réalisables chez ’'Homme, il convient de disposer de données expérimentales robustes. Il
existe peu de données au niveau de la recherche fondamentale, et la grande majorité des
études réalisées sur le sujet sont faites dans des modeles uniquement cancéreux, sans

chimiothérapies ou autres formes de traitement.

But de I’étude : Cette étude évalue l'influence de différents apports en protéines sur la
cachexie, la croissance tumorale et le systéme immunitaire, en utilisant un modele réaliste de
cachexie combinant la tumeur et la chimiothérapie. Ceci afin de pouvoir optimiser la
compréhension de l'effet de l'apport en protéines chez les patients cancéreux sous

chimiothérapie.

Méthodes : Soixante-dix-huit animaux ont été randomisés en 6 groupes différents : un groupe
controle (Ct) avec des animaux sains absolus et un régime standard contenant 16% de
protéines, et 5 groupes recevant I'implantation d’une tumeur (« Ward colon tumor ») et un
traitement de chimiothérapies, avec 5 régimes protéiques différents (mais tous iso-
caloriques), « low-protein 8% » (LP8%), « low-protein 12% »(LP12%), « normo-protein 16% »
(NP16%), « high-protein 24% » (HP24%) et « high-protein 32% » (HP32%). La chimiothérapie
comprenait 2 cycles, a une semaine d'intervalle, chacun consistant en une injection de CPT-

11 (50 mg/kg) et de 5-fluorouracile (50 mg/kg) le jour suivant. La prise alimentaire, le poids,
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la taille de la tumeur ont été mesurés quotidiennement. A I'euthanasie, les organes ont été
pesés, la composition corporelle a été déterminée, la teneur en protéines a été mesurée sur
le muscle, le foie, l'intestin (jéjunum et iléon) et la tumeur, comme la synthése protéique qui
a été évaluée par la méthode Sunset. La fonction immunitaire a été explorée par cytométrie

de flux.

Résultats : Tout d’abord le modeéle a bien été validé, avec une anorexie observée et un état
de cachexie qui conduit a une diminution du poids a la fois de la masse maigre (Ct=172+3g
vs NP16% = 151 + 2 g ; p<0,001), et de la masse grasse (Ct =13,6 +0,7 g vs NP16% =6,0+ 0,4
g; p<0,001) en présence de cancer et de chimiothérapie. Cependant, les différents régimes
n’ont pas influencé cette perte de poids. Le contenu protéique du jéjunum a été modifié par
le cancer et la chimiothérapie (Ct=15,0+1,5gvsNP16%=11,6 £0,9 g ; p=0,04) et sa synthese
protéique a eu tendance a étre diminuée par le cancer et la chimiothérapie (Ct = 0,61 £ 0,22
g vs NP16% = 0,31 + 0,18 g; p= 0,07 pour le jéjunum). De fagon surprenante, I'apport en
protéines n'a eu aucun effet sur les parametres musculaires ou tumoraux (poids, contenu
protéique ou synthése protéique). Le systéme immunitaire a été affecté par le cancer et la
chimiothérapie (notamment une baisse des monocytes (p=0.001) et des cellules dendritiques

(p=0.017)), mais pas par les différents apports en protéines.

Conclusion : Nous avons montré dans notre modéle de cancer + chimiothérapie que la
modulation des apports en protéines n’influence pas la croissance tumorale (que ce soit de
maniére positive ou négative). De plus, nos données suggérent qu'un régime riche en
protéines n'est pas en mesure d'améliorer I|'état nutritionnel ce résultat suggere que
I'important n’est pas I'aspect qualitatif (pourcentage de protéines) mais I'aspect qualitatif
(profil des acides aminés apportés par I'alimentation). Une limite a été mise en évidence,
I’anorexie observée au moment des deux cycles de chimiothérapies entraine une diminution
des apports protéiques escomptés. Pour pallier a ce probléme, la mise en place d’une nutrition
artificielle comme il est observé chez les patients, pourra étre mis en place dans une étude

future.
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Abstract

Background: The use of proteins in cancer is still debated due to their multiple effects. A low-
protein diet could reduce tumour size but without addressing cachexia, whereas high protein
intake could preserve lean body mass but may promote tumour growth. Here we used a
realistic rodent model of cancer and chemotherapy to evaluate the influence of different
protein intakes on cachexia, tumour growth and immune system response and gain a firmer

understanding of the effect of protein intakes in cancer patients undergoing chemotherapy.

Methods: Female Fischer 344 rats (n=78) were divided into 6 groups: 5 groups with cancer
(Ward colon tumour) and chemotherapy (n=14 per group) were fed isocaloric diets containing
different quantities of protein (8%, 12%, 16%, 24% and 32% of protein), and one healthy
control group without cancer or chemotherapy (n=8) was fed a ‘normal-protein’ (16% protein)
diet. Chemotherapy included two cycles, one week apart, each consisting of an injection of
CPT-11 (50 mg/kg) then 5-fluorouracil (50 mg/kg) the day after. Food intake, body weight, and
tumour size were measured daily. On day 9, the rats were euthanized and organs were
weighed, body composition was determined and protein content and protein synthesis
(SUNSET method) were measured in the muscle, liver, intestine (jejunum and ileum), and

tumour. Immune function was explored by flow cytometry.

Results: Cancer and chemotherapy led to a decrease in body weight linked to decreases in
both fat mass (-56 * 3%, p<0.05) and fat-free mass (-8 + 1%, p<0.05). Cancer and
chemotherapy modified protein content in the jejunum (p=0.04) and tended to modify
intestinal-level protein synthesis (p= 0.07 for jejunum; p = 0.08 for ileum). Surprisingly, there
was no effect of protein intake on muscle or tumour parameters (weight, protein content, or
protein synthesis). The immune system was impacted by cancer and chemotherapy but not

by the different levels of protein intake.

Conclusions: Using a realistic model of cancer and chemotherapy, we demonstrated for the
first time that protein intake does not modulate tumour growth (positively or negatively).
Moreover, our data suggest that a high-protein diet is unable to improve nutritional status in

cancer associated to chemotherapy. Although this work cannot be evaluated clinically for
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ethical reasons, it nevertheless brings an essential contribution to nutrition management for
cancer patients.

Data produced in this model of tumour-bearing rats receiving chemotherapy and different
protein diets was unable to establish any influence of protein intake on tumour growth,
immune-system response or nutritional status. This work must now be duplicated in other
cancer models (with treatments) as a step towards order proposing realistic
recommendations based on experimental data mirroring the conditions of real-world clinical

nutrition management.

Keywords: Cancer, Chemotherapy, Protein diet, Tumour, Cachexia, Malnutrition
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Abbreviations

5-FU: 5-Fluorouracil

AAs: Amino acids

AU: Arbitrary Unit

BCA: Bicinchoninic acid

BW: Body weight

C+C rats: Cancer + Chemotherapy rats

CPT-11: Irinotecan (7-ethyl-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino]carbonyloxy-camptothecin)
Ctrl: Control

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid

EGTA: Ethylene glycol-bis(3-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-tetra acetic acid.
FBS: Foetal bovine serum

HP24%: High-protein group fed a 24% protein diet

HP32%: High-protein group fed a 32% protein diet

LP8%: Hypo-protein group fed an 8% protein diet

LP12%: Hypo-protein group fed a 12% protein diet

mTOR: Mammalian target of rapamycin

NaCl: Sodium chloride

NaOH: Sodium hydroxide

NP16%: Normal-protein group fed a 16% protein diet

PBS: Phosphate-buffered saline

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium

SDS: Sodium dodecyl sulphate

SEM: Standard error of the mean

Tris-HCI: Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrogen chloride

URCC: Centralized cytotoxic drug reconstitution unit
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Introduction

The prevalence of malnutrition among people with cancer is about 20% to more than 70%
depending on patient age, cancer type and cancer stage. Malnutrition in cancer leads to
weight loss and then to decreased tolerance to chemotherapy, forcing oncologists to reduce
chemotherapy dose and thus chemotherapy efficacy (Arends et al., 2017a; Argilés et al., 2014;
Arends etal., 2017b; Arends et al., 2021; Prado et al., 2020; Prado et al., 2011; Peixoto da Silva
et al., 2020). It is a stark fact that 10-20% of mortality in cancer patients is due to malnutrition
rather than malignancy itself (Arends et al., 2017a; Argilés et al., 2014). Combating
malnutrition and cachexia is therefore a core challenge in oncology, as underlined by experts
from the ESPEN (European Society for Clinical Nutrition and Metabolism) and the ESMO
(European Society for Medical Oncology) (Arends et al., 2017a; Arends et al., 2017b; Arends
etal., 2021).

Both ESPEN and ESMO recommend appropriate nutritional support in cancer. However,
nutrition in oncology is a complex challenge, because it is important to feed the patient
without feeding the tumour (even though the ESPEN expert group rules out this possibility)
(Arends et al., 2017b; Prado et al., 2020). In clinical practice, many clinicians dare not take the
risk of supplementing patients for fear of feeding the tumour, and therefore only do so for
patients given surgery.

It is particularly complex concerning dietary proteins. Indeed, even if experts agree that
relevant data is scarce and that further studies are needed, they recommend increasing
protein intake from 0.8g/kg/d for healthy people to 1.2-1.5 g/kg/d in cancer patients (Arends
etal., 2017a; Arends et al., 2017b; Arends et al., 2021; Prado et al., 2020; van de Worp et al.,
2020). There is effectively a strong rationale to increase patient muscle mass by using protein
which activate mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) and thus increase muscle
protein synthesis (MPS). Furthermore, a high-protein diet could activate the immune system
to help fight against tumour cells (Li et al., 2007). However, the counterargument is that
dietary proteins could also induce protein synthesis in the tumour and thereby promote
tumour growth.

Conversely, a low-protein diet would limit tumour growth by increasing tumour
immunosurveillance (Fontana et al., 2013; Rubio-Patifio et al., 2018), but decreased protein

intake in patients with cancer can have harmful consequences by worsening the state of
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undernutrition and cachexia. Investigation is therefore needed to unravel this complex
paradigm.

To date, to the best of our knowledge, the role of protein intake level in both muscle wasting
and tumour growth has never been evaluated in a realistic research model involving cancer
and chemotherapy. Here, to address this gap, we evaluated the influence of different protein
diets on muscle wasting, tumour growth and immune system response in a tumour-bearing
rat model under chemotherapy. The objective of this work was to gain a firm understanding
of the effect of protein intake in oncology and determine the optimal dose of protein that
would reduce cancer cachexia to a minimum while minimizing tumour growth. This work has
important implications for improving the management and effectiveness of treatment for

cancer.

Material and Methods

Animals

All the procedures were registered as compliant with European Directives on animal care and
use for research purposes (APAFIS#11492-2017112715178992), approved by the institutional
animal care and use committee affiliated to the animal facility of the Grenoble Alpes
University (B3842110001), and endorsed by the French Ministry of Research (9998 LBFA-
U1055).

Seventy-eight female Fischer 344 rats (10—12 weeks old, 130-160 g) were housed for the 8-
day acclimatization period at six per cage in a temperature-controlled facility (22 £ 2°C) on a

12h light/dark cycle. Water and food were available ad libitum.

Experimental design
Relative body weight, relative food intake and relative tumour volume for each animal were

compared against the baseline (Day 0 value).

Tumour
After an 8-day acclimatization period (Figure 1), 70 “cancer + chemotherapy rats” rats (C+C
rats) were injected with Ward colon tumour. Pieces of non-necrotic tumour (0.1 g) were
subcutaneously transplanted onto the flank of the animals to serve for tumour growth

monitoring (Cao et al., 1994; Cao et al., 2000; Xue et al., 2008; Xue et al., 2009; Breuillard et

55



al., 2021). As tumour growth is heterogeneous, each C+C rat group used 14 rats. Tumour
volume was measured every day in three dimensions with a calliper to determine length (L,
cm), width (W, cm) and height (H, cm). Tumour volume was then calculated using the formula:

0.5XLxWxH cm?3.

Diets

One week after tumour injection (Figure 1), the rats were housed in individual cages in order
to follow food intake. The rats received a standard semi-purified diet (AIN93G -15.9% protein,
7.4% lipids, 61.7% carbohydrates; SAFE, Augy, France), called “normal-protein diet”, ad
libitum (Table 1). Body weight and food intake were monitored daily.

After 12 days of tumour growth, when the tumours had reached approximatively 1 cm?3, the
C+C rats were divided into 5 groups according to body weight and tumour size, to ensure that
the 5 groups had a roughly similar average for these parameters at this point in the study.
Each group then received one of 5 iso-caloric diets stratified into 5 different protein contents
(Table 1). The healthy control group (“Ctrl”, n=8) and the first C+C group (“NP16%”, n=14)
received the normal-protein diet, which contained 16% protein. The second and third groups
received a ‘low-protein’ diet with either 8% protein (“LP8%”, n=14), i.e. 50% of the protein
content of the normal-protein diet, or 12% protein (“LP12%"”, n=14), i.e. 75% of the protein
content of the normal-protein diet. The last two groups received a ‘high-protein’ diet with
either 24% protein (“HP24%”, n=14), i.e. 150% of the protein content of the normal-protein
diet, or 32% protein (“HP32%"”, n=14), i.e. 200% of the protein content of the normal-protein

diet. All the diets were offered ad libitum.

Chemotherapy
The chemotherapy cycles were started at DO, i.e. 14 days after tumour implantation and two
days after receiving the different diets (Figure 1). The tumour was treated with a combination
of the irinotecan (7-ethyl-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino]carbonyloxy-camptothecin; CPT-
11) and 5 fluorouracil (5-FU) solutions (Centralized Cytotoxic Drug Reconstitution Unit (URCC),
Michalon University Hospital, Grenoble, France)). One cycle of chemotherapy corresponds to
an intraperitoneal injection of CPT-11 (50mg/kg; Medac S.A.S, Lyon, France) at DO and D7,
followed the day after by an intraperitoneal injection of 5-FU (50mg/kg; Accord Healthcare,
Lille, France) (D1 and D8) (Cao et al., 2000; Xue et al., 2009; Breuillard et al., 2021). At 15
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minutes before each injection of CPT-11, the rats received an injection of atropine (1mg/kg;

Aguettan, Lyon, France) to prevent and relieve early cholinergic symptoms.

Euthanasia and sample collection

At D9, after a fast of 3 hours and a puromycin injection 30 minutes before the euthanasia in
order to measure protein synthesis, rats were euthanized by decapitation.

Blood was collected in tube of lithium heparin, centrifuged (2000g for 15 min at 4°C), and
plasma was aliquoted: a part was frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C until analysis
and a part was treated (see below) and then stored at -80°C until amino acids measurements.
The pellets were directly used for immune exploration (see below).

Thymus, kidney (left), heart, pancreas, adrenal gland (left), muscles (EDL -Extensor Digitorum
Longus- and Soleus; right and left), urogenital, retroperitoneal, subcutaneous and brown
adipose tissue were removed and weighed. The proximal part of the jejunum, of the ileum
and the colon were scraped and mucosa were collected and weighed. Only mucosa of jejunum
and of ileum were frozen in liquid nitrogen for biochemical analysis. Tibialis (right and left)
and the liver were weighed, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C for further analysis.
The entire weight of the dissected tumour was recorded, and 3 samples of the tissue were
taken of the tissue at the tumour margin, avoiding any necrotic central portion: 2 were frozen
in liquid nitrogen for biochemical assays, and the third was placed, like Peyer plates, in 2ml of
RPMI1640 medium containing 10% FBS and 1% antibiotics for immune analysis. The spleen
was weighed and collected in RPMI1640 containing 1% antibiotics for immune study.

Body composition was determined as follows: fat-free mass was the summed weights of the
heart, kidney, pancreas, adrenal gland, liver, spleen, thymus, muscles, viscera, skin, head and
carcass; fat mass was the weight of urogenital, retroperitoneal and subcutaneous adipose

tissue.

Plasma amino acids

At euthanasia, plasma (see above) was deproteinized with 10% (w/v) sulfosalicylic acid and
centrifuged (10600 g for 10 min at 4°C). Amino acid concentrations were measured by UPLC-
MS (Acquity UPLC H-Class QDa, Waters) using a CORTECS UPLC C18 column after a

derivatization step (AccQTag Ultra®kit, Waters).
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Immune analysis

After centrifugation, the pellet was diluted with PBS and 200 pl was collected to be labelled
with antibodies as described below. The organs (spleen, Peyer’s patches and tumour) were
crushed using a syringe plunger, or chopped with scissors and filtered through a sieve. The cell
suspensions obtained were washed with complete RPMI1640 medium containing 10% FBS
and 1% antibiotics (except the spleen cells which were washed in complete RPMI1640 medium
without FBS) then centrifuged at 600 g for 5 minutes at 4°C). The pellets, including for spleen
cells, were suspended with 5 mL of complete medium. A 200 uL subsample was collected,
diluted with 300 pL of PBS, and centrifuged at 600 g for 5 minutes at 4°C. The pellets were
incubated in 100 uL of 1X Viobility fixable dye (Miltenyi, Bergisch Gladbach, Germany) for 20
min at room temperature in darkness. After dilution with 400 pL of PBS, the cell suspensions
were centrifuged. The pellets were incubated in the mix of antibodies freshly prepared in PBS-
10%FBS for 20 min at 4°Cin darkness (including samples for isotypes control and Fluorescence
Minus One (FMO)) (CD25-Bv421, CD3-BV605 and CD161-BV786 from BD Biosciences; CD45R-
VioBright-FITC, CD11b/c-PE and RT1B-PerCP-Vio700 from Miltenyi; CD4-PE-Cy7, CD8a-APC
and CD45-APC-Cy7 from Biolegend). Cells were washed twice in PBS-10%FBS and then fixed
in 1X FACS lysing buffer (BD Biosciences). After two washes in PBS, 250 L aliquots of the
samples were kept for 48h at 4°Cin darkness before analysis in a FACS BD-LSRII flow cytometer
(BD Biosciences, Le Pont-De-Claix, France) using BD FACSDiva 6.3.1 software for data
acquisition and Diva software for analysis. The immune populations analyzed are described in

supplementary data (Table S1).

Protein content

Frozen tibialis, liver, tumour, jejunal mucosa and ileal mucosa were homogenized in 10
volumes of ice-cold 10% trichloroacetic acid with 0.5 mmol/L EDTA. After delipidation with
acetone, the pellets were solubilized in NaOH 1N (4 mL per 0.1 g) overnight at 37°C, and total
protein content was determined using a BCA kit (Pierce™ BCA Protein Assay Kit;

ThermoScientific, Rockford, IL).
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Protein expression
Protein extraction

Frozen tibialis, liver, tumour, jejunal mucosa and ileal mucosa were homogenized at 4°C in
extraction buffer (Mammalian buffer [Merck KGaA, Darmstadt, Germany] with dithiothreitol
1 mM, protease inhibitor 1X, phosphatase inhibitor 1X, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM) using a ball
extractor (30 Hz for 2x1min at 4°C). After centrifugation (20800 g for 20 min at 4°C), the
supernatant was collected and assayed using the BCA kit (ThermoScientific) to standardize the
samples at 30 ug of proteins per 10 puL of solution by dilution with 3X Blue Loading Buffer
(187.5 mM Tris-HCI (pH 6.8 at 25°C), 6% (w/v) SDS (sodium dodecyl sulphate), 30% glycerol,
0.03% (w/v) bromophenol blue) and 30X Reducing Agent (1.25 M dithiothreitol). The dilution

was heated for 10 min at 95°C, centrifuged, and the supernatant was frozen.

Protein separation
Extracted proteins were loaded onto a SDS—polyacrylamide gel electrophoresis (15%) and
transferred onto a nitrocellulose membrane (AmershamTM Protran TM; GE Healthcare,
Germany). Proteins were revealed by staining the membrane with Ponceau S dye (Sigma-
Aldrich). After incubation in blocking buffer (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.05%
Tween 20, 5% milk powder), the membranes were incubated overnight at 4°C with primary
antibody. Primary antibody was then removed and a 1 h incubation was done with horseradish
peroxidase-conjugated mouse or rabbit secondary antibody ( 1:10000 dilution or 1:5000
dilution, respectively; Jackson ImmunoResearch Laboratories, Baltimore, MD). Immunoblots
were visualized on an ImageQuant LAS4000 system (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)

using the ECL Select™ Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare).

mTOR pathway activation
mTOR pathway activation was analyzed with the phosphorylated form of 4E-BP1 on serine 65
(1:1000 dilution; Cell Signaling Technology, Ozyme, France). Results obtained were normalized

by the total form of anti-4E-BP1 (1:1000 dilution; Cell Signaling Technology).

Protein synthesis
Protein synthesis was studied using the anti-puromycin antibody clone 12D10 (1:1000

dilution; Millipore, Temecula, CA) and normalized with Ponceau S data.
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Proteolytic activity
Proteolytic activity was studied using anti-Atrogin-1 (1:1000 dilution) and anti-Murf-1 (1:1000

dilution) antibodies (Abcam, Cambridge, UK), and normalized with Ponceau S data.

Statistical analysis

Results are reported as means + SEM. A Student t-test was used to study the cancer +
chemotherapy effect (between the Ctrl group and the NP16% group). ANOVA was used to test
for effects of protein diets. Normality and homogeneity of the variance were checked prior to
these tests to compare the different groups. If the normality test (Shapiro-Wilk) failed (at
p<0.05), the Student t-test test was replaced by a Mann-Whitney test, and the ANOVA was
replaced by Kruskal-Wallis one-way analysis. Differences were considered statistically

significant at a p-value < 0.05.
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Results

Mortality

No animals died during the study in any of the groups.

Nutritional status

Body weight
At DO, animal weight was the same in all 6 groups (Table 2). The weight of the rats of the five
C+C groups decreased between DO and D2, then increased between D2 and D7 and decreased
again between D7 and D9 to fall to 91%—-94% of initial body weight (Figure 2A).
The difference in body weight between Ctrl-group rats and NP16%-group rats was significant

from D1 to D9, and there was no protein load-related difference.

Food intake
Food intake decreased drastically in all 5 C+C groups at D1 then increased progressively until
D5 to reach the same level as the control group in all the C+C groups except the HP24% group
which had higher food intake than controls (Figure 2B). All the C+C groups showed a second
substantial decrease after the second cycle of chemotherapy (i.e. D8).
From DO to D9, food intakes were similar in all C+C groups, as illustrated by cumulative food

intake, and lower than the Ctrl group (i.e. 70%) (Figure 2C).

Protein intake

Due to individual variations in overall food intake, protein intake varied from 0.4 £ 0.2 to 5.6
+ 0.3 g/kg/d in LP8%-group rats, from 1.0 + 0.3 to 7.4 + 0.3 g/kg/d in LP12%-group rats, from
1.6+0.4t09.6 £0.5 g/kg/d in NP16%-group rats, from 2.6 £ 0.7 to 14.1 £ 0.7 g/kg/d in HP24%-
group rats, and from 4.2 + 1.3 to 17.5 + 1.0 g/kg/d in HP32%-group rats (Figure 2D). Protein
intake the Ctrl-group rats varied from 8.0 £ 0.6 to 9.3 + 0.4 g/kg/d.

Measures of cumulated protein intake at D9 (Figure 2E) showed that low-protein-diet rats and
normal-protein-diet rats ingested less protein than Ctrl-group rats. HP24%-group rats ingested
the same amount of protein as Ctrl-group rats, and HP32%-group rats ingested a higher

amount of protein than Ctrl-group rats.
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Anthropometric data
C+C rats showed decreased fat-free mass (-8 + 1%, p<0.05) and decreased fat mass (-56 + 3%,
p<0.05) (Table 2). Concerning organ weights, only the liver, thymus and heart were lower in
the NP16%-group rats compared to Ctrl-group rats.
The only significant differences between the 5 C+C groups were for kidney, liver and

subcutaneous adipose tissue weights and total fat mass.

Tissue protein content
There were no significant differences in tissue protein content whatever the tissue and group

considered (Table 3).

Protein synthesis

Protein synthesis in the post-absorptive state was not different between Ctrl-group and
NP16%-group rats for muscle, liver and intestine (Table 3). There was no diet effect in these
organs. As further confirmation, the mTOR activation pathway (the main activator of protein
synthesis) in muscle was not significantly different between Ctrl-group and NP16%-group rats,
nor between the 5 C+C groups (Table 3).

Muscle proteolysis

Atrogin-1 and MURF-1 expression were not different between Ctrl-group and NP16%-group

rats, nor between the 5 C+C groups (Table 3).

Plasma amino acids levels
Plasma arginine, asparagine, citrulline, isoleucine, leucine, methionine, proline, threonine and
valine concentrations were lower in C+C groups compared to Ctrl rats, whereas plasma cystine
and glycine concentrations were higher in C+C groups compared to Ctrl rats.
Plasma glutamine, glycine, serine and threonine decreased with increased protein load.

Conversely, valine increased with increased protein load.

Tumour response to chemotherapy
Tumour volume and weight
At DO, the 5 C+C groups had a similar mean tumour volume (Data not shown). Tumour size

then decreased in each group between DO and D2 and between D7 and D8, i.e. during the two
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chemotherapy cycles (Figure 3). There was no difference in tumour size between the 5 C+C
groups.

Daily evolution of tumour growth as a function of cumulative protein intake showed no
specific trend at any time (Data not shown).

Tumour mass was the same in the different groups (Table 5).

Tumour protein content and synthesis

These parameters did not change in response to protein loads (Table 5).

Immune system

Immune cell population was modified by C+C, with higher CD4+/CD45+ and CD45R+
RTB1/CD45+ populations in blood and lower CD3+ CD11+/CD45+ and CD3+ CD11+
RTB1+/CD45+ populations in spleen compared to Ctrl group (Supplementary data, Figure S1).
C+C had no effect on immune cell populations in the Peyer’s patches (Supplementary data,
Figure S1).

There was no effect of protein diets on immune-system responses whatever the immune cell

population or organ studied (Supplementary data, Figure S1).
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Discussion

The role of protein intake during cancer has been a subject of debate for. It is well known that
a high protein intake increases muscle mass in healthy people, but data on the effects in
patients with cancer are too sparse to draw firm conclusions (Prado et al., 2020). Furthermore,
the effects of modulated protein intake on tumour growth are unknown. From a conceptual
standpoint, an increase of protein intake would promote tumour growth, as cancerous cells
are cells with a high turnover and thus high amino acid (AA) requirements. However, immune
cells also have high AA requirements and they are the first line of defence against tumour
growth. Thus, the final outcome can only be speculated. Many papers have shown that a small
amount of protein could reduce tumour growth by decreasing mTOR pathway activation
(Fontana et al., 2013) or by decreasing the tumour immunosurveillance (Rubio-Patifio et al.,
2018). However, all these papers have only limited value here, since the models used fail to
include cancer treatment (chemotherapy, radiotherapy, etc). Moreover, the research needed
is not possible in humans due to ethical reasons. To address this issue, we used realistic model
of cancer and chemotherapy to evaluate the influence of protein load on tumour growth and
cachexia. To the best of our knowledge, this is the first time that such study has been

performed.

Very surprisingly, the amount of protein in the diet had no effect on nutritional status, even
despite the very substantial difference between the lower and higher percentage of protein
in the diet (from 8% to 32%). Unfortunately, it is difficult to compare our findings with clinical
data, because i) in practice it is unethical to give a low-protein diet to cancer patients, and ii)
there is only little data available on the effects on high-protein diets on muscle mass, and
every time the high protein intakes were associated with higher energy intake, unlike our
study where the diets were iso-caloric to specifically individualize the protein effect (for
reviews see Capitdo et al.,, 2021; Mochamat et al., 2017; Zanetti et al., 2020). Several
hypothesis can be advanced to explain the absence of effect of protein load on muscle mass
found here. First, in the framework of this original work, it was essential for all the groups to
be iso-energetic in order to individualize the effect of the protein load. However, in such
conditions, the nitrogen—calorie ratio (Table 1) for HP32% and HP24% (i.e. 50.1 Kcal/g and
74.9 Kcal/g, respectively) was too low, as the recommended values are between 100 and 150

Kcal/g for optimal assimilation of the nitrogen intake (Arends et al., 2017a). Therefore,
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although we can conclude that the low-protein diets had no effect on nutritional status, we
cannot give a definitive opinion on the high-protein diets. Further study with the use of high-
protein and high-energy diets could resolve this issue. Second, protein intake per se cannot
efficiently cover the specific AA requirements induced by cancer and chemotherapy. This is
well illustrated by the AA profiles that were profoundly affected in C+C rats and not restored
by the increase of protein intake, as discussed by van der Meij et al (van der Meij et al., 2019).
Quality of the dietary protein, and thus of AAs, seems to be important for muscle anabolism
in cancer patients (Ford et al., 2022; Engelen et al., 2016). One perspective for research would
be to develop personalized nutritional support for cancer patients, as proposed by Berard et
al. in a pioneering study on surgical patients (Berard et al., 2002).

Despite the surprising lack of either positive or negative effect of low- or high-protein intakes
on nutritional status, it was still important to test their potential effects on tumour size—
especially since expert-group guidelines on nutritional support for cancer patients stipulate
that “Theoretical arguments that nutrients ‘feed the tumour’ are not supported by evidence
related to clinical outcome and should not be used to refuse, diminish, or stop feeding” (Arends
et al., 2017b). However, this assertion does not appear to be based on any hard data but is
mainly based on expert opinion (Prado et al., 2020; Ford et al., 2022). Moreover, this same
group of experts recommends a protein intake of 1.2 to 1.5g/kg/day. However, there are very
few studies on the role of dietary protein in tumour growth. Only ‘the ‘low protein side’ was
studied, and several studies have shown a direct positive effect of low-protein diet on tumour
size (Fontana et al., 2013; Rubio-Patifio et al., 2018). This is why, in our opinion, it was
important to manage the effects of high protein diet on tumour growth.

In our model, a low protein intake had no effect on tumour size, whereas the studies cited
above found that a low-protein diet decreased tumour size (Fontana et al., 2013; Rubio-Patifio
et al., 2018). However, in these studies, the animals received no treatment with any real
clinical relevance. The protein effect observed in these studies, i.e. decreased tumour size with
low protein intake, could be too weak compared to the effect of chemotherapy, which would

explain why we found no effect of protein intake levels on tumour growth size.

As discussed above, given that the diets tested here were iso-caloric (to specifically
individualize the protein effect), the nitrogen—calorie ratio in the high-protein diet groups

could be too low to enable meaningful assimilation of nitrogen. Further studies using high-
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protein and high-energy diets would help conclude on the effect of high-protein diet on
cachexia and tumour growth. A second limitation is the chemotherapy-induced anorexia,
which induces a low protein intake and thus leads to a situation where nutritional intakes fail
to meet nutritional needs. Furthermore, the protein composition used here is also inadequate
on a qualitative level, given the differences observed for the plasma AAs. Using artificial
nutrition in order to normalize caloric and nutritional goals would be an instructive way

forward to confirm our results.

Conclusion

This study demonstrated, for the first time, in this realistic model of tumour-bearing rats
receiving chemotherapy and different protein diets, that protein intake was unable to
influence nutritional status, tumour response to chemotherapy, or immune-system response.
This work must now be duplicated in other cancer models (with treatments) as a step towards
order proposing realistic recommendations based on experimental data mirroring the

conditions of real-world clinical nutrition management.
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Figure 1. Experimental design

After a 1-week acclimatization period (D-14), 70 11-week-old female Fisher rats received
tumour injection (C+C rats). One week later (D-7), all the animals (n=78) received the normal-
protein diet. Then, after 13 days of tumour growth (D-2), the rats received either the normal-
protein diet (NP16%, n=14) or a low-protein diet with 8% protein (LP8%, n=14), a low-protein
diet with 12% protein (LP12%, n=14), a high-protein diet with 24% protein (HP24%, n=14) or
a high-protein diet with 32% protein (HP32%, n=14). Two days later, the first chemotherapy
cycle was initiated: irinotecan (CPT-11; 50 mg/kg; orange arrow) at DO, and 5-fluorouracil (5-
FU; 50 mg/kg; purple arrow) at D1. One week later, the rats received the second cycle of

chemotherapy (CPT-11 at D7 and 5-FU at D8). The rats were sacrificed at D9 for analysis.
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Figure 2. Relative body weight, relative food intake, and cumulative food intake of rats.

(A) Relative body weight and (B) relative food intake compared to the first day of
chemotherapy for each animal, (C) cumulative food intake at D9, (D) protein intake (g of
protein/kg rat BW/day), and (E) cumulative protein intake at D9. The rats received the
chemotherapy cycle of irinotecan (CPT-11; 50 mg/kg) at DO and D7 (orange arrow) and 5-
fluorouracil (5-FU; 50 mg/kg) at D1 and D8 (purple arrow).

Results are expressed as mean + SEM. Significant differences are reported as (A)(B) * CTRL vs

LP8%, LP12%, NP16%, HP24%, HP32%, # CTRL vs HP24%; (C) unlike letters.
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Figure 3. Relative tumour size
Relative tumour size compared to the first day of chemotherapy for each animal. The rats
received a first chemotherapy cycle of irinotecan (CPT-11; 50 mg/kg, orange arrow) at DO and
5-fluorouracil (5-FU; 50 mg/kg, purple arrow) at D1, and a second cycle of chemotherapy (CPT-

11) at D7 and (5-FU) at D8). Results are expressed as mean = SEM. Significant differences are
reported as * LP8% vs NP16%.
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Table 1. Composition of the diets.

One week after tumor injection, rats received the standard normo-protein diet which is a

nutritionally complete semi-synthetic diet (AIN93G -15.9% proteins, 7.4% lipids, 61.7%

carbohydrates; SAFE, Augy, France; NP16%). Two days before the start of the chemotherapy,

C+C rats were divided into 5 groups, and received the associated diet (i.e. LP8%, LP12%,

NP16%, HP24% or HP32%). Control rats received the NP16% diet only.

NP16%
normo
protein diet
Pregelatinized 491.0 4443 397.5 301.9 | 207.4
cornstarch
Casein 88 134 180 274 367
Maltodextrin 142 142 142 142 142
Sucrose 110 110 110 110 110
Soya oil 70 70 70 70 70
Crude cellulose 50 50 50 50 50
Minerals PM AIN 93M/G
3.5% 35 35 35 35 35
Vitamins PV AIN 93 M/G 10 10 10 10 10
1%
L-cystin 1.5 2.2 3.0 4.6 6.1
Bitartrate choline 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Protein % 8.0 12.0 15.9 24.0 32.0
Fat % 7.3 7.3 7.4 7.5 7.6
Minerals % 2.5 2.6 2.7 2.8 3.0
Cellulose % 3.6 3.6 3.6 3.6 3.5
Starch % 56.3 52.1 47.9 39.3 30.8
Sugars % 13.8 13.8 13.8 13.8 13.9
ENA % 71.1 67.1 63.1 55.0 46.9
ATWATER Kcal/Kg 3821.4 3824.8 3828.4 3835.5 3842.6
ATWATER MJ/kg 16.0 16.0 16.0 16.1 16.1
Calorico Nitrogen Ratio 274 174 125 75 50

(Kcal/g)
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Table 2. Body and organ weights.

Tumor-bearing rats have received either the normo-protein diet (NP16%, n=14) or the low-protein diet with 8% protein diet (LP8%, n=14), or the
low-protein diet with 12% protein diet (LP12%, n=14), or the high-protein diet with 24% protein diet (HP24%, n=14) or the high-protein diet with
32% protein diet (LP32%, n=14). Two days after, the first chemotherapy cycle was initiated: irinotecan (CPT-11; 50 mg/kg) at DO, and 5-fluorouracil
(5-FU; 50 mg/kg) at D1. One week after, the rats received the second cycle of chemotherapy (CPT-11 at D7 and 5-FU at D8). They were euthanized

at D9. Data are presented as mean + SEM. Significant differences are grey-backgrounded. For protein diets effect, values with different superscript

letters are statistically different (p<0.05).

Cancer and Chemotherapy Effect Protein Diets Effect
CTRL NP16% [ONPEENN  ei2%  Neiew  Heaa%  [NNHPS2%NN
Body Weight (g)
Initial (DO) 166+ 3 16512 NS 167 £2 166 +3 165 +2 166 +2 165 +2
Final (D9) 172 +3 151+2 p <0.001 151+3 153 +3 151 +2 156 +3 153 +2
Fat-Free Mass
Organs (mg)
Heart 508 + 11 477 + 8 p =0.0299 481+6 486+9 477 +8 499+9 469 +7
Kidney 562 +10 546+ 8 NS 521+72 536 +102° 546 + 8b< 569 + 11°¢ 577 +10°¢
Pancreas 460 + 58 430+ 30 NS 379+29 431 +38 430+ 30 402 + 36 424 + 33
Adrenal Gland 29+1 29+1 NS 29+1 28+1 29+1 29+1 301
Liver (g) 6.1+0.2 5.6+0.1 p = 0.049 5.2 +0.1° 5.6+ 0.2 5.6+0.12 5.9+0.2° 5.7+0.13°
Spleen 523 +13 495+ 11 NS 476 + 14 470+ 20 495+ 11 500+ 15 490 + 15
Thymus 313 +68 85+7 p <0.001 779 76+ 12 85+7 849 80 £8
Muscles (mg)
EDL 74+ 1 70+ 1 NS 70+ 1 73+1 70+1 73+1 72+1
Tibialis 296 +5 286+ 5 NS 280+ 4 289+ 5 286+ 5 2935 290+4
Soleus 661 67+1 NS 64 +2 66 + 2 67+1 671 65+1
Total Fat-Free Mass (g) 147 +2 135+2 p <0.001 133+2 135+3 135+2 1382 135+2
Adipose Tissue (g)
Urogenital 5.2+0.4 2.4+0.2 p <0.001 2.7+0.2 3.0+£0.2 2.4+0.2 27+0.1 2.8+0.2
Retro 1.2+0.1 0.5+0.06 p <0.001 0.6+0.03 0.6 £0.05 0.5+0.06 0.6 £0.05 0.6+ 0.06
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Subcutaneous 7.2+0.4 3.1+0.3 p <0.001 3.7+0.32b 43+0.3° 3.1+0.3" 4.0+0.32 3.7+0.2%°
Total Fat mass 13.6 £+ 0.7 6.0 +0.4 p <0.001 7.0£0.5%b 7.9+0.4° 6.0+ 0.4° 7.3 +0.43" 7.1+0.42°b
Brown (mg) 24+1 14+1 p < 0.001 14+1 15+1 14+1 13+1 13+1
Bowel (mg)
Jejunum Mucosa 281+11 271+20 p=NS 262 +17 249 + 15 271+ 20 237+14 250+ 12
lleum Mucosa 270 £19 249+ 16 p=NS 251+11 258 £ 17 249 £ 16 236+18 232+13
Colon Mucosa 128 +17 132+7 p=NS 143 +7 133+9 13247 129+ 7 148 £ 12
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Table 3 Protein metabolism.

Tumor-bearing rats have received either the normo-protein diet (NP16%, n=14) or the low-protein diet with 8% protein diet (LP8%, n=14), or the

low-protein diet with 12% protein diet (LP12%, n=14), or the high-protein diet with 24% protein diet (HP24%, n=14) or the high-protein diet with

32% protein diet (LP32%, n=14). Two days after, the first chemotherapy cycle was initiated: irinotecan (CPT-11; 50 mg/kg) at DO, and 5-fluorouracil

(5-FU; 50 mg/kg) at D1. One week after, the rats received the second cycle of chemotherapy (CPT-11 at D7 and 5-FU at D8). They were euthanized

at D9. Data are presented as mean + SEM. Significant differences are grey-backgrounded. For protein diets effect, values with different superscript

letters are statistically different (p<0.05).

Cancer and Chemotherapy effect

Protein Diets Effect

Liver
Protein content (mg) 600 + 66 557 £ 25 NS 500+ 26 583+ 26 557+ 25 597+ 29 586+ 34
Protein synthesis (AU) 0.36+0.17 0.19%0.11 NS 0.16+0.03 0.17 £0.03 0.19+0.10 0.14+0.06 0.13+0.04
Tibialis
Protein content (mg) 58.7+2.4 52.6+3.9 NS 47327 50.9+ 3.6 52.6+3.9 51.9+3.8 52.1+3.6
Protein synthesis (AU) 0.74+0.13 0.71+0.16 NS 0.68+0.11 0.66+0.16 0.71+£0.16 0.61+0.10 0.64 £ 0.06
mTORC1 activation
4EBP1 phospho (AU) 0.21+0.05 0.15+0.04 NS 0.14 £0.05 0.14 £0.03 0.15+0.04 0.14 £0.02 0.15+0.03
Proteolyis
Fbx-32 (AU) 0.18+0.04 0.18+0.03 NS 0.18+0.04 0.18 £ 0.03 0.18 £ 0.03 0.16 £ 0.03 0.19+0.04
Murf-1 (AU) 0.20+£0.09 0.20+0.08 NS 0.20£0.09 0.16 £ 0.05 0.20 £ 0.08 0.17 £0.05 0.19 £ 0.07
Jejunum
Protein content (mg.10cm™) | 15.0 £ 1.5 11.6+0.9 p=0.044 12.5+0.9 12.0+ 0.6 11.6+0.9 11.3+0.5 11.3+0.9
Protein synthesis (AU) 0.61+0.22 0.31+0.18 NS 0.27+0.06 0.20+£0.18 0.31+0.18 0.89+0.06 0.28+0.10
lleon
Protein content (mg.10cm™) | 17.5+2.0 159+1.9 NS 15.5+0.9 15.6+1.1 159+1.9 141+13 14.2+0.9
Protein synthesis (AU) 1.03+0.40 0.99+0.44 NS 1.09+0.32 0.81+0.44 0.99+0.44 0.89+0.31 1.31+0.74
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Table 4. Plasma amino acids concentrations.

Tumor-bearing rats have received either the normo-protein diet (NP16%, n=14) or the low-protein diet with 8% protein diet (LP8%, n=14), or the
low-protein diet with 12% protein diet (LP12%, n=14), or the high-protein diet with 24% protein diet (HP24%, n=14) or the high-protein diet with
32% protein diet (LP32%, n=14). Two days after, the first chemotherapy cycle was initiated: irinotecan (CPT-11; 50 mg/kg) at DO, and 5-fluorouracil
(5-FU; 50 mg/kg) at D1. One week after, the rats received the second cycle of chemotherapy (CPT-11 at D7 and 5-FU at D8). They were euthanized
at D9. Only AAs with significantly differences are represented. Data are presented as mean + SEM. For protein diets effect, values with different

superscript letters are statistically different (p<0.05).

Concentration

Cancer and Chemotherapy Effect Protein Diets Effect

(umol/L) CTRL NP16% LP12% NP16% HP24%  [THP32% |
Arginine 146 +9 125+5 p =0.05 104+ 52 120 +32P 125+ 5P 117+52b 115+ 53
Asparagine 705 533 p =0.003 59+ 4 593 53+3 573 573
Citrulline 80+4 41+5 p = 0.0001 46 +5 42+5 41+5 38+3 37+4
Cystine 40+3 47 +1 p=0.02 42 +2° 50+ 1° AvENI A7 28 2B 46+ 23b
Glutamic Acid 120+ 8 99 +8 NS 111+5°2 100+ 62 99 +82P 92+43b 87 + 5P
Glutamine 894 + 44 894 + 28 NS 10014222 959 +252b 894+ 28P¢ 888+ 26°¢ 844+20°¢
Glycine 141 +8 228+12 p=0.0001 | 250+10°? 239+ 112%P 228+ 122b 207 + 8b< 188 + 4°¢
Isoleucine 140 £ 11 105+ 6 p = 0.005 113+ 6 102+ 4 105+ 6 108+ 4 119+7
Leucine 237 +18 193 + 10 p=0.03 200+9 186 +9 193 + 10 196+ 8 214+ 13
Methionine 61+4 5312 p = 0.0585 512 521 532 531 52%2
Proline 350 + 29 172+16 p=0.0001 | 159+17 160+ 12 172+16 164+ 16 190+ 21
Serine 253 +13 276 + 11 NS 321+16° 338+ 14° 276+ 11° 252 +7b¢ 227+6°
Threonine 499 + 30 351 +31 p=0.005 | 336+232P 433+ 39?2 351+312P 335+232b 291+ 14°
Valine 320+ 24 240+ 12 p=0.003 | 234+102P 227+9° 240+ 122P 246 +102° 279+ 16°
Total 4856 +275 4273 +158 p=0.06 | 4327+147  4443+136 4273+ 158 4097 + 81 4047 + 146
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Table 5. Tumor-bearing rats have received either the normo protein diet (NP16%, n=14) or
the low protein diet with 8% protein diet (LP8%, n=14), or the low protein diet with 12%
protein diet (LP12%, n=14), or the high protein diet with 24% protein diet (HP24%, n=14) or
the high protein diet with 32% protein diet (LP32%, n=14).

Two days after, the first chemotherapy cycle was initiated: irinotecan (CPT-11; 50 mg/kg) at
DO, and 5-fluorouracil (5-FU; 50 mg/kg) at D1. One week after, the rats received the second
cycle of chemotherapy (CPT-11 at D7 and 5-FU at D8). They were euthanized at D9. Data are
presented as mean + SEM. Significant differences are grey-backgrounded. For protein diets

effect, values with different superscript letters are statistically different (p<0.05).

Protein Diets Effect

Tumor NP16%

Weight (g) 19+0.4 15+0.4 13+0.3 1.4+0.3 19+0.4

Protein content
mg 197 + 36 136+ 36 140 + 28 167 +37 172 + 35
mg.g* tissue 118 +4 119+ 2 112 +3 112 +2 116+ 2

Protein synthesis
AU 0.15+0.03 0.12+0.03 0.17+0.06 0.18+0.05 0.10+0.02
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Supplementary data : Immune exploration in Blood

Number of events for total leukocytes and percentage of cells for other figures of immune
cells identified in Blood (table S1). (a) CD45+ leukocytes cells; (b) CD4+ T-Cells; (c) CD8+ T-
Cells ; (d) CD4+ T-Cells regulator ; (e) CD8+ T-Cells regulator; (f) CD3+ CD161+ Natural Killer T;
(g)CD45R+RT1B+ B-Cells; (h) CD3+ CD11+ monocytes; (i)CD3+ CD11+ RT1B+ Dendritic Cells; (j)
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CD3- CD161 + Natural Killer. Scatter plots represent mean £ SEM. * is significant different with
p =0.05.

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h) (i) (j) CTRL, n=7; NP16%, n = 14; LP8%, n = 13; LP12%, n = 13; HP24%,
n=13; HP32%, n = 13.
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Supplementary data : Immune exploration in Spleen

Number of events for total leukocytes and percentage of cells for other figures of immune
cells identified in Spleen (table S1). (a) CD45+ leukocytes cells; (b) CD4+ T-Cells; (c) CD8+ T-
Cells ; (d) CD4+ T-Cells regulator ; (e) CD8+ T-Cells regulator; (f) CD3+ CD161+ Natural Killer T;
(g)CD45R+RT1B+ B-Cells; (h) CD3+ CD11+ monocytes; (i)CD3+ CD11+ RT1B+ Dendritic Cells; (j)
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CD3- CD161 + Natural Killer. Scatter plots represent mean £ SEM. * is significant different with
p =0.05.

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h) (i) (j) CTRL, n=7; NP16%, n = 14; LP8%, n = 13; LP12%, n = 13; HP24%,
n=13; HP32%, n = 13.
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Supplementary data : Immune exploration in Peyer plates

Number of events for total leukocytes and percentage of cells for other figures of immune
cells identified in Peyer Plates (table S1). (a) CD45+ leukocytes cells; (b) CD4+ T-Cells; (c) CD8+
T-Cells ; (d) CD4+ T-Cells regulator ; (e) CD8+ T-Cells regulator; (f) CD3+ CD161+ Natural Killer
T; (g)CD45R+RT1B+ B-Cells; (h) CD3+ CD11+ monocytes; (i)CD3+ CD11+ RT1B+ Dendritic Cells;
(j) CD3- CD161 + Natural Killer. Scatter plots represent mean £ SEM. * is significant different
with p = 0.05. (a) (b) (c) (d) (e) () (g) (h) (i) (j) CTRL, n = 7; NP16%, n = 14; LP8%, n = 13; LP12%,

n=13; HP24%, n = 13; HP32%, n = 13.
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Supplementary data : Immune exploration in Tumor

Number of events for total leukocytes and percentage of immune cells identified in tumor
table S1). (a) CD45+ leukocytes cells; (b) CD4+ T-Cells; (c) CD8+ T-Cells; (d) CD4+ T-Cells
regulator ; (e) CD8+ T-Cells regulator; (f) CD3+ CD161+ Natural Killer T; (g)CD45R+RT1B+ B-
Cells; (h) CD3+ CD11+ monocytes; (i)CD3+ CD11+ RT1B+ Dendritic Cells; (j) CD3- CD161 +

Natural Killer. Scatter plots represent mean + SEM. * is significant different with p = 0.05. (a)
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(b) (c) (d) (e) (f) (g) (h) (i) (j) NP16%, n = 10; LP8%, n =12; LP12%, n = 10; HP24%, n = 7; HP32%,
n=12.
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Table S1. Populations analyzed for immune exploration

CD45 CD3 (CD4 CD8 (D161 CD25 CD45R (D11 RT1B

T-Cells + + + + +
B-Cells + - - + - +
NK Lymphocytes + - +
NKT Lymphocytes + + +
Monocytes and Dentritic Cells + - + - + -
Monocytes + + - - + -
Dendritic Cells + + - - + +

Table S2. Correlation between cumulative prot intake and tumor growth as a function of
organ weight

Cumulative Protein Intake Tumor Growth
Kidney r = 0.518 p <0.001 -

Liver r = 0.317 p = 0.007 -
Tibialis r = 0.246 p=0.03 -
Spleen - r = 0.344 p =0.003
Intestine length - r = 0.262 p=0.02
Viscera - r = 0.506 p <0.001
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Etude numéro 2

Le CPT-11 et le 5-FU induisent la cachexie via une altération du métabolisme mitochondrial

au niveau hépatique.

Martin BOUTIERE, Frédéric LAMARCHE, Guillaume VIAL, Cécile COTTER-ROUSSELLE, Hervé
DUBOUCHAUD, Béatrice MORIO, Stéphane ATTIA, Eric FONTAINE, Charlotte BREUILLARD et
Christophe MOINARD.

Introduction : La cachexie cancéreuse est caractérisée par une perte de la masse musculaire,
de la masse grasse et par des perturbations du métabolisme énergétique. Les mécanismes
impliqués dans ces perturbations sont encore partiellement inconnus, et les études qui
explorent a la fois I'implication du cancer et de la chimiothérapie (de maniére séparée ou
combinée) restent a ce jour peu nombreuses. De plus, peu d’études explorent de facon
translationnelle les perturbations observées au niveau cellulaire et leurs conséquences au

niveau du corps entier.

But de I'étude : L'objectif de cette étude est d'évaluer le lien et les mécanismes impliqués
entre la cachexie cancéreuse et les perturbations du métabolisme énergétique dans un
modele in vivo de cancer et de chimiothérapie, puis, de préciser ces modifications

métaboliques au niveau cellulaire via une étude sur hépatocytes primaires.

Méthodes : Des rats Fischer sont utilisés pour |'expérience in vivo et randomisés en 4 groupes,
un groupe sain absolu (Ct), un groupe recevant une tumeur (« Ward colon tumor ») qui est
injectée par la voie sous-cutanée (Ca), un groupe recevant deux cycles de chimiothérapies (Ch)
et un groupe ou la tumeur et la chimiothérapie sont combinées (Cc). Au cours de
I'expérimentation, la dépense énergétique ainsi que le quotient respiratoire et la prise
alimentaire sont mesurés. A l'euthanasie, le métabolisme mitochondrial est analysé aux
niveaux musculaire et hépatique (consommation d’oxygene, efficacité de la phosphorylation
oxydative ou productions d'especes réactives de I'oxygene) ainsi qu’un marqueur de la 8-

oxydation.
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Pour I'analyse in vitro, les hépatocytes de rats sains sont isolés puis mis en culture en milieu
normal (HeCt), avec du CPT-11 (HeCPT-11), du 5-FU (He5-FU) ou avec les deux combinés
(HeCPT-11+5-FU). Les parametres analysés sont I'environnement mitochondrial (production
de ROS, structure), la synthése protéique et la respiration allouée a la synthése protéique, au
renouvellement de I'ATP ou a la B-oxydation, ainsi que les points de contact entre la
mitochondrie et le réticulum endoplasmique (MAM, étudiés via la méthode des PLAs, pour

« proximity ligation assays »).

Résultats : Au niveau du corps entier, nous avons observé une anorexie et une chute de la
balance énergétique en présence de chimiothérapie seule, ou associée au cancer
(respectivement des baisses de 35% et 30% par rapport aux contréles). Une fonte de la masse
grasse a également été observée, en adéquation avec une augmentation de I'expression d’un
marqueur de la B-oxydation au niveau hépatique (Ct =21 + 1 vs Ch = 28 + 3; p=0,001). Les
fonctions mitochondriales modifiées se situent essentiellement au niveau hépatique dans
notre modele et non au niveau du muscle squelettique. L'effet direct de la chimiothérapie au
niveau cellulaire a montré des altérations dans le statut énergétique avec des modifications
mitochondriales au niveau de la morphologie et la production d’espéces réactives a I’oxygéne.
De plus les points de contact entre les mitochondries et le réticulum endoplasmique ont été
augmentés sous |'effet de la chimiothérapie (HeCt = 40 + 4 vs He5-FU = 124 + 21 ; HeCPT-11 =
104 + 27 ; He5-FU+CPT-11 = 181 + 22*). * est significativement différent de HeCt (p<0,05).

Conclusion : Nous avons pu proposer un mécanisme d’action de la chimiothérapie pour
expliquer les perturbations énergétiques. Les chimiothérapies augmentent les MAMs qui
entrainent une augmentation de I'oxydation des lipides et de la 3-oxydation et, in fine, une

perte drastique de la masse grasse.
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CPT-11 and 5-FU induce cachexia by impairment of energy metabolism in hepatic

mitochondria.
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Abstract

Background & Aims: Cancer Cachexia includes a range of energy disturbances. The
mechanisms involved in these phenomena are still partially unknown. The aim of this study is
to evaluate the link and the mechanisms involved between cancer cachexia and energy
metabolism perturbations in an in vivo model of cancer and chemotherapy in a first step, and

then to study these implications at the cellular level.

Methods : Female Fischer rat were used for in vivo experiment and randomized in four groups
(n=6/group): one healthy group (Ct), one with the injection of a Ward colon tumor
subcutaneously (Ca), one with two cycles of chemotherapy (Ch) and one group that combines
tumor and chemotherapy (Cc). During the experiment, energy expenditure, respiratory
quotient and energy intake were measured. At euthanasia, mitochondrial metabolism
(efficiency of oxidative phosphorylation, energy wasting or the production of reactive oxygen
species (ROS)) and marker of -oxidation are analyzed.

For in vitro analysis, hepatocytes were isolated from healthy female fisher rat and incubated
in four conditions: in a normal culture medium (HeCt), with CPT-11 (HeCPT-11), with 5-FU
(He5-FU) and with a combination of 5-FU + CPT-11 (He5-FU+CPT-11). Parameters analyzed are
mitochondrial environment (production of ROS, morphology), protein synthesis and
respiration allocated to protein synthesis, to ATP renewal or to R-oxidation, and the

interaction of endoplasmic reticulum with mitochondria.

Results : Chemotherapy is responsible of a crash of energy balance (Ch=-35% and Cc= -30%
as report of Ct) at the whole body level, and the decrease of fat body mass and an elevation
of B-oxidation marker at hepatic level, and an alteration of mitochondria. The direct effect of
chemotherapy at the cellular level showed a decrease of respiration allocated to protein
synthesis when CPT-11 is in combination with 5-FU (HeCT: 31 + 7%; He5-FU: 22 + 3%; p=0.90;
HeCPT-11: 17 + 4%, p=0.26; He5-FU+CPT-11: 13 + 3%; p=0.02) but surprisingly, protein
synthesis is not affected by this chemotherapy. The mitochondria associated reticulum
membranes showed an increase of the number of interaction with the combination of both

chemotherapy (HeCt = 40 + 4 vs He5-FU+CPT-11 = 181 + 22; p<0,05).
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Conclusion : In our model, chemotherapy is responsible of alteration of energy metabolism,
with the decrease of fat body mass and modification in mitochondria metabolism at hepatic
level. At cellular level, this modifications could be link with a change in the characteristics of

mitochondria, and the interaction with their environment.
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Abbreviations

5-FU: 5-Fluorouracil

AA: Antimycin A

ATP/O: Efficiency of phosphorylative oxidation

Ca: Cancer group

Cc: Cancer and chemotherapy group

Ch: Chemotherapy group

CPT-11: 7-ethyl-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino]carbonyloxy-camptothecin Irinotecan
CS activity: citrate synthase activity

Ct: control group

EB: Energy balance

EE: Energy Expenditure

EGTA: ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N’,N'-tetraacetic acid
GM: Glutamate/malate

He5-FU: Hepatocyte incubated with 5-FU

He5-FU+CPT-11: Hepatocyte incubated with 5-FU and CPT-11
HeCPT-11: Hepatocyte incubated with CPT-11

HeCt: Hepatocyte control

MTG: mito tracker green

OC: octanoyl carnitin

PC: palmitoyl-carnitin

PLA: proximity ligation assay

ROS: Reactive oxygen species

Rot: Rotenone

RQ: respiratory quotient

SEM: standard error mean

R-HAD activity : B-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase activity
Succ: Succinate

TMRM: Tetramethylrhodamine, methyl ester

VCO2: Carbon dioxide production

VLCAD: very-long-chain acyl-CoA dehydrogenase

VO2: Volume of oxygen consumption
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WAT: White Adipose Tissue

94



Introduction

Cancer cachexia affects approximately between 20 to 70% of cancer patients (Arends et al.,
2017). This symptom of cachexia, which is characterized by involuntary weight loss (Arends et
al., 2017), has numerous consequences on the quality of life and survival of patients and
increases toxicity related to treatment (Martin et al., 2015; Prado et al., 2011). It is estimated
that 10 to 20 % of patients dying with cancer are due to this phenomenon (Arends et al., 2017).
Cachexia is often accompanied by decreased food intake and anorexia, and alterations in
energy metabolism, and cannot be corrected by simple nutritional intake (Fearon et al., 2011).
Indeed, this resistance underlines much more specific alterations in metabolism, in particular
energy metabolism. This, a few isolated studies have been able to characterize through a
translational approach how these changes may alter the energy balance at the whole body
level (Pin et al., 2015; Dodson et al., 2011; de Vos-Geelen et al., 2014; Pin et al., 2019; Dumas
etal, 2011).

Moreover, the number of studies investigating the implication of chemotherapy in this
phenomenon has not been as numerous (Coletti, 2018). It has been shown that many
chemotherapeutic agents can contribute to the development of cachexia, exploring the
mechanisms by which these therapeutic agents can aggravate/accelerate this phenomenon,
(Le Bricon et al., 1995) or leading to cachexia (Barreto et al., 2016; Barreto et al., 2016, Mahli
etal., 2018).

Using a representative in vivo model of tumor-bearing rats receiving chemotherapy, we have
investigated the energy and mitochondrial metabolism at whole body level and at the hepatic
plus muscular level. Since only hepatic disturbances were observed, we studied the direct
effect of Irinotecan (CPT-11) and 5-Fluorouracil (5-FU) on primary hepatocytes. The goal was
to identify the mechanisms by which cancer and chemotherapy may influence the
development and maintenance of cachexia and the energy disturbances associated with this

state of cachexia.

95



Materials and methods

Animals

All the procedures are referenced with the number APAFIS#11492-2017112715178992,
approved by the ethics committee affiliated to the animal facility of the university
(B3842110001) and agreed by the French Ministry of Research (9998 LBFA-U1055).

Female Fischer 344 rats (10 weeks old, 130-160 g) were housed, for the acclimatization period,
six per cage in a temperature (22 + 2°C) and on a light 12 hours light/dark cycle controlled
room; water and food (3430, SERLAB, Montataire, France) were available for ad libitum
consumption. At the end of acclimatization period of seven days (at D-16), rats were separated

in different groups.

Experiment 1
Study design

Twenty four rats were randomized in four groups (n=6/group): Control group (Ct), Cancer
group (Ca), Chemotherapy group (Ch) and Cancer + Chemotherapy group (Cc) (Figure 1). Ct is
composed by healthy rat fed at libitum. Ca group received the tumor implantation at D-7, Ch
group had two cycles of chemotherapy without tumor, and the Cancer + chemotherapy group
received the tumor implantation at D-14, and two cycles of chemotherapy two weeks later.
The moment of implantation of the tumour was different between the Ca group (D-7) and Cc
group (D-14), because without chemotherapy, the growth and volume of the tumour would

be too large and would pose a risk to Ca rats (Figure 1).

DO for each animal was considered the baseline value for body weight and tumor volume.

Tumour injection
Tumours were implanted as described (Breuillard et al., 2021). Briefly, Ward colon tumor was
injected subcutaneously on the flank of the rats. Tumor volume was measured every day, in
three dimensions with a calliper, the length (L, cm), width (W, cm) and the height (H, cm) and
calculated as described (Cao et al., 2000; Xue et al., 2007) for ethical reasons to ensure that

the tumor does not exceed the limits set for the model.
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Chemotherapy
Injections of chemotherapy were performed as described (Breuillard et al., 2021). Briefly,
chemotherapy included 2 cycles, one week apart, each consisting of one injection of
Irinotecan (7-ethyl-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino]carbonyloxy-camptothecin; CPT-11; 50
mg/kg) at DO and D7, and of 5-fluorouracil (5-FU; 50 mg/kg) at D1 and D8 (recovered from the
Centralized Cytotoxic Reconstitution Unit (URCC) of Michalon University Hospital (Grenoble,

France).

Energy Expenditure
Energy Expenditure (EE) was measured using an indirect circuit open calorimeter. Oxygen
consumption (VO;), carbon dioxide production (VCO,) and respiratory quotient (RQ) were
measured as described (Goron et al., 2017), using a gas analyser (LE 405, Panlab-Bioseb), a gas
pump and a flow meter (Panlab-Bioseb) and an acquisition program (Metabolism Software,
version 2.0.2). EE was measured according the next formula: EE = (3.815 + 1.232 x VO2/VCO2)
x VO2 x 1.44 (kcal.dayt.kg!) and RQ = VCO2/VO; (%). Animals were placed in the cages 24
hours (D8) before the end of the protocol (D9) and measurements were recorded after 6 hours

of acclimatization and for the next 18 hours.

Locomotor Activity
Locomotor activity was monitored through a video tracking system as described (Chabert et
al., 2016). Ct and Ca groups were placed under observation at D6, while Ch and Cc groups

were on the second day of the first cycle of chemotherapy (D1).

Euthanasia and sample collection
At D9 (Figure 1), rats were euthanized by decapitation in post-absorptive state (3 hours).
Plantaris and a part of the liver were weighed, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C for
additional analysis. The rest of the liver and quadriceps were weighed and used directly for
the preparation of isolated mitochondria.
Body composition was determined with the weight of fat body mass (Retroperitoneal,
Urogenital, Subcutaneous), brown tissue was weighed separately, and lean body mass was

determined (everything without the fat body mass).
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Isolation of liver and muscle mitochondria
Liver and quadriceps of both legs were directly transferred into the cold buffer containing
sucrose 250 mM, Tris base 20 mM, EGTA 1mM. Mitochondria were prepared according to

Fontaine et al. (Fontaine et al., 1998).

Mitochondrial parameters
Mitochondrial Density
Mitochondrial density in liver and plantaris were determined by measurement of citrate

synthase (CS) activity as described (Goron et al., 2017)

Oxygen consumption
Oxygen consumption was measured as described (Vial et al., 2011). Briefly, we studied the
respiration linked to complex 1 (in presence of Glutamate/malate (GM)) or complex 2
(Succinate(Succ)) (Concentration and quantity of substrates and inhibitors are summarized in

table 1).

Mitochondrial oxygen-free radical production
Reactive Oxygen Species (ROS) production was estimated as described (Vial et al., 2011). G/M
and Succ were used as substrate (Concentration and quantity of substrates and inhibitors are

summarized in table 2).

Mitochondrial Energy Wasting
Mitochondrial respiration was associated to fluorescence measurement of mitochondrial
membrane potential changes in non-phosphorylating condition at 37°C. The conditions for
experimentation were 0.25 mg protein.mL* for liver mitochondria and 0.20 mg protein.mL
for quadriceps mitochondria; same respiration buffer of respiration; Succ (5mM); Rotenone (1
uM); Oligomycin (1 pg/mL); fat free acid (0.15%); nigericin (5nM); rhodamine (50nM).
Procedure was measured according to membrane potential as described in Nicholls et al.,

(2004).
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Phosphorylating oxidation efficiency (ATP/O)
The efficiency with which oxide-reduction energy is converted into chemical energy in the
form of ATP had been measured with an oxygraph “Hansatech Instrument” (Hansatech
Instrument Ltd, Norfolk, United Kingdom). 0.25 mg protein.mL™ for liver mitochondria, 0.1 mg
protein.mL? for quadriceps mitochondria. After 1 minute agitation, 4 samples of 200 pL were
taken. Each sample was repeated in 167 pL of PCA (Pyrrolidone carboxylic acid). 30 minutes
in ice and then a 5-minute centrifugation at 13000 rpm. 300 uL of supernatant collected in
100 pL of KOMO (a combination of MOPS (3-morpholino-1-propanesulfonic acid) and KOH
(potassium hydroxide)). Samples were frozen at -20°C prior to HPLC analysis for determination

of adenine nucleotides as described (Argaud et al., 1993).

R-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase activity (8-HAD activity)

Measurement of R-HAD activity on liver and plantaris was adapted from (Lowry et al., 1978).

Western Blot analysis
Frozen Liver and plantaris were prepared for western blotting analysis as described(Goron et
al., 2017). Antibodies for very-long-chain acyl-CoA dehydrogenase (VLCAD) (1:1000) were

purchased from Abcam (Paris, France).

Experiment 2

Study design
in experiment 1, we observed that the modifications observed in our model were due to the
chemotherapy, in an ethical concern we kept only the control group and the group receiving
the chemotherapy. 12 Female Fischer 344 rats (10 weeks old, 130-160 g) were separated in 2
groups (n=6/group), a Ct group and a Ch group in the same condition than for experiment 1

(Figure 1).

Chemotherapy

Chemotherapy was injected as the same condition than previously described (experiment 1).
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Isolation of liver mitochondria
In the first experiment, the changes observed on the mitochondrial level were on the liver, so
we proceeded to isolate only the hepatic mitochondria for the second experiment. Isolation

of liver mitochondria followed the same procedure as described in experiment 1.

Mitochondrial parameters
Oxygen consumption
Oxygen consumption was measured as described in experiment 1. Here we studied the
respiration linked to complex 1 and complex 2 at the same time, linked to long chain fatty acid
(Palmitoyl-Carnitine, (PC)) and linked to short chain fatty acid ((Octanoyl-Carnitine))

(Concentration and quantity of substrates and inhibitors are summarized in table 1).

Mitochondrial oxygen-free radical production
Reactive Oxygen Species (ROS) production was estimated as described above in experiment
1. Palmitoyl-Carnitine and Octanoyl-Carnitine were used as substrate (Concentration and

quantity of substrates and inhibitors are summarized in table 2).

Adipose tissue explants culture
Retroperitoneal white adipose tissue (WAT) were collected for in vitro experimentations as
described (Joffin et al., 2014). Briefly, at euthanasia, WAT was weighed and cut in fragments
in a full KREBS medium (NaCl 6.3g/L, KCI 0,32g/L, CaCl, 0.14g/L, KH,PO4 0.15g/L, MgS04
0.25g/L, NaHCOs 2g/L, Glucose 5mM (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France)),
penicillin (100 U/ml; PAN-Biotech), streptomycin (0.1 mg/ml; PAN-Biotech) and 1% of fetal
calf serum (Sigma-Aldrich)). Tissues were in a 21% O, / 5% CO. chamber and incubated at
37°C. After 24h of equilibration, medium was renewed for 24h incubation. At the end of the

incubation period, WAT and medium culture were conserved at -80°C for further analysis.
Fatty acids release

Fatty acids release of rat retroperitoneal WAT was measured with a free fatty acid kit (Sigma-

Aldrich Chimie S.a.r.l, Saint-Quentin-Fallavier, France). Result were expressed as mean + SEM.
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Experiment 3
Hepatocytes isolation

Liver hepatocytes were isolated from 4 overnight-starved Female Fischer 344 rats by
enzymatic digestion with collagenase according to the method of Berry et al.(Berry et al.,
1969) modified by Groen (Groen et al., 1982). After 4 hours of incubation, hepatocytes were
incubated over-night in different conditions. The first was the control group (HeCtrl), without
chemotherapy. The second was incubated with 5-FU (final concentration: 20 uM) (He5-FU),
the third was incubated with CPT-11 (final concentration: 20 uM) (HeCPT-11), and the last one
was incubated with the both chemotherapy 5-FU + CPT-11 (He5-FU+CPT-11) at same
concentrations. Chemotherapies were used at non-toxic doses based on literature (Mahli et
al. 2018). We determined by dose effects that our conditions were not toxic (data not shown)

determined.

Determination of ATP, ADP, AMP content
Hepatocytes were lysed in PCA-EDTA on ice. After addition of KOMO, the sample was
centrifuged at 12,000 rpm for 5 minutes at 4°C. The supernatant was stored at -80°C until

analysis by HPLC, as described (Argaud et al., 1993).

Adipose Tissue explants culture
Retroperitoneal WAT were collected for in vitro experimentations as described (Joffin et al.,
2014). WAT were incubated in four conditions. One with standard culture medium, one with

5-FU (20 uM), one with CPT-11 (20 uM), and one with 5-FU combined to CPT-11 (20 uM).

Fatty acids release
Fatty acids release of rat retroperitoneal WAT was measured as described in experiment 2.

Results are expressed as Med [Min;Max].

Mitochondrial potential and mitochondrial mass analysis by flow cytometry
After trypsination, cell suspensions from the same well were shared and incubated either in
the presence of 200nM of Mitotracker Green™ (Life Technologies, ThermoFisher Scientific,

Waltham, Massachusetts, United States) or 200nM TMRM (Tetramethylrhodamine, methyl
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ester, Life Technologies, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, United States) for
15 min in a 5% CO,; humidified atmosphere at 37°C and protected from light. Cells were then
immediately analyzed by FACS (BD LSR FORTESSA, Becton Dickinson, Le Pont-de-Claix, France).
Laser excitation was 488nm and 532nm for Mitotracker Green"™ and TMRM, respectively.
Fluorescence emission was collected with a 530/30 nm band-pass filter for Mitotracker
Green™ and 585/15 nm band-pass filter for TMRM. In order to collapse mitochondrial
membrane potential, TMRM labelled cells were incubated with 250uM of CCCP (Carbonyl
cyanide m-chlorophenyl hydrazone, Sigma-aldrich, France) in parallel for 15min, then
immediately analyzed. Mitochondrial membrane potential was obtained by the difference of
TMRM fluorescence before and after addition of CCCP, and can be normalized by the
mitochondrial mass obtained by Mitotracker Green™ fluorescence. Triplicates were carried

out for each of 3 experiments.

Mitochondrial network analysis by confocal microscopy

Cells were incubated in the presence of 200nM of TMRM (Tetramethylrhodamine, methyl
ester, Life Technologies, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, United States) for
15 min in a 5% CO2 humidified atmosphere at 37°C and protected from light. Acquisition of
the images were carried out with a Leica TCS CSU SP8 confocal microscope (LEICA
Microsystems Heidelberg, Germany) equipped with a with a HC PL APO CS2 63x/1.40 oil
objective and driven by LasX software. Laser excitation was 552nm and fluorescence emission
was precisely collected between 560 to 600nm. The images were acquired through the entire
cells by the mean of z-stacks with a z-step of 1 um, confocal pinhole (Airy units) of 1 for all
channels, with at least 3 randomly chosen fields per condition from 4 independent
experiments.

Images analysis and quantification were performed by Imagel software (open source image
processing program from NIH, USA) for tophat filtering (Koopman W1 et al., Am J Physiol Cell
Physiol. 2005) followed by extraction of shape measurements by Icy software (open source
image processing program from Biolmage Analysis Lab at Pasteur Institute, France). In this
approach, each object with an intensity different from zero is considered and the software
can provide results for elongation (ratio of largest radius by middle radius), sphericity (values
at 100% mean complete spheric objects), volume of the objects in um3 and surface of the

objects in um?.
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Mitochondrial ROS (superoxide) production analysis by confocal microscopy

Cells were incubated in the presence of 1uM of MitoSox (Life Technologies, ThermoFisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, United States) for 15 min in a 5% CO, humidified
atmosphere at 37°C and protected from light. Nuclei were stained with 2.5uM Syto13 for 15
min.

Acquisition of the images were carried out with a Leica TCS CSU SP8 confocal microscope
(LEICA Microsystems Heidelberg, Germany) equipped with a with a HC PL APO CS2 63x/1.40
oil objective and driven by LasX software. Laser excitation was 488nm and 552nm for Syto13
and Mitosox respectively. Fluorescence emission was precisely collected between 500 to
545nm for Syto13 and 590 to 660nm. Confocal pinhole was 1 (Arbitrary units) for all channels,

with at least 5 randomly chosen fields per condition from 4 independent experiments.

Protein synthesis
Protein synthesis was detected after puromycin stimulation of cultured cells for 30 minutes

followed by immunostaining as described below.

Immunofluorescence
Fixed and permeabilized cells were blocked with 3% BSA-0.1% Tween20 (blocking buffer)
before incubation with primary antibodies (anti-mouse VDAC1 diluted 1:5000 ; anti-rabbit
IP3R2 1:5000, abcam and mouse monoclonal anti-puromycin antibody clone12D10 1:500,
Merck) freshly diluted in blocking buffer and incubation for 1,5 h at 37°C. Washed twice with
PBS, secondary antibodies (anti-mouse IgG-Cy5 (Jackson, 1:200), anti-rabbit IGG Dylight 488
(Jackson, rabbit, 1:200) were added for 1h, protected from light, and coverslips with antifading

mounting medium (Vectashield, Eurobio) were added overnight before image acquisition.

Protein interaction analysis by Proximation Ligation assay
In situ PLA was performed using a Duolink kit (Sigma-Aldrich, France)
Cells grown on chamber microscopy slides were fixed with 3.2% paraformaldehyde,
permeabilized with 0.2% Triton X-100 in PBS, blocked with a Duolink blocking agent and
incubated with primary antibodies (anti-mouse VDAC1 diluted 1:5000 and anti-rabbit IP3R2
1:5000; abcam).

103



Hybridization, ligation, amplification, and detection using Duolink Detection Reagents Red
(excitation 594 nm, emission 624 nm) were realized according to the manufacturer’s protocol:
PLA probes (secondary antibodies tagged with DNA oligonucleotides) were incubated in
preheated humidity chamber for 1 h at 37 °C. Ligation was performed with a ligase containing
solution for 30 min at 37 °C. Finally, amplification step was performed with a polymerase-
containing solution for 1 h 40 min at 37°C. Nuclei were stained with 2.5uM Syto13 for 15 min.
Acquisition of the images were carried out with a Leica TCS CSU SP8 confocal microscope
(LEICA Microsystems Heidelberg, Germany) equipped with a with a HC PL APO CS2 40x/1.30
oil objective and driven by LasX software. Laser excitation was 488nm and 552nm for Syto13
and PLA probe respectively. Fluorescence emissions were precisely collected between 500 to
545nm for Sytol3 and between 600 to 650nm for PLA probe. The images were acquired
through the entire cells by the mean of z-stacks with a z-step of 1 um, Confocal pinhole (Airy

units) of 1 for all channels, with at least 3 randomly chosen fields per condition.

Statistical Analysis

Statistical analysis was done with GraphPad Software (San Diego, USA) using ANOVA followed

by multiple comparisons of means by Tukey post-test. (p< 0.05).
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Results

Experiment 1

In vivo observation.
At DO, body weights of the animals were similar into the 4 groups (Figure 2). At D1, only a
difference is observed between Ct and Cc groups (p=0.004), and from D2 to D9, body weight
of the rats of Ch and Cc groups decreased between DO and D2, increased between D2 and D7
and decreased between D7 and D9 and are statistically lower than Ct and Ca groups. The

weight of Ct and Ca groups were similar throughout the experimentation.

Energy Expenditure (EE), Energy intake (El), Energy Balance (EB) and Respiratory
Quotient (RQ).
Energy Expenditure of Ch and Cc group were lower than Ct group (p=0.008 and p=0.001)
(Figure 3A), and the Energy Intake is drastically decreased in this two groups (Figure 3B). The
Energy Balance was thus affected with the control group around zero (-0.8 + 3.3 kcal.day™)
and was not different to the Ca group (-6.5 * 2.7 kcal.day?, p=0.43 vs Ct). The EB of the Ch
group (-27.8 + 1.2 kcal.day?, p<0.0001 vs Ct) and of the Cc group collapsed (-24.0 + 2.7
kcal.day?, p<0.0001 vs Ct) (Figure 3C). In resting period (Figure 3D), like in activity period
(Figure 3E), Ch and Cc groups had a lower RQ than Ct and CA groups, and RQ from Cc group

was lower than Ch group.

Locomotor Activity.
The locomotor activity during resting period or activity period was not affected by the cancer

and/or the chemotherapy (Figure 3F and Figure 3G).

Fat body mass (figure 3H).
A significant decrease was observed between Ct and Cc groups (Ct=12.5 £+ 0.5 g vs Cc=5.4
0.6 g; p<0.0001). When we take a look on cancer and chemotherapy isolated, Ca groups has
no difference with Ct (Ca=10.8 £ 0.5 g; p=0.24 vs Ct), but Ch is lower (Ch=7.6 £ 0.6 g; p<0.0001
vs Ct).
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R-oxidation markers
Maximal 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase activity
Muscle
In muscle, maximal B-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase activity was not changed by the cancer
or the chemotherapy (Table 3).
Liver
However, at hepatic level, this activity was perturbed by the presence of chemotherapy

(chemotherapy alone and associated to cancer) (Table 3).

Protein expression of very-long chain acyl-CoA dehydrogenase
The protein expression of very-long chain acyl-CoA dehydrogenase was not affected by the

different experimental conditions either at the muscular or hepatic level (Table 3).

Citrate synthase activity
At hepatic level (Table 3) a decrease was observed of mitochondrial density between Ct groups

and Cc groups (p < 0.05). This effect was not found at muscular level.

Mitochondrial metabolism
Respiration
Muscle
In muscle isolated mitochondria, mitochondrial respiration of complex | or Il was not affected
by the cancer and/or the chemotherapy (Table 3).
Liver
At hepatic level, the respiration was decreased in complex Il at stage Ill with the cancer (Table

3).

ROS production
Muscle
The production of Ros in muscle, when glutamate was used, there was a difference between
Ch group and Cc group (Table 4) with rotenone. For succinate, no difference was observed at

muscular level.
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Liver
In liver, with the substrate glutamate, Ros production was increased after the addition of
antimycin A, with the chemotherapy alone (Table 4). In succinate condition, at basal state,
ROS production was decreased in Ca, Ch and Cc group compared to Ct group. After addition
of antimycin A, a decrease was also observed when the chemotherapy was used without

cancer (Table 4).

Mitochondrial Energy Wasting
At hepatic or muscular level, the yield of mitochondria were not affected by cancer,

chemotherapy or the combination of both (Figure 4 A and Figure 4B)

Phosphorylating oxidation efficiency (ATP/O)
The relationship between oxygen consumption and ATP synthesis was not affected by cancer,

chemotherapy or the combination of both in tissues (Figure 4C and Figure 4D).

Experiment 2

Mitochondrial metabolism
In hepatic isolated mitochondria, respiration was decreased using octanoyl-carnitine at state
3 (p<0.0001) (Table 5). On the other hand, this modification was not found when using a long
chain fatty acid (palmitoyl-carnitine) as substrate (Table 5).
For ROS production (Table 5), a decrease was observed in Ch group, when Palmitoyl-Carnitine

was used as substrate, after add when complex Ill is inhibited (Antimycin A) (p=0.01).
Free Fatty acid release

Free fatty acid release was non-affected by the use of chemotherapy (Ct =100 £ 22 % vs Ch =
111 £ 31 %, p=0.7576).
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Experiment 3

Respiration allocated to protein synthesis, ATP renewal and -oxidation
Respiration allocated to protein synthesis was decreased when hepatocytes were incubated
with the combination of 5-FU and CPT-11 in comparison with the hepatocyte control (p=0.04)
(Table 6). For the respiration allocated to ATP renewal or from the R-oxidation, there were no

effect from the chemotherapy used alone or in combination (Table 6).

Free Fatty acid release
Free fatty acid release was non-affected by the use of chemotherapies (result were in
percentage as ctrl and presented as MED [min;max] : 5-FU = 147 [110;606], CPT-11 = 197
[13;209], 5-FU+CPT-11 = 296 [248;525].

Mitochondrial Network
By analyzing the mitochondrial network (Table 7), the surface area and volume were affected
by 5-FU alone (respectively 70 £ 11% vs Ct=100 £ 10%, p = 0.04; 61 £ 12% vs Ct= 100 £ 11%,
p=0.02). In contrast, elongation and roundness were not affected by the chemotherapies. The
mitochondrial mass was not affected by the chemotherapy (Figure 5A). Chemotherapy didn’t
affect the ratio TMRM-MTG (figure 5B). The production of ROS was affected by the use of CPT-

11, alone and associated to 5-FU (Figure 5C).

Protein synthesis

Protein synthesis is not affected by the use of chemotherapy.

Proximity ligation assays (PLAs) (Figure 5E)
PLAs are increased significantly by using the combination of 5-FU and CPT-11.
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Discussion

Cancer cachexia is a multifactorial syndrome and it is essential to decipher precise
mechanism that would explain the resistance of cachexia to its management. The aim of our
study was to investigate using a translational approach whether cancer or chemotherapy were
responsible for cachexia and the energetic disturbances observed, as well as the site where
these disturbances occur, in order to precise the mechanisms at the cellular level.

The first observation is that there is an imbalance between the energy which is
delivered and that which is expended, leading to a crash in energy balance in the presence of
chemotherapy in our model (as observed in clinic, where energy expenditure is an important
factor in the development of malnutrition in cachectic patients (Tisdale, 2002). The first visible
impact on the whole body following this imbalance with chemotherapy is a loss of fat mass as
itis commonly observed in the presence of cancerous cachexia (Argilés et al., 2014) and in the
same model of cancerous rats undergoing chemotherapy (Ebadi et al., 2017). This decrease in
fat mass could come from the increase in physical activity of our rats under chemotherapy,
which is not the case in view of the results of the motricity. The decrease could therefore come
from a modification of the use of substrates by the body that we could explore thanks to the
respiratory quotient, animals receiving chemotherapy rely on enhanced lipid oxidation to
meet ATP requirements (with a RQ between 0.7 and 0.8) compared to the Ca and Ct groups
which were closer to 1, corresponding to a carbohydrate use to meet the ATP needs of the
body (Weyer et al., 2000). This increased oxidation of lipids is in accordance with the decrease
in fat body mass that we have observed, and found in the literature in humans and in pre-
clinical models ( Del Rio et al., 2002; Hirsch et al., 2017; Ooi et al., 2021).

Our result could be explained as follow : first possibility: an increase in the flow of fatty
acids. Since fatty acids come essentially from adipose tissue, we have shown that their efflux
is not modified either in vitro or in vivo. Second possibility: an increase in the primary organs
(the muscle and the liver) in oxidation of fatty acids for energy purposes. Measurement of -
oxidation indicates that only liver would be involved. Hence, in vivo analysis clearly indicated
that mitochondrial function was preserved in muscle from treated animals whereas hepatic
mitochondria was affected with modification of mitochondrial density and oxygen
consumption. These results are not in accordance from the majority of the studies presented
in the literature, where it has been shown that at the level of skeletal muscle there are

disturbances of mitochondrial metabolism. It should be noted that between these studies, the

109



results showing a mitochondrial disturbance in muscle are not all identical. Hence, Julienne et
al. (2012) showed that the complex IV activity was decreased with no alteration of ATP
synthesis or uncoupling observed, while Tzika et al. (2013) and Constantinou et al. (2011)
observed a decrease in ATP synthesis and an uncoupling phenomenon. All these variations in
the results of the mitochondrial metabolism can come from several parameters, the models
used, the duration of experiments, as well as the methods employed to measure the
mitochondrial parameters. But several papers are in line with our results, in particular Dumas
et al. (2003), who showed the decrease of mitochondrial density in a model of cachexia only
cancerous (Dumas et al., 2003), suggesting that cachexia whether it is of cancerous origin, or
chemotherapeutic, would well impact this mitochondrial density.

Moreover using in vitro studies on hepatocytes, we confirmed the direct ability of CPT-
11 and 5-FU to affect energy metabolism. Hence, these two molecules directly impact energy
homeostasis as illustrated by the decrease of ATP:ADP ratio. We could show an effect on ROS
production, mitochondrial network morphology and mitochondrial respiration as observed in
literature in vivo (Ebadi et al., 2017) and in vitro (Mahli et al., 2018). But can such changes
explain the increase in fatty acid oxidation in the liver? One hypothesis is that the action of
chemotherapies is linked to an increase the mitochondria-associated endoplasmic reticulum
membranes (MAMs). MAMs are the communication between mitochondria and endoplasmic
reticulum. It is known that the interactions between the endoplasmic reticulum and the
mitochondria have an important role in the adaptation of hepatic metabolism (Csordas et al.,
2006) and in the morphology of mitochondria (Doghman-Bouguerra et al., 2019).

In the literature, several studies have shown different results. In obese patients, these
interactions are altered. Some studies have shown that interactions are decreased (with a
decrease in the flow of calcium to the mitochondria) (See review, Morio et al., 2021), while in
other studies these interactions are increased (with an increase in the flow of calcium to the
mitochondria) (Hotamisligil et al., 2015). Indeed, in healthy fed states (with a sufficient
amount of glucose) the interactions are diminished which allows the oxidation of glucose
which slows down the oxidation of lipids (Theurey et al., 2016). In the fasting state, it has been
shown that these interactions increase, which would favor the lipid oxidation of fatty acids
from adipose tissue, thanks to an enhanced calcium flow towards the mitochondria which is
known to stimulate TCA and respiratory chain activity (Otto et al., 1978). Our results confirmed

our hypothesis, PLAs evidenced a two-fold increase in mitochondria-ER interactions in
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response to chemotherapy. We can therefore propose the following association:
chemotherapy (CPT-11 and 5-FU) increases the contact sites between the mitochondria and
the endoplasmic reticulum, thus increasing fatty acid oxidation (which results in a decrease in

the respiratory quotient) and a significant loss of adipose tissue.

The identification of a mechanism of action allows us to consider future therapeutic

strategies aimed at limiting this impact of chemotherapy on hepatic MAMs.
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Figure 1. Experimental design.

Orange arrows were for the injection of CPT-11 (50 mg/kg) and purple arrows were for the
injection of 5-FU (50 mg/kg). Control group (Ct, n=6) were healthy rat without cancer and
chemotherapy. Cancer group (Ca, n=6) were rats with tumour injection but without
chemotherapy. Chemotherapy group (Ch, n=6) were rats without cancer, but undergoing two
cycles of chemotherapy. The Cancer + Chemotherapy groups (Cc, n=6) were rats with cancer
and chemotherapy. Groups with ¥ were used in experiment 1, and groups with ¥ were used

in experiment 2.
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Figure 2. Relative body weight (%) compared to the first day of chemotherapy.

The first cycle of chemotherapy started at DO with Irinotecan (CPT-11; 50 mg/kg;

Ct

Ca

Ch

Cc

)and at D1

with 5-Fluorouracil (5-FU; 50 mg/kg; T°), and the second cycle of chemotherapy at D7 for CPT-

11 ("), and D8 for 5-FU (1"). Results are expressed in Mean + SEM.*= significatively different

(p<0.05; Ct vs Ch and Cc and Ca vs Ch and Cc). # = significatively different (p<0.05; Ct vs Cc)
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Figure 3. Effects of cancer, chemotherapy, and the combination of the two on Energy
Expenditure expressed in kcal.day?) (A); on Energy Intake expressed in kcal.day? (B), on
Energetic Balance (C), on Respiratory Quotient in rest period (D), in activity period (E)
expressed in %, on video tracked distance during rest period (F) and during activity period (G)
expressed in cm.hours™ and on fat body mass (H) expressed in g. Results are expressed as
means + SEM (n=6/group). Values with different superscript letters are statistically different

(p<0.05; One-way Anova)
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Figure 4. Oxygen consumption plotted against proton-motive force () and Phosphorylating

oxidation efficiency (ATP/0O).

Oxygen consumption plotted against proton motive force in muscle (quadriceps) (n=6/group)

(A). oxygen consumption plotted against proton motive force in liver (n=6/group) (B).

Relationship between the ATP synthesis rate and the oxygen consumption rate in muscle

(quadriceps) and Liver (C). Measurement were conducted with Glutamate/Malate as

substrate (n=6/group). Relationship between the ATP synthesis rate and the oxygen

consumption rate in muscle (quadriceps) and Liver (D). Measurement were conducted with

Succinate as substrate (n=6/group). Values are expressed as mean + SEM.
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Figure 5. Effect of chemotherapy on mitochondrial function, protein synthesis and Proximity
Ligation Assays (PLAs) at in vitro level.

Mitochondrial mass was assessed by flow cytometry after Mitotracker Green (MTG) (A).
Mitochondrial potential is revealed by TMRM labelling either by confocal microscopy (pictures
B, scale bar 10um) or expressed as the ratio of TMRM/MTG fluorescence from flow cytometry
(graph B). Data are expressed as meant SEM (n=3, in triplicate). Mitochondrial ROS was
analysed by confocal microscopy after mitosox labelling and image analysis. Data are
expressed as meanz SEM of the ratio SUM/AREA of fluorescence signals of mitosox from at
least 5 randomly chosen fields per condition (n=4) (C).

Protein synthesis was detected after puromycin stimulation of cultured cells for 30 minutes
and immunofluorescence. Data are expressed as meant SEM of the ratio SUM/AREA of
fluorescence signals from at least 5 randomly chosen fields per condition (n=4) (D).
Interaction of mitochondria and endoplasmic reticulum (MAM complexes) was evaluated by
proximation ligation assay (PLA) between VDAC1 and IPR2 proteins. Data are expressed as
meant SEM of the PLA spots/cell numbers from at least 5 randomly chosen fields per

condition (n=3) (E).
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Table 1. Concentrations of substrates and inhibitors used on isolated mitochondria for the

measurement of respiration.

Experiment 1 Substrates/Inhibitors

Final Concentration

Stock Solution

Glutamate/Malate 5 mM/2.5mM 0.5M/0.25M
Succinate/Roteone 5mM/1uM 1M/1mM
ADP 0.5mM 100 mM
Oligomycin 1 pg/mL 1 mg/mL
Experiment 2 Octanoyl-Carnitine/Malate 150 uM/2.5 mM 50mM/0.25M
Palmitoyl-Carnitine/Malate 60 uM/2.5 mM 20mM/0.25M
ADP 0.5mM 100 mM
Oligomycin 1 pg/mL 1mg/mL
Experiment 3 Etomoxir 40 uM 20mM
Cycloheximid 40 uM 20mM
Oligomycin 1 pg/mL 1mg/mL
Antimycin A 2uM 2mM

Table 2. Concentrations of substrates and inhibitors used on isolated mitochondria for the

measurement of H.O, production.

Experiment 1 Substrates/Inhibitors Final Stock Solution
Concentration
Glutamate/Malate 5 mM/2.5mM 0.5M/0.25M
Succinate 10mM 1M
Rotenone 3 uM 1ImM
Amplex Red 1uM 1mM
HRP 6 U/mL 6000 U/mL
Antimycin A 2 uM 2mM
Experiment 2 Octanoyl-Carnitine/Malate | 150 uM/2.5 mM 50mM/0.25M
Palmitoyl- 60 uM/2.5 mM 20mM/0.25M
Carnitine/Malate
Rotenone 3 uM 1ImM
Amplex Red 1uM 1mM
HRP 6 U/mL 6000 U/mL
Antimycin A 2 uM 2mM
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Table 3. Liver and muscle mitochondrial and energy metabolisms data in control group vs cancer, chemotherapy and cancer + chemotherapy

roup.

Significant differences are grey-backgrounded. Values with different superscript letters are statistically different (p<0.05; One-way Anova)

Muscle mitochondrial density
. . _— . 4 31+5° 32+4° 28+5° 28 +4°
Citrate Synthase Activity (umol.min™.g of tissue™)
Muscle isolated mitochondria Respiration
(nmol O2.min"t.mg prot™?)
L State llI 573 +38°? 608 + 44° 540 +31° 585+ 34°2
Complex | Respiration
State IV 35+3° 33+3° 41+4° 38+7°
Comblex Il Respiration State Il 378 +28° 434 +17° 404 +17° 386+ 36°
P P State IV 97 +11° 95 +17° 79159 80 + 137
Muscular RB-HAD activity (umol.mint.mg of protein™) 11+1° 10+0.42 12+1° 10+1°
Muscular VLCAD Expression (Arbitrary Unit) 0.09+0.01° 0.09+0.02° 0.12+0.04° 0.09+0.01°
Liver mitochondrial density
Citrate Synthase Activity 21+1° 17 +22b 18 +12b 16+2°b
(umol.mint.g of tissue™)
Liver isolated mitochondria respiration (nmol O2.min*.mg prot™?)
Comblex | Respiration State Il 101+20° 82 +15° 100+ 27° 85+20°
P P State IV 11+1° 11422 11+3° 15432
N State Il 159+ 332 93 +32°¢ 129 + 38°°¢ 101 +£30°°¢
Complex Il Respiration
State IV 19+4°2 142 +5°2 13+ 4° 13+6°
Hepatic R-HAD activity (umol.mint.mg of protein™) 21+13¢ 18+ 2?2 33+2°5¢ 28+ 3¢

Hepatic VLCAD Expression (Arbitrary Unit)

0.054+0.008°

0.051+0.004°

0.053+0.014°

0.062+0.022°
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Table 4. Mitochondria complexes H,0- production at muscular and hepatic level

Significant differences are grey-backgrounded. Result with * are significantly different

from Ct (p<0.05)

Muscular Mitonchondria complexes
H20: Production (pmol.min"l.mg prot?)
Basal State

Glutamate Rotenone

Antimycin A
Basal State
Rotenone

Antimycin A

Succinate

Hepatic Mitonchondria complexes
H20: Production (pmol.min"l.mg prot?)
Basal State
Rotenone
Antimycin A
Basal State

Glutamate

Rotenone
Antimycin A

Succinate

Ct

189+ 11

3570+ 22

536 +40

4101 + 272

493 + 29
1402 £ 70

160+ 11
246+ 19
3387+ 26

522°+ 61

176 £ 12
324%b+ 28

Ca

1127
319*°+ 39

529 + 22
3888 + 185
443 +18
1550 £ 66

126 £10
203+19
344°%+ 44

385°+ 49

147 +£13
273*+28

135+23
3907+ 39
536+22.1
3910 + 257

463 + 30
1457 £ 76

117 +11
194 £ 20
272°+ 16

348+ 24

134 +5
214°+ 10.

Cc

92+10
279+ 24
502 + 28
3795+ 112
441 £ 12
159573

125+6
2199
312*°+ 14

363°+ 14

154+8
247%°+ 25
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Table 5. Respiration and Mitochondria complexes H.0. production at hepatic level
Significant differences are grey-backgrounded. Result with * are significantly different

from Ct (p<0.05; t-test)

Respiration Ct _
(Nmol O2.mint.mg prot)
Octanoyl-C State 3 66 3 544+2*
State 4 43+0.6 45+0.6
Palmitoyl-C State 3 68 + 4 65+ 7
State 4 6.7+0.4 3.5+0.7
H20; production
(pmol.mint.mg prot?)

Basal State 391+50 349 + 33
Octanoyl-C Rotenone 438 + 82 383 +27
Antimycine A 960 t 126 731 £ 42*
Basal State 470 £ 69 373t41
Palmitoyl-C Rotenone 63243 548 + 36
Antimycine A 1358 + 87 1171+99
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Table 6. Energy allocation in percentage to proteins synthesis, ATP renewal and from B-
oxidation.

Results are presented as means + SEM (n=4/group in duplicate).Significant differences are
grey-backgrounded. Values with different superscript letters are statistically different (p<0.05;

One-way Anova)

He5-FU +
0 -
% of respiration HeCt CPT-11

Allocated to proteins

31+7%% 22+3%% 17+4°% 13+3%%

synthesis
Allocated to ATP renewal 81+3% 79+4 % 86 +3 % 85+3%
From R-oxidation 23+7 % 28+5% 26t6% 26+4%
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Table 7. Amounts of AMP, ADP, ATP and ATP/AMP and ATP/ADP Ratio.
Results are presented as means + SEM (n=4/group, in triplicate). Significant differences are
grey-backgrounded. Values with different superscript letters are statistically different (p<0.05;

One-way Anova)

Amount (uM) HeCt He5-FU + CPT-11

AMP 1.240.1 1.61+0.2 1.310.1 1.9+0.2
ADP 6.410.4 6.610.2 6.810.5 8.4+0.8
ATP 21.3t1.4° 20.3+0.6 2P 18.4+0.9° 20.7+0.92P
Total 29+2 28+1 27+1 31+1
Ratio
ATP/AMP 18.9+2.3° 14.1+1.2° 14.4+0.9° 12.3+1.5°
ATP/ADP 3.4+0.1° 3.1+0.1° 2.8+0.2° 2.7+0.3°
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Table 8. Mitochondrial network structure.

Results are presented as means + SEM of % as report to HeCt (n=4/group, measure are in

triplicate). Significant differences are grey-backgrounded. Values with different superscript

letters are statistically different (p<0.05; One-way Anova).

HeCt

HeS-FU HeCPT-11
Surface Area 100 £ 10° 70+ 11° 90 + 20° 84 +19°
Volume 100+ 11° 61+12° 90 + 22° 78+18°
Elongation factor 100+ 4 123 +13 113 +13 127 £ 32
Roundness 100+4 114 +9 99+7 102 +5
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Etude numéro 3

Effets de I'apport protéique et de la nutrition entérale sur la croissance tumorale et I'état
nutritionnel de rats cancéreux soumis a un traitement de chimiothérapies.

Martin BOUTIERE, Benoit BOMAL, Cécile COTTET-ROUSSELLE, Hervé DUBOUCHAUD, Karine
COUTURIER, Charlotte BREUILLARD et Christophe MOINARD.

Introduction

Au cours d’un cancer et d’un traitement chimio-thérapeutique, les patients sont sujets a un
phénoméne de cachexie, entrainant une diminution de la tolérance aux traitements et un
mauvais pronostic. Les nutritions artificielles utilisées dans les conditions cliniques peuvent
étre un moyen de contrer |'anorexie induite par la chimiothérapie comme nous I'avons
observée dans le modéle cancer et chimiothérapie nourrit de maniéere orale. Cependant, une
question demeure : la composition du régime alimentaire, et plus particulierement I'apport
en protéines, peut-elle affecter I'état nutritionnel du patient et I'évolution de la taille de la

tumeur ?

But de I’étude

Evaluer I'intérét de nutritions entérales (normo-protéique/normo énergétique vs hyper-
protéique/hyper-énergétique) dans un modele de rat combinant une tumeur et de la

chimiothérapie afin d’étudier les effets sur la croissance tumorale et le statut nutritionnel.

Méthodes

Trente-deux rats ont été randomisés en quatre groupes. Un groupe contrdle sain nourri ad
libitum, un groupe avec cancer + chimiothérapie nourri oralement ad libitum, un groupe avec
cancer + chimiothérapie nourri artificiellement avec un régime entérale normo-protéique et
normo-calorique, et un groupe cancer + chimiothérapie nourri artificiellement avec un régime
entérale hyper-protéique et hyper-calorique. La chimiothérapie comprenait 2 cycles a une
semaine d'intervalle, consistant en une injection d'irinotecan (50 mg/kg) et de 5-fluorouracil

(50 mg/kg) le jour suivant. Le poids corporel, la prise alimentaire et le volume de la tumeur
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ont été mesurés quotidiennement. Apreés |'euthanasie, les organes ont été pesés et l'iléon, le
jéjunum, le tibialis, le foie et la tumeur ont été examinés plus en détail pour mesurer la teneur

en protéines et la synthese des protéines.

Résultats

L’anorexie observée au moment des deux cycles de chimiothérapies chez les rats sous
nutrition orale a été prévenue par l'utilisation de la nutrition artificielle (les animaux cancer +
chimiothérapie sous nutrition orale ont eu une baisse de -6,0 £ 0,6% de leurs poids au cours
de I'expérimentation, contre 0,1 £ 0,7% et -0,5 + 1,8% respectivement pour les groupes sous
nutrition entérale normo-protéiques et hyper-protéiques). En revanche, I'apport de la
nutrition entérale normo-protéique n’empéche pas la fonte de la masse grasse. La croissance
tumorale n’est pas impactée par l'utilisation de la nutrition entérale comparée a I'effet de la

nutrition orale.

Conclusion

Cette étude préliminaire est, a notre connaissance, I'une des premieres étudiant I'effet de la
nutrition entérale dans un modele préclinique associant le cancer et la chimiothérapie. Les
premieres observations montrent que la nutrition artificielle prévient la cachexie au cours des
cycles de chimiothérapies, et n’a pas d’effet sur I'’évolution de la croissance tumorale. Des
études complémentaires sont nécessaires pour établir des données solides sur I'utilisation de
la nutrition entérale dans ce modele ainsi que les effets sur le métabolisme nutritionnel et

protéique.
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Abstract

Background: During cancer chemotherapy, patients are prone to undernutrition
leading to a decreased tolerance to treatment and a poor prognosis. Artificial nutrition used
in clinical conditions may be a way to counteract chemotherapy-induced anorexia. Moreover,
increased protein intake and energy could improve the nutritional status of the patient but
affect tumour growth. In this study we investigated the effect of different enteral nutrition on
tumour growth and nutritional status of tumour-bearing rats undergoing chemotherapy.

Methods: Female Fischer 344 rats (n=32) were divided into 4 groups (n=8 per group):
a control group fed ad libitum (CTRL), and 3 cancer (Ward colon tumour) + chemotherapy
groups: a CC group orally fed ad libitum, a EN-NEP group artificially fed with a normo-
protein/normo-energy enteral diet (flow of 145 mL/kg BW/day; 14.5 g protein/kg BW/day;
290 kcal/kg BW/day), and a EN-HEP group artificially fed with a hyper-protein/hyper-energy
enteral diet (flow of 181 mL/kg BW/day; 17.9 g protein/kg BW/day; 362 kcal/kg BW/day).
Chemotherapy included 2 cycles one week apart, each consisting of an injection of irinotecan
(50 mg/kg) and 5-fluorouracil (50 mg/kg) the day after. Body weight, food intake and tumour
volume were daily measured. After euthanasia (day 9), organs were weighed, body
composition was determined, and tibialis, liver, intestine (jejunum and ileum) mucosa, and
tumour were further examined for protein content and protein synthesis measurements.

Results: Cancer and chemotherapy led to a decrease in body weight which was
thwarted by enteral nutrition. However, normo-protein/normo-energy artificial nutrition was
not effective at preventing the depletion of fat tissue related to cancer and chemotherapy and
was even associated with a lower muscle mass than in orally fed tumour-bearing rats. This
mitigate result illustrate the classical resistance to renutrition of these patient. It could be
related to 1) intestinal malabsorption or 2) inadequacy between nutrition intake and
nutritional requirements.

Conclusions: It was the first study investigating enteral nutrition on a rat model with
cancer and chemotherapy. Enteral nutrition is safe in our model, well tolerated and does not

promote tumor growth.
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Abbreviations

5-FU: 5-fluorouracil

BCA: BiCinchoninic acid Assay

CC: cancer + chemotherapy rats fed ad libitum

CPT-11: irinotecan

CTRL: ad libidum control without cancer + chemotherapy.

ddH20: Ultra-pure and sterile water

DTT: Dithiothreitol

EDL: Extensor Digitorum Longus

EDTA: Ethylenediaminetetra-acetic acid

EN-HEP: cancer + chemotherapy rats under enteral nutrition with high-protein/high-energy
EN-NEP: cancer + chemotherapy rats under enteral nutrition with normo-protein/normo-
energy

ESPEN: European Society for Clinical Nutrition and Metabolism

NaOH: Sodium Hydroxide

SDS: sodium dodecyl sulfate

SEM: Standard Error of the Mean

SUNSET: SUrface SEnsing of Translation
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Introduction

Many factors such as undernutrition can reduce the survival of the patient with cancer.
Undernutrition is due to the combined effect of cancer and chemotherapy which are both
associated with inflammation and a resultant weight loss, especially muscle mass. In turn, this
syndrome leads to a decreased tolerance to chemotherapy and a diminished survival rate
(Prado et al., 2011; Martin et al., 2015). 50 to 80% of cancer patients are affected by cachexia
(Ryan et al., 2016), and it is estimated that 10 to 20% of deaths in these patients can be
attributed to this phenomenon rather than to the malignancy itself (Arends et al., 2017a).
Thus, it is mandatory to prevent wasting in cancer patients.

Cancer nutrition is complex because nutrients both feed healthy cells and tumour cells.
The latter have greater needs for nutrients, notably, their uptake of essential amino acids
(Norton et al., 1980; Hagmidiller et al., 1995) exceeds those of the heathy cells. Consequently,
with a normal diet, there is a high risk of inadequacy between nutrients availability and patient
requirements for its metabolism, notably for muscle protein synthesis. Thus, the current
clinical practice to compensate for the risk of undernutrition is to provide the patients with a
high protein diet (Arends et al., 2017a). However, little is known about the possible relation
between a high protein diet and an increased tumour growth.

In a previous study, the effect of a range of protein load on muscle wasting and tumour
growth of orally fed tumor-bearing rats undergoing chemotherapy was investigated (Boutiere
et al., submitted). Results did not enable the establishments of any influence of protein
intakes on these parameters. However, the rats suffered from a severe anorexia (due to
chemotherapy) which did not enable to fit the nutritional goal in terms of proteins intakes,
especially for the high protein diet groups. Second, the caloric:nitrogen ratios for the high
protein groups were too low for an optimal nitrogen uptake (Arends et al., 2017b). This is why,
in this study, we decided to switch from oral to enteral nutrition with a continuous flow to
better control the intakes. This mode of nutrition is closer to clinical practices as it is
recommended by the guidelines from European Society for Clinical Nutrition and Metabolism
(ESPEN)(Arends et al., 2017b) and will prevent the anorexia which was observed previously. It
allows us to find out whether higher energy and protein intakes affect the nutritional status
and tumour growth of tumor-bearing rats undergoing chemotherapy and validate artificial

nutrition for clinical practices.
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Materials and Methods

Animals

All the procedures were registered as compliant with European Directives on animal care and
use for research purposes (APAFIS#11492-2017112715178992), approved by the institutional
animal care and use committee affiliated to the animal facility of the Grenoble Alpes
University (B3842110001), and endorsed by the French Ministry of Research (9998 LBFA-
U1055). Thirty-two female Fischer 344 rats (10— 12 weeks old, 130-160 g, Charles Rivers, Lyon,
France) housed for the 5-day acclimatization period at six per cage in a temperature-
controlled facility (22 + 2°C) on a 12h light/dark cycle. The rats received a nutritionally
complete diet (54% carbohydrates, 4.5% lipids, 18.5% proteins; 3430, Kliba Nafag,
Switzerland) (Table 1) and were gradually shifted into reverse cycles 12h/12h in two
days.Water and food were available ad libitum (Xue et al, 2009; Breuillard et al., 2021;

Boutiere et al., submitted).

Experimental design

Groups and treatments
Rats were randomized into four groups (n=8 per group). The control (CTRL) group was healthy
and fed ad libitum. The cancer + chemotherapy (CC) group had cancer + chemotherapy and
was also orally fed ad libitum. The normo-protein and normo-energy enteral nutrition (EN-
NEP) group had cancer + chemotherapy and was enterally fed with normo-protein / normo-
energy nutrition through enteral nutrition (flow of 145 mL/kg BW/day; 14.5 g protein/kg
BW/day; 290 kcal/kg BW/day). The high protein and high energy enteral nutrition (EN-HEP)
group had cancer + chemotherapy and was artificially fed with hyper-protein / hyper-energy
nutrition through enteral nutrition (flow of 181 mL/kg BW/day; 17.9 g protein/kg BW/day;
362 kcal/kg BW/day) (Figure 1).

Tumour
After acclimatization, animals from the CC, NE-NEP and NE-HEP groups were subcutaneously
injected with pieces of non-necrotic Ward colon tumour (0.1 g) on the flank to be able to
follow tumour growth (Figure 1). The Ward colorectal carcinoma was provided by Dr V.E.

Baracos, Cross Cancer Institute, University of Alberta (Xue H et al.,, 2009). Tumors were
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measured in three dimensions with a calliper: the length (L), width (W), and height (H) (Xue et
al, 2009; Breuillard et al., 2021; Boutiére et al., submitted). Then, tumour size was calculated
according to the following equation: tumour volume (cm3) = 0.5 x L (cm) x W (cm) x H (cm).
Tumour volume was recorded every other day prior to initiation of chemotherapy, and daily

after the 1st dose of chemotherapy was administered.

Surgical procedure for enteral nutrition

Eight days after tumour injection, rats from the EN-NEP and EN-HEP groups underwent a
surgical procedure to be fed with a continuous flow of enteral nutrition (Figure 1). They were
then anesthetized with isoflurane (3.2% of isoflurane for anesthesia and 1.6% during surgery;
Minerve, Esternay, France), and gastrostomy was performed as previously described
(Osowska et al., 2004). Rats received a single intraperitoneal injection of an anti-inflammatory
drug (Carprofen, Rimadyl®, Pfizer) few minutes before the end of surgery. They were then
given ad libitum access to food and water for a 5-day recovery period. Then, the rats were
divided into 2 groups depending on the nutrition: EN-NEP and EN-HEP and were progressively
(50% at D-2 and 75% at D-1) artificially fed to reach the targeted final flow.

Diets

Rats from CTRL and CC groups received the oral diet (see above) throughout the study. Rats
from EN-NEP and EN-HEP groups received, 2 days before chemotherapy, the enteral nutrition
the “2 kcal HP” from Fresubin® (Kriens, Switzerland) (Table 1) (Figure 1). It was the same
nutrition for both enteral group, flow was changed to ensure that EN-NEP received the
required intakes for stressed rats while the EN-HEP received 125% of these intakes, which
correspond respectively to (14.5 g protein/kg BW/day; 290 kcal/kg BW/day) and (17.9 g
protein/kg BW/day; 362 kcal/kg BW/day) (Loi et al, 2005).

Food intakes were measured daily and expressed relatively to rat body weight.

Chemotherapy
At DO, 15 days after the tumour implantation and 8 days after gastrostomia, the
chemotherapy cycles started (Figure 1). One cycle of chemotherapy corresponded to an
intraperitoneal injection of CPT-11 (50mg/kg; Camptosar® 128) at DO, and the day after, an
intraperitoneal injection of 5-fluorouracil (50mg/kg; 5-FU, Accord®) (D1) (Xue et al, 2009;
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Breuillard et al., 2021; Boutiére et al., submitted). Fifteen minutes before each injection of
CPT-11, the rats received an injection of atropine (1 mg/kg body weight, subcutaneous) to
prevent and relieve early cholinergic symptoms (Breuillard et al., 2021). One week after, they

received a second cycle of chemotherapy (CPT-11 on D7 and 5-FU on D8).

From one week before starting chemotherapy cycles, body weight, food intake (to obtain
caloric and protein intake) and tumour size were daily measured.
Body weight and tumour volume at DO (just before the beginning of the chemotherapy) for

each animal were considered the baseline values.

Euthanasia and sample collection
At D9, in fasted state (3h), rats were euthanized by beheadly 30 minutes after an injection of
puromycin to measure protein synthesis.
Spleen, thymus, pancreas, heart, kidney, adrenal gland, plantaris, gastrocnemius, Extensor
Digitorum Longus (EDL), soleus, skin, carcass, head, adipose tissues (subcutaneous,
retroperitoneal, uro-genital, mesenteric and brown), colon and viscera were weighed. Liver,
tumour, tibialis and jejunal and ileal mucosa were weighed and immediately frozen in liquid
nitrogen to be stored at -80°C for analysis.
Body composition was determined as follows: fat-free mass was the summed weights of the
heart, kidney, pancreas, adrenal gland, liver, spleen, thymus, muscles, viscera, skin, head and
carcass; fat mass was the weight of urogenital, retroperitoneal, mesenteric and subcutaneous

adipose tissue.

Protein content measurement
Protein content of liver, tibialis, tumour and jejunal and ileal mucosa were determined.
Between 80 and 120 mg of the frozen organs were grounded in 10 volumes of ice-cold 10%
trichloroacetic acid with 0.64 mmol/L EDTA. After centrifugation (10min, 4000rpm, 4°C), the
pellets were delipidated with acetone and solubilized in NaOH 1N. After an overnight at 40°C,
the protein solution was diluted to 20 and total protein content was determined by using a BC
Assay (the Protein Assay Kit, FT-40840A from Interchim). The measurements were performed

on the ELX800 plate reader from Biotek.
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Protein synthesis measurements
One hundred mg of frozen organs were homogenized at 30Hz (DTT 1mM, protease inhibitor

1X, phosphatase inhibitor 1X, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM) using a ball extractor at 4°C. After
centrifugation, the supernatant was collected and the total protein content was dosed using
a BCA kit (the Protein Assay Kit, FT-40840A, Interchim). Then, the samples were standardized
to 30pug of proteins per 10ulL of solution by dilution with 3X Laemmli SDS buffer containing
30% 190 glycerol, 1 M Tris (pH 6.8), 20% (wt/vol) SDS, 0.1% (wt/vol) bromophenol blue,
ddH20, and 2mM B-mercaptoethanol and heated for 10 min at 95°C. Proteins were loaded
onto a sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (20%) and transferred on a
nitrocellulose membrane (AmershamTM Protran TM; GE Healthcare, Germany). Total
proteins were revealed with Ponceau Red (SigmaAldrich). After incubation in blocking buffer
(10 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NacCl, 0.05% Tween 20, 5% non-fat skimmed milk powder),
the membranes were incubated overnight at 4°C with the anti-puromycin antibody clone
12D10 (Millipore, Temecula, United States). The day after, the membranes were incubated
with a secondary mice antibody (1:10 000 dilution, Jackson ImmunoResearch, LABORATORIES,
Baltimore, Maryland, United States) during 1h. Immunoblots were visualized on ImageQuant
LAS4000 (GE Healthcare, Bukinghamshire, UK) using the enhanced chemiluminescence (ECL
Prime TM Western Blotting Detection Reagents, Amersham). The image processing was
conducted on the software Imagel and consisted in quantifying stripes intensity on the

membranes.

Statistical Analysis

Results are reported as means + SEM. ANOVA was used. Normality and homogeneity of the
variance were checked prior to ANOVA to compare the different groups. If the normality test
(Shapiro-Wilk) failed (at p<0.05), the ANOVA was replaced by Kruskal-Wallis one-way analysis.

Differences were considered statistically significant at a p-value < 0.05.
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Results

Mortality
No animals “naturally” died from DO to D9 in any of the groups. 4 rats from the EN-NEP group

and 4 from the EN-HEP group were removed from the study due to technical problems (death
during the surgical procedure, cut of the catheter, exit catheter from the stomach). One EN-
HEP was killed because it had a tumour that exceeded the ethically acceptable size. These
animals, losses explained the lower number of rats than expected at euthanasia. However,
animals removed from the study before the end of the procedure were kept for statistical

analysis of variable’s evolution over time (Table 2).

Nutritional status
Body weight
At DO, animal weight was lower in EN-NEP and EN-HEP groups compared to CTRL and CC
groups (Table 3). The weight of the rats of the CC group decreased between DO and D2, then
increased between D2 and D7 and decreased again between D7 and D9 to fall to 95% of initial
body weight (Figure 2A). No weight loss was reported for rats fed with enteral nutrition (EN-
NEP and EN-HEP). The difference in body weight between CTRL-group rats and CC-group rats
was significant at D2, D3, D8 and D9, and there is no difference between the EN-NEP and EN-

HEP groups and the CTRL group.

Caloric and protein intakes
Caloric and protein intakes decreased by half in CC group at D1 then increased progressively
until D3 to reach the same level as the control group and decreased again at D8 (Figure 2B
and 2C). As expected, caloric intakes of EN-NEP and EN-HEP groups staid the same throughout
the study.
Cumulative caloric intake from DO to D9 was lower in the CC group than in the 3 others groups
(Figure 3D). Cumulative caloric intake of the EN-NEP group was similar to the CTRL group and
this of the EN-HEP group was higher than the CTRL and the EN-NEP groups.
Cumulative protein intake from DO to D9 was lower in the CC group than in the CTRL and EN-
HEP groups (Figure 3E). Cumulative protein intake of the EN-HEP group was higher than the
EN-NEP group.
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Anthropometric data

CC rats showed a lower fat mass than CTRL rats (Table 3). EN-NEP rats showed decreased fat-
free mass compared to CTRL and CC groups and decreased fat mass compared to CTRL group,
and EN-HEP rats had the same fat-free mass and fat mass than the CTRL, CC and EN-NEP
groups.

Concerning organ weights, only thymus, plantaris, brown adipose tissue, and each parts of the
white adipose tissue were lower in the CC-group rats compared to CTRL-group rats. The
weight of thymus, all muscles, brown adipose tissue, and each parts of the white adipose
tissue were lower in the EN-NEP-group rats compared to CTRL-group rats. In the EN-HEP

group, only thymus, EDL, plantaris, gastrocnemius were lower than CTRL-group.

Tissue protein content
Protein content in the tibialis, the liver and the jejunal and ileal mucosa were not different

whatever the group (Table 4).

Tissue protein synthesis
There was no modification of protein synthesis whatever the treatment, the diet and the

organ (Table 4).

Tumour-response to chemotherapy
Relative tumour size
At DO, the 3 groups had a similar mean tumour volume (Data not shown). Tumour size
decreased in each group between DO and D2 and between D7 and D8, i.e. during the two

chemotherapy cycles (Figure 3). There was no difference in tumour size between the 3 groups.

Tumour weight

There was any group effect on final tumour weight (Table 5).

Tumour protein content and tumor protein synthesis

This two parameters were unaffected whatever the group considered (Table 5).
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Discussion

The management of cancer patient is still largely discussed due to the versality of
nutrition (preservation of nutritional status vs tumor growth). Many clinicians are still cautious
concerning the use of enteral nutrition in these patients, especially with hyper-energy/hyper-
protein diets.

In this study, we evaluated the effect of enteral nutrition and high protein intake on cachexia
and tumour growth in a tumour-bearing rat model receiving chemotherapy to validate the use
the current clinical practice. Our study is of interest because very few authors have
investigated the effect of a high protein/high energy diet in a cancer and chemotherapy model
on cachexia and tumour growth. And to the best of our knowledge, no study investigated the
additional effect of enteral nutrition in such a model. This mode of nutrition was only studied
in tumour-bearing rats without chemotherapy (Cameron et al., 1979; Stallion et al., 1994)
receiving a parenteral nutrition formula through the stomach - or in other physio pathological
conditions such as head injuries (Belabed et al., 2006 ; Charrueau et al., 2009), intestinal
resection (Osowska et al., 2004), endotoxemia (Loi et al., 2005). Parenteral nutrition was more
largely studied with clinical trials that reported improvements of patient nutritional status (Ma
et al.,, 2021; De Cicco et al., 1993; Jin et al.,, 1999; Shike et al., 1984), but it is only

recommended for advance cancer or when enteral nutrition is not possible.

Enteral nutrition: a well-tolerated mode of nutrition that prevents anorexia

In our model of enteral nutrition, an adequate standard nutritional support allowed
the correct protein intake to be achieved, thus preventing chemotherapy induced anorexia.
We faced some technical issues that reduced the number of euthanized rats for analysis — coat
removed, and catheter eaten— but globally enteral feeding process was well tolerated by
animals as only one rat experienced diarrhoea. This result is consistent with previous studies
that did not report major intestinal disorders (Charrueau et al, 2009; Loi et al., 2005). Apart
from this incident, one enteral fed rat with hyper protein regime showed an extreme weight
gain (20% body weight) explained by a heavy liver and adipose tissue hypertrophy. Stallion et
al have already observed higher liver weight in enteral fed rats compared to orally fed rats
with cancer but no chemotherapy (Stallion et al., 1994). But in our study this rat was an
isolated case that does not allow to draw any conclusion on a potential effect of enteral

nutrition especially since we know that chemotherapy itself — especially 5-FU and CPT11 —is
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likely to cause liver injuries (Gangi et al.,. 2020). Finally, mortality was very low with only one
enteral fed rat was left out from the study because of a nutrition leakage outside the stomach
which caused animal death.

Enteral nutrition was a valid concept to prevent anorexia and thus increase food

intakes in tumour-bearing rats undergoing chemotherapy.

Enteral nutrition does not increase tumour growth

One of the main concerns associated with enteral nutrition was the potential
promotion of tumour growth. For the first time we showed that there was no major
interaction between chemotherapy and nutritional support on tumour size evolution. Stallion
et al., also reported no effect of enteral nutrition (nor parenteral) on tumour weight in a model
of rats undergoing cancer, but they did not include chemotherapy in their model, and they
used a parenteral diet for enteral feeding (Stallion et al., 1994).

Moreover, within enteral fed rats we also reported no effect of increased protein and
energy intakes on tumour growth. This result was consistent with our previous work as we
showed that either low or high protein intakes did not have any influence on the course of the
disease (Boutiere M et al., soumis). In fact, it reinforces this previous finding as we have solved
the problem of low calories:nitrogen ratio encountered in this latter study thanks to the
enteral nutrition formula that we used. However, despite these first encouraging results, we
cannot conclude on the effects of a high protein/high energy diet given by enteral nutrition

on tumour growth at this point of this study, more animals are needed.

Enteral nutrition prevents body weight loss related to chemotherapy cycles

Not surprisingly we found that cancer associated to chemotherapy was responsible for
a 5% body weight loss compared to the control at the end of the study. It is consistent with
the 6% weight decreased reported usually in this model (Xue et al., 2009; Breuillard et al.,
2021; Boutiére et al., submitted ). Body weight loss was strongly correlated to reduction of
food intake. Hence, it was of particular interest to study the effect of artificial nutrition, which
allows to overcome anorexia.

Charrueau et al., reported no effect of enteral nutritional on body weight loss in a
model of rats with head injury induced cachexia (Charrueau et al., 2009). In our study, the

standard and hyper protein/hyper energy nutritional support gave mixed results, and the
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small number of animals involved in the study does not allow to draw any conclusions about
a potential effect of enteral nutrition and diet. Nevertheless, very interestingly, we found that
restoring standard food intake with nutritional support allowed to prevent the sharp body
weight losses concordant with chemotherapy cycles. This result is a relevant point for further

studies around the preservation of body weight with enteral nutrition.

Enteral nutrition does not prevent cancer and chemotherapy induced fat loss

In accordance with previous findings (Boutiére et al., submitted), cancer +
chemotherapy treatment was associated with a depletion of adipose tissue. More
surprisingly, an adequate standard nutritional support (i.e 290 kcal/kg/day), covering the basal
nutritional requirements of rats was not effective at preventing adipose tissue depletion. So,
fat loss is not only due to a reduction of food intakes - but other mechanisms may also be
involved. We previously showed that the respiratory quotient was lowered by chemotherapy
and close to 0.7 indicating a reliance on fats for energy production in those rats (Boutiére et
al., submitted). A standard nutrition diet would not allow to overcome chemotherapy effect
on lipid metabolism alterations. Enteral nutrition combined with high protein/high energy
intakes is a clinical practice which might alleviate fat loss, but still, the level of proof is too low
in our study to draw firm conclusions. Avoiding adipose tissue depletion is of interest because
this phenomenon has already been observed to predispose to muscle atrophy (Das et al.,

2011).

Surprisingly, enteral nutrition does not improved muscle mass. We may propose 2 hypothesis:
1) A malabsorption due to impairment of intestine, essentially due to chemotherapy (as
illustrated by the decrease of plasma citrulline (CTRL = 80 + 4 umol/L vs CC = 41 £ 5 umol/L,
p<0.05) in a previous study in our lab (Boutiere et al., submitted). Similar results was observed
in head injury rats and in such pathology a semi enteral diet was efficient to restore nutritional
status (Moinard et al., 2013). However, such strategy remains to be tested in cancerous
patients. 2) Inadequacy between nutritional intake and nutritional requirement leading to
metabolic spillage. But the level of evidence is too low to give safe conclusions and further

exploration are still required.
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Limitations of the study and perspectives.

While enteral nutrition is promising to avoid body weight loss concordant with
chemotherapy cycles without promoting tumour growth, we would need a larger number of
rats to draw firm and safe conclusions. More particularly, a hyper protein/hyper energy diet
combined with enteral nutrition was even likely to prevent fat loss, but the level of proof is
too low. The concept of enteral nutrition being validated, further experiments will need to be
performed to increase the strength of our findings.

Furthermore, we can wonder whether these results obtained from rats implanted with a Ward
colon tumour can be extrapolated to all types of tumours. Maybe the study could be extended

to other cancer types.

Conclusion

This was the first pioneering study to investigate enteral nutrition on a model of
tumour-bearing rats undergoing chemotherapy. We validated our procedure as artificial
nutrition was globally well tolerated by animals allowing to avoid chemotherapy induced
anorexia. Moreover, the nutritional support allowed weight losses concordant to
chemotherapy cycles to be avoided without promoting tumour growth. A standard enteral
nutrition failed at preventing fat loss but a combination with a hyper protein/high energy diet
needs to be further investigated to find out whether cachexia could be prevented in our

model.
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Figure 1. Experimental design

Control healthy rat without chemotherapy were fed ad libitum (CTRL, n=8); tumour-bearing
rats receiving chemotherapy were fed ad libitum (CC, n=8); tumour-bearing rats receiving
chemotherapy were fed with normo-protein and normo-energy enteral nutrition (EN-NEP,
n=8); tumour-bearing rats receiving chemotherapy were fed with high-protein and high-
energy enteral nutrition (EN-HEP, n=8). The CC, EN-NEP and EN-HEP rats received a first
chemotherapy cycle: irinotecan (CPT-11; 50 mg/kg; orange arrow) at DO, and 5- fluorouracil
(5-FU; 50 mg/kg; purple arrow) at D1, and a second cycle with CPT11 at D7 and 5-FU at D8.

The rats were sacrificed at D9 for analysis.
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Figure 2. Relative body weight, relative food intake, and cumulative food intake of rats.

(A) Relative body weight and (B) relative caloric intake compared to the first day of
chemotherapy for each animal, (C) protein intake (g of protein/kg rat BW/day), (D) cumulative
caloric intake at D9 compared to Ct group, and (E) cumulative protein intake at D9. The rats
received the chemotherapy cycle of irinotecan (CPT-11; 50 mg/kg) at DO and D7 (orange
arrow) and 5-fluorouracil (5-FU; 50 mg/kg) at D1 and D8 (purple arrow).

Results are expressed as mean + SEM. Significant differences are reported as (A) * Ccvs Ct; #
Cc vs EN-HEP; § EN-NEP vs EN-HEP; (B) * Cc vs Ct, EN-NEP, EN-HEP; (D) and (E) Mean values

with unlike letters were significantly different.
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Figure 3: Relative tumour size
Relative tumour size compared to the first day of chemotherapy for each animal. The rats
received a first chemotherapy cycle of irinotecan (CPT-11; 50 mg/kg) at DO and 5-fluorouracil

(5-FU; 50 mg/kg) at D1, and a second cycle of chemotherapy (CPT-11) at D7 and (5-FU) at D8).

Results are expressed as mean + SEM.
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Table 1. Diets compositions

(a) Wheat, barley, soybean meal (NGMO), wheat middlings, corn (NGMO), poultry meal,
wheat starch, whey powder, soybean oil, oats, brewer’s dried yeast, minerals, vitamins, amino
acids.

(b) Water, glucose syrup, milk protein, vegetable oils (rapeseed, sunflower), medium chain
triglycerides (MCT), maltodextrin, potassium citrate, fish oil, emulsifiers (soya lecithin, E 471),
acidity regulator (E 507), potassium carbonate, sodium chloride, vit. C, sodium carbonate,
magnesium oxide, iron sulfate, zinc sulfate, niacin, manganese chloride, pantothenic acid,
copper sulfate, sodium fluoride, vit. B2, vit. B6, vit. B1, vit. A, RB-carotene, folic acid, chromium
chloride, sodium molybdate, sodium selenite, potassium iodide, vit. K1, biotin, vit. D3, vit. B12.
EN-NEP and EN-HEP groups received oral nutrition until 2 days before the start of the

chemotherapy cycles.

Composition Oral Nutrition (100g) Enteral Nutrition (100mL)
Energy (kcal) 380 200
Lipids (g) 4.5 10
Saturated 0.59 3.15
Mono-unsaturated 0.92 5.23
Poly-unsaturated 2.22 1.62
Omega-3 0.229 0.46
Omega-6 1.99 1.08
Carbohydrates (g) 54.2 17.5
Sugar 4.45 2.54
Starch 35 -
Fibers (g) 4.5 0
Proteins (g) 18.5 10
Salt (g) 0.3 0.15
Water (mlL) 12 72
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Table 2. Survival monitoring of rats
Control rats received the oral diet and tumor-bearing rats received either the oral diet or the

normo-energy and normo-protein enteral diet, or the high-energy and high-protein enteral
diet. Two days after, the tumor-bearing rats received the first chemotherapy cycle: irinotecan
(CPT-11; 50 mg/kg) at DO, and 5-fluorouracil (5-FU; 50 mg/kg) at D1. One week after, they
received the second cycle of chemotherapy (CPT-11 at D7 and 5-FU at D8). All rats were

euthanized at D9.

CTRL cc IOENCNERTN  EN-HEP
DO n=8 n=8 n=4 n=6
D1 n=8 n=8 n=4 n=6
D2 n=8 n=8 n=4 n=6
D3 n=8 n=8 n=4 n=6
D4 n=8 n=8 n=4 n=5
D5 n=8 n=8 n=4 n=4
D6 n=8 n=8 n=4 n=4
D7 n=8 n=8 n=4 n=3
D8 n=8 n=8 n=4 n=3
D9 n=8 n=8 n=4 n=3
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Table 3. Body and organs weights
Control rats received the oral diet (CTRL; n=8) and tumor-bearing rats received either the oral

diet (CC; n=8) or the normo-energy and normo-protein enteral diet (EN-NEP, n=4), or the high-
energy and high-protein enteral diet (EN-HEP, n=3). Two days after, the tumor-bearing rats
received the first chemotherapy cycle: irinotecan (CPT-11; 50 mg/kg) at DO, and 5-fluorouracil
(5-FU; 50 mg/kg) at D1. One week after, they received the second cycle of chemotherapy (CPT-
11 at D7 and 5-FU at D8). All rats were euthanized at D9.

Data are presented as mean + SEM. Values with different superscript letters are statistically

different (p<0.05). Significant differences are grey-backgrounded.

CTRL cc  [NENSNEPRNN  EN-HEP
Body Weight
Initial (g) (DO) 140 + 1° 142 + 1° 126 + 2° 134 + 1°
Final (g) (D9) 142 +2° 136+ 220 123 +4° 138 + 102b
Final (% as reportto DO) 101.4+1.0° 94.9+1.5° 97.7 £3.1*®  102.7 £5.0°
Fat Free Mass
Organs (mgq)
Heart 416 +9 3977 396+ 16 429+ 17
Kidney 475+ 12 491 +10 469 + 13 505+ 25
Pancreas 333+17 290+ 22 294 +51 287 +12
Adrenal gland 18 + 12 DA 25+ 1P 24 +0.4°¢
Liver (g) 3.9+0.2 4.4+0.2 4.2+0.2 52%+1.1
Spleen 345+ 10 404 + 27 369+ 32 514 + 140
Thymus 227 +12° 114 + 20P 81 + 10° 69 + 10°
Muscle (mg)
EDL 62 + 2° 57 + 13¢ 49 + 2° 54 + 2b<c
Tibialis 259+ 72 238 £ 6 196 + 7° 232 + 52b
Soleus 58 + 22b 60+ 1° 53+0.1° 58 + 12
Plantaris 140 + 3° 135+ 8P 107 + 6° 123 +2°
Gastrocnemius 703 + 32 663 + 172¢ 556 + 17° 619 + 11b¢
Total Fat Free Mass (g) 124 + 32 117 + 22 104 + 2° 115+ 42b
Adipose Tissue (g)
Urogenital 2.840.2° 1.6 £0.2° 1.1+0.2° 1.9 £ 0.42b
Retroperitoneal 0.7 +0.12 0.3+0.1° 0.2 +0.04° 0.6 +0.22°
Subcutaneous 4.9 £0.5° 2.8+0.2° 2.4+0.3° 4.0 +£0.92°
Mesenteric 2.1+0.2° 1.3+0.2° 1.5 +0.12° 2.0+0.3%P
Total fat mass 10.4 £+ 0.9° 6.0 £ 0.6° 5.2 +0.6° 8.6 +1.8P
Brown 0.27 +0.022 0.17+0.01° 0.17+0.027° 0.24 +0.08%"
Bowel (mg)
10cm Jejunum mucosa 214+ 19 198 £ 20 204 +49 181 +59
10cm lleum mucosa 213+ 25 183 +17 209 £42 1565
5c¢m Colon mucosa 94 +19 6616 108 + 16 88 + 15
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Table 4: Protein metabolism

Control rats (CTRL; n=8) and tumor-bearing rats received either the oral diet (CC; n=8) or the
normo-energy and normo-protein enteral diet (EN-NEP, n=4), or the high-energy and high-
protein enteral diet (EN-HEP, n=3). Two days after, the tumor-bearing rats received the first
chemotherapy cycle: irinotecan (CPT-11; 50 mg/kg) at DO, and 5-fluorouracil (5-FU; 50 mg/kg)
at D1. One week after, they received the second cycle of chemotherapy (CPT-11 at D7 and 5-
FU at D8). They were euthanized at D9.

Data are presented as mean + SEM. Data in italics had no SEM (n=1).Values with different

superscript letters are statistically different (p<0.05).

CTRL cc  [NUENSNEPRNN  EN-HEP
Tibialis
Protein content
mg 24.0£2.9 246+1.0 18.6+2.5 26.0t1.6
Protein synthesis
AU 0.25+0.04 0.21+0.09 0.38+0.11 0.35
Liver
Protein content
mg 408+ 20 457+ 22 401+ 24 500+ 82
Protein synthesis
AU 0.52+0.03 0.43 £0.02 0.48+ 0.06 0.37
Jejunal mucosa
Protein content
mg.10cm 12.8+1.8 12.0+1.4 9.6+2.9 10.7+3.9
Protein synthesis
AU 0.12+0.06 0.37+0.23 0.21+0.08 0.29+0.04
lleal mucosa
Protein content
mg.10cm* 13.5+1.8 10.2+1.2 9.8+2.0 8.2+1.1
Protein synthesis
AU 0.19+0.07 0.05+0.02 0.13+0.05 0.12+0.07
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Table 5. Tumor-response to chemotherapy

Tumor-bearing rats received either the oral diet (CC; n=8) or the normo-energy and normo-
protein enteral diet (EN-NEP, n=4), or the high-energy and high-protein enteral diet (EN-HEP,
n=3). Two days after, they received the first chemotherapy cycle: irinotecan (CPT-11; 50
mg/kg) at DO, and 5-fluorouracil (5-FU; 50 mg/kg) at D1. One week after, they received the
second cycle of chemotherapy (CPT-11 at D7 and 5-FU at D8). They were euthanized at D9.

Data are presented as mean + SEM. Values with different superscript letters are statistically

different (p<0.05).

Weight (g) 3.0+£0.7 1.2+0.3 3616

Protein content
mg 162 +41 59+9 201 £ 67
mg.g? tissue 53+3 52+3 62+7

Protein synthesis

AU 0.06 +0.04 0.27+0.13 0.07 £0.05
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DISCUSSION GENERALE
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Depuis plusieurs années, I'étude des facteurs pouvant altérer ou favoriser le
développement des tumeurs et interagir avec I'efficacité des traitements a augmenté. Le
phénomeéne de cachexie a été de plus en plus cité, et les études portent généralement sur
deux axes :

Est-ce que la modulation de I'apport nutritionnel (hnotamment en protéines) chez les
patients peut limiter la dénutrition et quels seraient les impacts sur la croissance tumorale ?

Quels sont les mécanismes observés lors de la cachexie qui conduisent aux

perturbations métaboliques présentes au cours de ce phénomene ?

Sur le premier axe, nos travaux sont partis du postulat que I'apport protéique pourrait
permettre de préserver la masse maigre. Mais les données chez les patients cancéreux ne
permettent pas d’apporter des conclusions significatives (Prado et al., 2020). D’un point de
vue conceptuel, 'augmentation de l'apport protéique pourrait favoriser la croissance
tumorale, étant donné que les cellules tumorales ont un fort turnover protéique et donc un
besoin élevé en acides aminés (Li et al., 2016). De plus, les cellules cancéreuses ne sont pas
les seules a avoir un fort besoin en acides aminés, les cellules du systeme immunitaire en ont
également besoin (Holecek, 2022), et sont la premiere ligne de défense pour combattre la
croissance tumorale. Ces recherches ne sont pas envisageables chez I’'Homme (on ne peut pas
priver un patient d’apports alimentaires pour des raisons éthiques). Différentes études
expérimentales ont montré que l'utilisation de régimes plus faibles en protéines (des
diminutions de 12%, 25% et 40% par rapport aux contrdles) dans des modeéles précliniques
réduisait la croissance tumorale en diminuant I'immunosurveillance de la tumeur (Rubio-
Patifio et al., 2018) et en diminuant |'activation de la voie mTOR impliquée dans la synthese
protéique (Fontana et al., 2013). Mais ces études ont été menées sur des modeles uniquement
cancéreux sans l'intervention de traitements (que ce soit la chimiothérapie ou autres). Or il a
été mis en avant que lors d’un cancer, les patients ont une plus faible tolérance a la
chimiothérapie lorsque qu’ils sont dénutris (Andreyev et al., 1998; Swenerton et al., 1979;
Person et al., 2002), et la chimiothérapie peut contribuer au développement de la cachexie et
a la perte musculaire, entrainant des complications supplémentaires et 'augmentation de la
morbi-mortalité (Bozzetti, 2017). De plus, beaucoup de modeles utilisés dans la littérature
sont parfois un peu caricaturaux sur le plan métabolique. En effet, il y a généralement un

développement tumoral extrémement rapide, et dont la taille est disproportionnée par
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rapport a ce qui est observé chez ’'Homme. Par ailleurs, ces modeéles présentent une cachexie
extréme et peu comparable a ce qui est classiquement observé chez I’'Homme. Nous avons
décidé d’utiliser un modele validé par I'’équipe du professeur Baracos a Edmonton (Canada)
qui combine le cancer et la chimiothérapie pour étre au plus proche de la réalité clinique. Il
nous a permis d’évaluer de maniére la plus précise possible les effets de I'apport protéique

sur la croissance tumorale et le phénomeéne de cachexie.

La modulation de I'apport en protéines n’a eu aucun effet sur le statut nutritionnel. Ce
résultat peut sembler surprenant et se pose alors la question de I'extrapolation clinique. En
effet, comme mentionné plus haut, en pratique on ne peut pas priver le patient cancéreux
d’un apport en protéines, et les données disponibles sur ces effets sont peu nombreuses, avec
dans la grande majorité des cas des régimes hyper-protéiques et hyper-énergétiques. Or dans
notre étude, pour individualiser I'effet de I'apport protéique, le choix a été fait que tous les
régimes soient iso-énergétiques. Ceci entraine une balance calorico-azotée trop faible pour
nos groupes hyper-protéiques, bien en dessous des recommandations (Arends et al., 2017).
Ainsi nous pouvons postuler sur le fait que les régimes hypo-protéiques n’ont aucun effet sur
le statut nutritionnel dans notre modeéle, en revanche pour les régimes hyper-protéiques nous
ne pouvons pas conclure. Des études supplémentaires sont nécessaires, notamment en
utilisant des régimes hyper-protéiques et hyper-énergétiques. Pour expliquer I'absence
d’effet sur le statut nutritionnel, une deuxiéme hypothese peut-étre émise: I'apport
protéique supplémentaire ne couvre pas les besoins en acides aminés spécifiques. Comme
nous I'avons vu dans I’étude 1, certains profils en acides aminés sont impactés par la présence
du cancer et de la chimiothérapie, mais I'augmentation de I'apport protéique ne permet pas
de restaurer ces taux en acides aminés, comme discuté par Van der Meij et al. (Van der Meij
et al., 2019). Une telle hypothése est confortée par nos résultats sur I’exploration immunitaire
que nous avons réalisée. Les cellules du systeme immunitaire sont des cellules a
renouvellement rapide, et une privation d’apports alimentaires entraine une diminution des
fonctions immunitaires (Walrand et al., 2001). Nous avons observé des altérations dues au
cancer et a la chimiothérapie (comme une diminution des monocytes et des cellules
dendritiques), et I'apport protéique n’a pas eu d’effet pour compenser ces diminutions. Ceci
suggere que le probléme pourrait ne pas étre lié a la quantité de protéines apportée mais a

leur qualité (i.e composition en acides aminés), qui menerait au développement de supports
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nutritionnels personnalisés comme il a été proposé par Berard et al. (2002) dans une étude
sur les patients chirurgicaux. De plus, le métabolisme des nutriments est détourné
individuellement ou systématiquement en fonction du stade de la maladie, de la localisation
de la tumeur, entrainant une hétérogénéité métabolique et augmentant les risques de
résistances aux traitements. Ainsi un régime alimentaire spécifique sur mesure basé sur la
spécificité métabolique de chaque patient aiderait a diminuer la résistance aux traitements
ainsi que les effets indésirables (Qian et al., 2021). Toutefois, il faudra prendre en compte,
comme le souligne de Campos-Ferraz et al., I'évaluation de la tolérance des supplémentations
a moyen et long terme en plus de la recherche des effets bénéfiques sur I'état nutritionnel (de
Campos-Ferraz et al., 2014). A cet égard, on peut citer les Immune Enhancing Diets (concept
développé par Alexander). Si les résultats sont certes encourageants, leur implication dans
une surmortallité au cours des sepsis a suscité de nombreux débats (Cynober et al., 2012 ;
Heyland et al., 2001).

Il était important de tester les régimes sur la croissance tumorale, en effet, les
recommandations de groupes d’experts mentionnent que «les arguments théoriques
supposant que les nutriments nourrissent la tumeur ne sont pas supportés ou reliés a des
résultats cliniques et ne doivent pas étre utilisés pour refuser, diminuer, ou stopper
I'alimentation » (Arends et al., 2017). Il y a tres peu d’études sur le réle du régime protéique
sur la croissance tumorale, et la majorité utilise des régimes hypo-protéiques, montrant que
de tels régimes diminuent la croissance tumorale (Rubio-Patifio et al., 2018 ; Fontana et al.,
2013). Dans notre modele, les régimes hyper-protéiques et hypo-protéiques n’ont eu aucun
effet sur la croissance tumorale. La différence avec les études citées précédemment est que
les animaux ne recevaient aucun traitement. L'effet observé dans ces études (la diminution
de la croissance tumorale avec un régime faible en protéines) pourrait étre mineur comparé
a l'effet de la chimiothérapie dans notre modele, ce qui pourrait étre une explication a
I’absence d’effet sur la croissance tumorale dans notre étude. Quoi qu’il en soit, notre travail
est le premier a montrer, dans un modele réaliste de cancer + chimiothérapie, que la
modulation de I'apport protéique est sans influence sur la croissance tumorale.

Au terme de ce travail, nous pouvons voir deux perspectives :
1) Mieux comprendre les mécanismes physio-pathologiques sous-jascents et pouvant d’une
part, contribuer au développement de la cachéxie cancéreuse, et d’autre part, favoriser la

résistance a la renutrition.
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2) Continuer a réfléchir au développement de nouvelles stratégies de prise en charge
nutritionnelle.

Nous avons observé une perte importante de la masse maigre (de 8%) mais également de la
masse grasse (de 56%). Différentes études (voir revue Argilés et al., 2014) suggérent un
déréglement du métabolisme énergétique pouvant expliquer cette cachexie mais également
la résistance a la renutrition de celle-ci.

La premiere perspective nous a mené a I'étude numéro 2 de ce projet pour étudier les
perturbations du métabolisme énergétique observées pendant la cachexie, en utilisant une
approche translationnelle pour distinguer les effets du cancer, de la chimiothérapie et des
deux associés dans notre modeéle, au niveau d’abord du corps entier, puis au niveau cellulaire

afin de préciser les mécanismes impliqués dans ce phénomene.

La premiére donnée fournie par I'étude numéro 2 est un déséquilibre entre I'énergie
apportée (par I'alimentation) et celle qui est dépensée par les animaux, conduisant a un crash
de la balance énergétique en présence de la chimiothérapie seule et associée au cancer.

Lors de I’étude numéro 1 nous avons observé une anorexie chez nos animaux (qui n’était pas
modifiée par I'utilisation des différents apports protéiques) et que nous retrouvons dans la
deuxieme étude. Normalement lorsque I'apport énergétique diminue, la dépense énergétique
diminue aussi. Or I'étude numéro 2 a montré que nos animaux ont une dépense énergétique
qui n’est pas fortement diminuée, renforcant I’hypothése de I'intervention de perturbations
métaboliques. Pour renforcer ce point, nous pouvons mettre en avant le turnover protéique
au niveau des muscles, qui en situation de jeline ou de dénutrition, entraine la réduction de
la synthése protéique (Le Plénier et al., 2017). De plus, le colt de cette synthese protéique est
de I'ordre de 40% de la dépense énergétique (Goron et al., 2019), ce qui pourrait expliquer
que dans notre modele la dépense énergétique ne varie pas. Il est observé en situation
clinique que la dépense énergétique est un facteur important dans le développement et
I’aggravation de la malnutrition chez les patients (Tisdale, 2002). Ceci peut conduire a une
perte de la masse grasse en présence de chimiothérapie comme il a été observé dans une
étude avec le méme modele (Ebadi et al., 2017), ou vu généralement chez les patients
cancéreux cachectiques (Argilés et al., 2014). Une perte rapide du tissu graisseux est associée
a un taux de survie plus faible, une diminution de la qualité de vie, et une augmentation de la

résistance aux traitements (Murphy et al., 2010). Deux possibilités pour expliquer la fonte de
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la masse grasse sont envisageables: soit les animaux avaient une plus grande activité
physique (peu probable et que I’on a pu infirmer grace au systeme de vidéo tracking). Ou alors
les substrats utilisés pour fournir I’ATP étaient modifiés entre nos animaux controles et
cancers vs ceux recevant de la chimiothérapie pour couvrir les besoins énergétiques alors que
la dépense énergétique est maintenue. Nos résultats rejoignent ceux observés dans d’autres
modeles précliniques ou chez I’'Homme (Del Rio et al., 2002 ; Hirsch et al., 2017 ; Ooi et al.,
2021), ou un quotient respiratoire compris entre 0,7 et 0,8 correspond a I'oxydation de
substrats lipidiques, alors qu’un quotient respiratoire aux alentours de 1 correspond a
I’oxydation de substrats glucidiques. Nous sommes ainsi dans une situation de déséquilibre
entre deux phénomenes. Soit le flux d’acides gras libéré par le tissu adipeux augmente (ce qui
n’est pas le cas dans notre modele) soit la consommation de lipides via la 3-oxydation par les
organes nécessitant de forts apports énergétiques, le muscle et le foie (deux sites avec un
turnover protéique essentiel), augmente. Dans notre modeéle c’est le foie qui a vu sa R-
oxydation augmenter, tout comme I'activité mitochondriale qui a été impactée au niveau
hépatique mais pas au niveau musculaire. Ces résultats different d’une grande majorité des
études sur le sujet, ou des altérations des mitochondries au niveau musculaire ont été
observées. Mais méme dans les études ou une modification au niveau du muscle a été
observée les paramétres modifiées divergent selon les études (Julienne et al., 2012 ;
Constantinou et al., 2011; Tzika et al., 2013). Toutefois, une étude dans un modele
uniquement cancéreux a observé une diminution de la densité mitochondriale au niveau
hépatique, suggérant que la cachexie, qu’elle soit d’origine cancéreuse ou mitochondriale,
impacte cette densité mitochondriale au niveau du foie (Dumas et al., 2003).

Par la suite, nous avons voulu étudier I'implication du 5-FU et du CPT-11 sur le
métabolisme énergétique. Pour cela, le modéle animal n’était pas suffisant, c’est pourquoi
nous sommes passés a un modele in vitro, pour étudier les effets sur les cellules
hépatocytaires. In vitro, nos résultats ont confirmé que la chimiothérapie altére le statut
énergétique avec une diminution du ratio ATP/ADP, ainsi que le fonctionnement et la
morphologie des mitochondries, renforgant les résultats présents dans la littérature (Ebadi et
al., 2017 ; Mahli et al., 2018).

L’hypothése émise pour expliquer, au niveau cellulaire, I'augmentation de I'oxydation
des lipides est une modification sur les membranes associées aux mitochondries du réticulum

endoplasmique (MAMs). Les MAMs sont connues pour avoir un réle dans le métabolisme
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hépatique et dans la morphologie des mitochondries (Csordas et al., 2006; Doghman-
Bouguerra et al., 2019). Nous observons dans I'étude numéro 2 que les MAMs augmentent
en présence de la chimiothérapie, suggérant une association entre les deux qui entrainerait
par la suite les modifications du métabolisme énergétique. L'étude de Ebadi et al. (2014) a
proposé une autre explication a cette fonte du tissu adipeux : des altérations de la fonction
mitochondriale du tissu adipeux et des voies métaboliques lipidiques annexes pourraient étre
associées a une altération de la capacité de stockage des lipides. Cela entrainerait une
accumulation de graisse dans les tissus périphériques et, par conséquent, augmenterait le
déréglement du métabolisme des lipides et du glucose de I'organisme entier. Avec I’hypothése
que les diminutions de |'expression des protéines impliquées dans la fonction mitochondriale,
la lipogenese et la B-oxydation soient une conséquence du traitement par chimiothérapie,
d’ol I'importance de recherches futures pour plus de détails. Cette étude numéro 2 nous a
donc permis d’explorer I'implication du cancer et de la chimiothérapie dans la fonte de la
masse grasse (et que cela n’est pas seulement di a une diminution de la prise alimentaire)
observée lors de la premiére étude, au cours de laquelle on avait également mis en évidence
que les apports protéiques n’étaient pas parfaitement atteints en raison de I’anorexie
provoquée par les cycles de chimiothérapie. C'est pourquoi nous avons proposé d’adapter un
modele de nutrition entérale a notre modele de cancer et de chimiothérapie pour normaliser
et atteindre les objectifs nutritionnels et énergétiques.

A notre connaissance, aucune étude n’avait exploré I'impact de la nutrition entérale
dans un modele préclinique associant le cancer et la chimiothérapie. En effet la grande
majorité des études se rapprochant de cet objectif ont été faites dans des modeles cancéreux
uniquement, sans traitements (Cameron et al., 1979; Stallion et al., 1994), et au niveau
clinique, avec un mode de nutrition non pas entérale mais parentérale dans la majorité des
cas, alors que ce mode est recommandé pour les cancers avancés ou lorsque la nutrition
entérale n’est pas possible (la nutrition entérale étant préférée lorsque cela est possible
(Muscaritoli et al., 2021)). Une des premiéres questions sur les effets de |'utilisation de la
nutrition entérale concerne |’action que cela peut avoir sur la croissance tumorale. Dans notre
modele I'utilisation d’une nutrition hyper-protéique et hyper-énergétique n’a eu aucune
influence sur la croissance tumorale, comparée a une nutrition entérale normo-protéique et
normo-énergétique, ou encore comparée aux animaux nourris de maniere orale, ce qui

renforce les résultats de la premiére étude (ol la modulation protéique mais iso-énergétique
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n’avait eu aucun effet sur la tumeur) car cette fois ci le rapport calorico-azoté a été atteint.
Toutefois ces résultats nécessitent des études complémentaires pour augmenter le nombre
d’animaux dans I'étude.

Le poids corporel étant en corrélation avec la prise protéique, il était important
d’étudier si la nutrition entérale pourrait réduire la perte de poids dans notre modéle au
moment des cycles de chimiothérapie. De maniére intéressante, nous avons observé que
maintenir I'apport alimentaire pendant la chimiothérapie via la nutrition artificielle permettait
de prévenir la perte de poids que nous avons observé lors de I'étude 1. Ce résultat est un point
intéressant, il nécessite des études complémentaires pour vraiment le confirmer de maniére
significative dans notre modeéle. Si dans le futur ce résultat est confirmé, la question de
I'efficacité de I'apport protéique et énergétique devra étre prise en compte. En effet, dans les
recommandations de I'ESPEN, il est recommandé d’avoir un apport protéique de 1 a 1,5
g/kg/jour (Muscaritoli et al., 2021) comme chez les individus sains. Or dans notre modeéle, il a
fallu un apport bien supérieur a celui de nos contrdles pour réussir a conserver un poids
corporel stable, ainsi avoir un apport trop faible en protéines et en énergie pourrait ne pas
avoir I'effet attendu sur I’évolution du poids lors de la chimiothérapie.

La perte de masse grasse observée dans les deux premiéres études, n’a pas pu étre
compensée par la nutrition entérale avec le régime normo-protéique et normo-énergétique
comblant les besoins nutritionnels standards chez le rat (290 kcal/kg/jour). Cette observation
conforte nos conclusions de la seconde étude : la perte de masse grasse n’est pas seulement
provoquée par une diminution de la prise alimentaire, mais par des mécanismes annexes.
L'effet du régime hyper-protéique et hyper-énergétique sur la masse grasse devra étre
approfondi dans des études futures, pour apporter des preuves complémentaires et solides.
Contrairement aux deux premiéres études, la masse musculaire a diminué dans nos groupes
sous nutrition entérale (sans conséquence d’un régime plus ou moins riche en protéines et en
énergie) et notre groupe Cancer+Chimiothérapie sous nutrition orale a montré les mémes
résultats que ceux observées dans les deux autres études, suggérant que la diminution dans
les groupes sous nutrition entérale serait plutét provoquée par I'acte chirurgical, et non par
un effet néfaste de la nutrition entérale.

Cette troisieme étude nécessite des expérimentations supplémentaires pour pouvoir
émettre des conclusions slres et percutantes. Toutefois, cela a permis de valider le modele

au sein du laboratoire, la nutrition entérale étant bien tolérée par les rats, et prévenant
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I'anorexie lors des cycles de chimiothérapie. Malgré les problemes techniques tels que les
animaux qui mangeaient ou enlevaient leurs dispositifs de nutrition entérale, la grande
majorité n’a pas eu de symptémes de diarrhée (seulement un a présenté des signes pendant
moins de 24h) ce qui concorde avec des études précédentes qui n’avaient pas observé de
troubles intestinaux chez les animaux (Charrueau et al., 2009 ; Loi et al., 2005). Ainsi cette
étude a permis de valider le concept de nutrition entérale pour prévenir I'anorexie liée a la
chimiothérapie dans notre modeéle. Par ailleurs, si nous observons que la nutrition entérale et
I'apport protéique et énergétique dans notre modele semble sans impact sur la croissance

tumorale, son intérét et son impact sur le plan nutritionnel sont encore a améliorer.
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En conclusion, ces travaux nous ont permis d’approcher deux aspects présents dans
les projets de recherche sur la cachexie en présence de cancer et de chimiothérapie. Tout
d’abord, I'impact d’un apport protéique in vivo de maniére orale a montré que les différents
apports (qu’ils soient plus faibles ou plus élevés) n’ont eu aucun impact sur la croissance
tumorale, la réponse du systéme immunitaire ou le statut nutritionnel des animaux. La limite
de ce modele, causée par la chimiothérapie, provoquant une anorexie au moment des cycles
de chimiothérapie et conduisant a une prise protéique plus faible que les besoins nutritionnels
des animaux (Etude 1). Ceci a pu &tre supporté par la mise en place de la nutrition artificielle.
Ces travaux ont permis de mettre au point le modele d’étude associant la nutrition entérale a
un modele combinant a la fois le cancer et la chimiothérapie. C'est a notre connaissance la
premiere étude pour étudier I'effet de la nutrition entérale chez un modéle de cancer
associant la chimiothérapie. Nous avons mis en avant que la nutrition artificielle était bien
tolérée par les animaux et que I'utilisation d’un régime riche en énergie et en protéines
permettait de prévenir I'anorexie induite par la chimiothérapie, ceci sans impacter la
croissance tumorale (Etude 3). Les bénéfices nutritionnels sont encore a préciser.

Le deuxieme axe de ce travail portant sur les perturbations du métabolisme
énergétique dans notre modele et I'implication séparée ou conjointe du cancer et de la
chimiothérapie, a permis d’identifier la chimiothérapie comme responsable des perturbations
dans notre modele avec une diminution de la masse grasse, et nous a permis d’émettre
I’hypothése avec I’analyse in vitro que les membranes mitochondriales associées au réticulum
endoplasmique (MAMSs) pouvaient &tre & l'origine de ces perturbations (Etude 2). Ces
résultats doivent permettre de réfléchir a de nouvelles stratégies nutritionnelles et/ou

pharmacologiques qui pourraient interagir avec les MAMs pour les diminuer.

Malgré ces résultats, des points restent a approfondir :

L'effet de I'apport protéique par nutrition orale et entérale, ces travaux doivent étre
menés dans d’autres modeles précliniques associant le cancer et la chimiothérapie pour
pouvoir proposer de solides recommandations en s’appuyant sur des données expérimentales
représentatives pour se rapprocher au maximum de ce qui peut étre interprété en clinique,
et refléter au mieux le paysage trés diversifié de I'oncométabolisme.

Les mécanismes d’actions in vitro par lesquels la chimiothérapie induit dans notre

modeéle une modification des membranes mitochondriales associées au réticulum
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endoplasmique en entrainant, apres une succession de processus métaboliques, la perte du
tissu adipeux.

Le modele de nutrition entérale combiné au modéle de cancer + chimiothérapie ayant
été validé, des expérimentations complémentaires sont nécessaire pour réellement évaluer
I'impact de la nutrition entérale hyper-énergétique et hyper-protéique sur la prévention de la
perte de la masse grasse ainsi que sur la synthése et le contenu protéique, afin d’augmenter

I'impact et la force de ces résultats.
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