DISS. ETH NO. 25771

SELECTED MODELS OF OBESITY
REVERSAL OR PREVENTION

A thesis submitted to attain the degree of
DOCTOR OF SCIENCES of ETH ZURICH

(Dr. sc. ETH Zurich)

presented by

SHARON KAUFMAN

Master of Science ETH in Food Science

born on 19.06.1990

citizen of Stallikon, ZH

Prof. DVM. Wolfgang Langhans, examiner
Prof. Dr. Christian Wolfrum, co-examiner
Prof. DVM. Thomas A. Lutz, co-examiner

Prof. Dr. Guillaume de Lartigue, co-examiner

2019



Summary

Summary

Almost 40% of the world’s population is overweight or obese. Millions of these people suffer
from obesity-associated comorbidities, making a treatment or at least some medical support
essential. Only few pharmacological interventions for obesity, insulin resistance and
dyslipidemia are currently available, and they are often associated with multiple side effects
and limited effectiveness. The most effective treatment of morbid obesity is bariatric surgery.
The acute and dramatic beneficial effects of bariatric surgery on insulin resistance,
dyslipidemia and adiposity are intriguing. Among the various bariatric surgery procedures, the
Roux-en-Y gastric bypass surgery (RYGB) is often performed and very efficient with respect
to its beneficial effects on glycemic control, lipid levels, body weight and food intake. The mech-
anisms that contribute to the anti-obesity effect of RYGB and the metabolic improvements are
largely unknown. Based on historical circumstances and early experiments, the spotlight in
bariatric surgery research was mainly on gut peptides and other circulating signaling molecules
that might mediate the beneficial effects elucidated above. In the experiments described in
Chapter 2 of this thesis, we took a slightly different approach and asked what is happening in
the organ that is actually manipulated, i.e., the gut. It is important to understand the underlying
mechanisms of the beneficial effects of bariatric surgery to improve and eventually perhaps
“bypass” the surgical procedure. The other organ that plays a major role in the regulation of
energy homeostasis is the brain. Just like the gut, also the brain, or brain mechanisms, have
been reported to be altered in obesity and after bariatric surgery. This is not surprising, con-
sidering the close connection and communication between the two organs via hormones and
nerves. Furthermore, many of the gut peptides that control gastrointestinal functions and, in
part, food intake and metabolism are also expressed in the brain. One of them is the glucose-
dependent insulinotropic polypeptide (GIP). GIP has been identified as an incretin, but while
the other major incretin, glucagon-like peptide-1, has been the subject of extensive research,
less is known about GIP’s function in the brain and in the periphery, and it is even argued that
it may be an adipogenic gut peptide. This lack of knowledge and research spurred us to inves-
tigate the role of central nervous system-specific GIP receptor signaling by using a knockout
model (Chapter 3). Thus, in this thesis, we employed two different models to examine selected
functions of the gut and the brain that are both essential in regulating energy homeostasis and
metabolism, with respect to their potential to reverse or prevent obesity. Despite the different
means and models, we manipulated both organs in order to investigate and promote our un-

derstanding of their role in energy homeostasis.

In Chapter 2, we investigated how RYGB changes the lipid composition of intestinal lymph, as

a readout of intestinal nutrient absorption and handling, and whether the intestine contributes
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to the RYGB-induced improvements in the circulating lipid profile. The lymphatic lipid profile of
the RYGB rats was clearly distinct from that of Sham rats 21 days after surgery, indicating that
RYGB drastically changed intestinal lymph lipid composition. We detected 183 lipid species
that were differentially regulated after RYGB. Notably, di- and triglycerides were mostly de-
creased after RYGB, presumably reflecting the overall reduced food intake. Some lipids, how-
ever, were increased in intestinal lymph after RYGB: specifically, we found a strong positive
correlation between number of carbons and number of double-bonds of fatty acids, and fold-
change after RYGB. Our results indicate that RYGB modifies intestinal lipid absorption and
handling and that enterocytes of RYGB rats released overall less di- and triglycerides, but
more of the lipids with long-chain, unsaturated fatty acids into the lymph than Sham rats.
Whether these changes lead to the reported improvements in lipid profile and cardiovascular

risk will require further investigation.

In Chapter 3, we investigated the effects of a lack of GIP signaling in the brain by knocking out
its receptor specifically in the brain. These knockout mice were protected from HFD-induced
obesity and had an overall healthier phenotype than adequate control mice. Interestingly, we
also saw pronounced decreases in the expression of growth hormone-related peptides (such
as growth hormone or growth hormone releasing hormone), suggesting that central GIP stim-
ulates the hypothalamic-pituitary-somatotropic axis.

Animal models of obesity prevention, rescue or reversal are a valuable tool to generate funda-
mental knowledge of how energy balance is (dys)regulated. Our two models are both very
different, but resulted in improved phenotypes and reversal/protection from the unfavorable
HFD-induced obesity phenotype. We could not fully characterize the underlying mechanisms,
but we believe that the results with both models provide some answers and important leads

for further investigations.
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Zusammenfassung

Fast 40% der Weltbevolkerung ist Gbergewichtig oder fettleibig. Millionen leiden unter den Fol-
geerkrankungen, was wirksame Behandlungen oder wenigstens medizinische Hilfsmittel er-
forderlich macht. Zurzeit sind nur wenige pharmakologische Massnahmen gegen Ubergewicht,
Insulinresistenz und Fettstoffwechselstérungen verfiigbar. Diese sind jedoch von etlichen Ne-
benwirkungen und limitierter Wirksamkeit geprégt. Die wirksamste Therapie der morbiden
Fettleibigkeit ist die bariatrische Chirurgie. Insbesondere die akuten und dramatischen Effekte
dieser Operationen gegen Insulinresistenz, Fettstoffwechselstérungen und Adipositas sind
verbliffend. Unter den bariatrischen Operationsmethoden ist der Roux-en-Y-Magenbypass
(RYGB) ein haufig durchgefuhrter Eingriff und sehr effizient bezuglich der positiven Auswir-
kungen auf glykamische Kontrolle, Lipidwerte, Kérpergewicht und Nahrungsaufnahme. Die
Mechanismen dieser positiven Effekte sind jedoch mehrheitlich unklar. Aus historischen Grin-
den und aufgrund von frilheren Experimenten, fokussierte sich die Forschung der bariatrischen
Chirurgie hauptsachlich auf gastrointestinale Hormone und andere zirkulierende Signalmole-
kule, die womdglich die vorteilhaften Effekte der Bariatrischen Chirurgie vermitteln. In den Ex-
perimenten, welche im zweiten Kapitel der Dissertation beschrieben sind, wahlten wir einen
anderen Ansatz und fragten uns, was mit bzw. in dem Organ passiert, das direkt manipuliert
wird, namlich dem Darm. Es ist wichtig, die den positiven Effekten der bariatrischen Chirurgie
zugrundeliegenden Mechanismen zu verstehen, um den chirurgischen Eingriff zu verbessern
und letztendlich womoglich umgehen zu kdnnen. Das andere Organ, welches eine Hauptrolle
bei der Regulation der Energiehomoostase spielt, ist das Gehirn. So wie der Darm, wurde auch
bei Ubergewichtigen und nach bariatrischer Chirurgie von Veranderungen im Gehirn, oder in
zentralen Mechanismen, berichtet. Das ist nicht verwunderlich, in Anbetracht der engen Ver-
bindung und Kommunikation zwischen den beiden Organen tiber Hormone und Nerven. Zu-
dem sind viele der gastrointestinalen Hormone, welche gastrointestinale Funktionen und teil-
weise auch die Nahrungsaufnahme und den Metabolismus kontrollieren, auch im Gehirn
exprimiert. Eines dieser Hormone ist das Glukoseabhéngige Insulinotrope Peptid (GIP). GIP
wurde als Inkretin identifiziert, jedoch ist weniger tber die Rolle von GIP im Gehirn und in der
Peripherie bekannt als Uber das andere bedeutende Inkretin, glucagon-like peptide-1. Basie-
rend auf fehlendem Wissen, wird sogar spekuliert, dass GIP ein adipogenes gastrointestinales
Hormon sei. Die Wissensliicken und die fehlende Forschung veranlassten uns, die Rolle des
zentralnervésen GIP-Rezeptors zu untersuchen, indem wir ein Knockout-Model anwendeten
(Kapitel 3). In dieser Dissertation verwendeten wir deshalb zwei unterschiedliche Modelle, um

ausgewahlte Funktionen von Darm und Gehirn zu untersuchen. Beide Organe sind essentiell
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in der Regulation von Energiehomdostase und Stoffwechsel. Trotz unterschiedlicher Metho-
den in beiden Modellen, manipulierten wir beide Organe, um ihre Rolle in der Energiehomdo-

stase zu untersuchen und zu verstehen.

In Kapitel 2 Uberpruften wir, wie sich die Lipidzusammensetzung der intestinalen Lymphe nach
RYGB verandert und ob der Darm zu den Verbesserungen im Lipidprofil nach RYGB beitragt.
Die Lymphe ist ein gutes Medium flr die Untersuchung von intestinaler Absorption, Transport
und Handling von Lipiden. Einundzwanzig Tage nach der Operation war das Lipidprofil der
Lymphe bei den RYGB-Ratten und scheinoperierten Kontrollratten eindeutig unterschiedlich.
Wir konnten 183 Lipidspezies detektieren, welche nach RYGB unterschiedlich reguliert waren.
Dies weist darauf hin, dass RYGB die intestinale Lipidkomposition der Lymphe drastisch ver-
andert. Insbesondere waren die Konzentrationen von Di- und Triglyzeriden nach RYGB am
meisten reduziert, was wahrscheinlich die insgesamt reduzierte Futteraufnahme reflektiert. Ei-
nige Lipide waren jedoch in der intestinalen Lymphe nach RYGB erhoht: Insbesondere fanden
wir eine stark positive Korrelation zwischen der Anzahl der Kohlenstoffatome und Doppelbin-
dungen in den Fettsauren und der relativen Anderung (fold-change) nach RYGB. Unsere Re-
sultate weisen darauf hin, dass RYGB die intestinale Lipidkomposition veréndert, und dass die
Enterozyten der RYGB Ratten insgesamt weniger Di- und Triglyzeride in die Lymphe aus-
schatten, aber mehr solche mit langen Kohlenstoffketten und ungesattigten Fettsduren. Ob
diese Veranderungen zu den bekannten Verbesserungen im Lipidprofil und in den kardiovas-
kularen Risiken nach RYGB flhren, ist noch unbekannt und wird weitere Untersuchungen er-

fordern.

In Kapitel 3 untersuchten wir, welche Effekte ein Fehlen des GIP-Signals im Gehirn auslost.
Wir verwendeten dazu einen spezifischen Gen-Knockout des GIP-Rezeptors im Gehirn. Diese
Knockout-Mause waren vor Hochfettdiat-induziertem Ubergewicht geschiitzt und hatten ins-
gesamt einen gesiinderen Phanotyp als die Kontrollmause. Interessanterweise sahen wir auch
eine verminderte Expression vom Wachstumshormon und von Wachstumshormon-zugehori-
gen Peptide. Dies weist auf eine Stimulation des zentralen GIPs auf die Hypothalamus-Hypo-
physen-Wachstumshormon-Achse.
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Tiermodelle von Ubergewichtspravention oder -behandlung sind wertvoll um grundlegende Er-
kenntnisse darlUber zu erlangen, wie die Energiebalance (fehl)reguliert ist. Obwohl sehr unter-
schiedlich, resultieren unsere beiden Modelle in einen verbesserten Phanotyp und in einer
Pravention/Verbesserung des unvorteilhaften Hochfettdiat-induzierten Ubergewichtsphano-
typ. Wir konnten die zugrundeliegenden Mechanismen nicht ganzheitlich charakterisieren, je-
doch sind wir Uberzeugt, dass beide Modelle einige Antworten liefern und wichtige Hinweise

fur weitergehende Forschung aufzeigen.
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