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1  S u m m ar y  

Di a b et es  m ellit us  ( D M)  is  a  c hr o ni c  m et a b oli c  dis or d er  c h ar a ct eri z e d  b y  el e v at e d  bl o o d 

gl u c o s e  ( B G) l e v els  a n d  pr o gr essi v e b et a  c ell  f ail ur e.  Alt h o u g h  v ari o us  m e di c ati o ns  ar e 

a v ail a bl e, c urr e ntl y t h er e is n o tr e at m e nt t h at c a n h alt or r e v ers e t h e pr o gr essi v e l oss of b et a 

c ell  f u n cti o n alit y a n d c ell d e at h. D u e t o its p ositi v e eff e cts o n p a n cr e ati c isl et c ell f u n cti o n alit y 

a n d s ur vi v al, t h e N -M et h yl -D -As p art at e r e c e pt or ( N M D A R) a nt a g o nist d e xtr or p h a n ( D X O) is 

c o nsi d er e d a p ot e nti al a nti di a b eti c dr u g. H o w e v er, t h e eff e cts of D X O stri ki n gl y d e p e n d o n 

t h e  tr e at m e nt’s d ur ati o n  a n d  c o n c e ntr ati o n .  W hil e  a c ut e  tr e at m e nt  i n cr e as es  gl u c os e-

sti m ul at e d i ns uli n s e cr eti o n ( G SI S), c hr o ni c hi g h -d os e tr e at m e nt i n d u c es isl et d ysf u n cti o n a n d 

e n h a n c es  c ell  s ur vi v al  a g ai nst  c yt o ki n e -i n d u c e d  c ell  d e at h a n d  t h e  b et a  c ell  t o xi n 

str e pt o z ot o ci n ( S T Z) . Pr e vi o us st u di es u n c o v er e d  a c orr el ati o n b et w e e n D X O -i n d u c e d isl et c ell 

d ysf u n cti o n a n d t h e u pr e g ul ati o n of E R str ess m ar k er a cti v ati n g tr a ns cri pti o n f a ct or 4  (Atf 4 ) 

a n d  s eri n e -li n k e d  mit o c h o n dri al o n e -c ar b o n m et a b olis m  ( mt O C M)  g e n es,  s u g g esti n g  a 

m et a b oli c a d a pt ati o n , w hi c h i m pr o v es t h e isl et c ell r e d o x st at e  at t h e e x p e ns e of t h e G SI S . 

I n t his st u d y, t h e d u al eff e cts of a c ut e a n d c hr o ni c D X O tr e at m e nt o n G SI S a n d c ell s ur vi v al 

i n  p a n cr e ati c  isl ets  w er e  i n v esti g at e d. T hr o u g h  gl y c ol yti c  fl u x  a n al ys es, a  pr e vi o usl y 

h y p ot h esi z e d m et a b oli c p at h w a y u n d erl yi n g t h e D X O -i n d u c e d eff e cts w as v ali d at e d , r e v e ali n g 

a s hift of t h e gl y c ol yti c fl u x fr o m t h e tri c ar b o x yli c a ci d ( T C A) c y cl e t o w ar ds s eri n e s y nt h esis 

u p o n  c hr o ni c  hi g h -d os e  tr e at m e nt . G ai n -o f-f u n cti o n  ( G o F) a n d L oss -of -f u n cti o n  (L o F ) 

e x p eri m e nts d e m o nstr at e t h at A T F 4 a cts as k e y r e g ul at or of t h e gl u c o s e fl u x  a n d s eri n e -li n k e d 

mt O C M g e n e e x pr essi o n l e v el s . Fi n all y, t his st u d y d e m o nstr at es t h at t h e u n c o v er e d m et a b oli c 

p at h w a y s er v es  as  a  g e n er al  pr ot e cti v e  m ol e c ul ar  m e c h a nis m  of isl et  c ells  i n  r es p o ns e  t o 

i ns uli n h y p ers e cr eti o n a n d  t h at its a cti v ati o n  i s n ot li mit e d t o D X O tr e at m e nt o nl y. 

I n  s u m m ar y,  t his  st u d y  r e v e als  t h at isl et  c ells  pri oriti z e  c ell ul ar  s ur vi v al  o v er  s e cr et or y 

f u n cti o n b y e n h a n ci n g s eri n e -li n k e d mt O C M a cti vit y , t o miti g at e  str ess -i n d u c e d d a m a g e. T his 

n o v el i nsi g hts a b o ut  t h e i nt er pl a y b et w e e n isl et c ell pr ot e cti o n a n d f u n cti o n alit y c o ntri b ut e t o 

a  b ett er  u n d erst a n di n g  of isl et  c ell p h ysi ol o g y  a n d  p oi nt  t o t h e  p ossi bilit y  t h at h alt i n g a n d 

r e v ersi n g t h e  pr o gr essi o n  of isl et  c ell d e mis e  is g e n er all y  p ossi bl e  b y  att e n u ati n g  i ns uli n 

h y p ers e cr eti o n  a n d isl et c ell str ess . T h es e fi n di n gs p ot e nti all y p a v e  t h e w a y f or pr e v e nti v e or 

c ur ati v e tr e at m e nts of  t h e p at h o p h ysi ol o g y of D M. 
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2  Z u s a m m e nf a s s u n g  

Di a b et es  m ellit us  ( D M)  ist  ei n e  c hr o nis c h e  St off w e c hs elst ör u n g,  di e  si c h  d ur c h  er h ö ht e 

Bl ut z u c k ers pi e g el u n d f orts c hr eit e n d e n F u n kti o ns v erl ust d er B et a -Z ell e n a us z ei c h n et. O b w o hl 

v ers c hi e d e n e  M e di k a m e nt e  v erf ü g b ar  si n d,  gi bt  es  d er z eit  k ei n  Mitt el,  d as  d e n  

f orts c hr eit e n d e n  F u n kti o ns v erl ust  u n d  d as  A bst er b e n  d er  B et a-Z ell e n  a uf h alt e n  o d er 

r ü c k g ä n gi g m a c h e n k ö n nt e. A uf gr u n d s ei n er  p ositi v e n Wir k u n g e n a uf di e F u n kti o n u n d d as 

Ü b erl e b e n d er p a n kr e atis c h e n L a n g er h a ns I ns el z ell e n gilt  d er N -M et h yl -D -As p art at -R e z e pt or 

( N M D A R)-A nt a g o nist D e xtr or p h a n ( D X O) als p ot e n zi ell es A nti di a b eti k u m. Di e Wir k u n g e n v o n 

D X O si n d j e d o c h v o n d er B e h a n dl u n gs d a u er a b h ä n gi g. W ä hr e n d ei n e a k ut e B e h a n dl u n g di e 

G l u k os e-sti m uli ert e  I ns uli n a uss c h ütt u n g  ( G SI S)  er h ö ht, f ü hrt  ei n e c hr o ni s c h e 

H o c h d osis b e h a n dl u n g z u ei n er F e hl f u n kti o n d er B et a-Z ell e n u n d v er b ess ert e m  Ü b erl e b e n d er 

Z ell e n  g e g e n ü b er Z yt o ki n -a us g el öst e m  Z ellt o d  u n d d e m  B et a -Z ell gift  Str e pt o z ot o ci n  ( S T Z). 

V or h eri g e St u di e n z ei gt e n ei n e K orr el ati o n z wis c h e n d er D X O -i n d u zi ert en I ns el z ell dysf u n kti o n 

u n d d er  H o c hr e g uli er u n g d es E R -Str ess -M ar k ers a cti v ati n g tr a ns cri pti o n f a ct or 4  (Atf 4 ), s o wi e 

d er S eri n -v er k n ü pft e n mit o c h o n dri ell e n  Ei n -K o hl e nst off -St off w e c hs el -(mt O C M) -G e n e. Di es e  

d e ut e n  a uf ei n e m et a b olis c h e A n p ass u n g  hi n, di e d e n R e d o x -St at us d er I ns el z ell e n a uf K ost e n 

d er Gl u k os e -i n d u zi ert e n I ns uli n a uss c h ütt u n g ( G SI S) v er b ess ert. 

I n di es er St u di e w ur d e n di e d u al e n Eff e kt e d er a k ut e n u n d c hr o nis c h e n D X O-B e h a n dl u n g 

a uf  di e  G SI S  u n d  d as  Z ell ü b erl e b e n  d er  p a n kr e atis c h e n  I ns el z ell e n  u nt ers u c ht,  w o b ei  a uf 

v or h eri g e Er k e n nt niss e a uf g e b a ut w ur d e. A n al ys e n d es gl y k ol ytis c h e n Fl uss es k o n nt e n ei n e n  

z u v or  h y p ot h esi ert e n  St off w e c hs el w e g  v ali di er e n,  ü b er  d e n  D X O  s ei n e  Eff e kt e  i n d u zi er e n 

k ö n nt e,  w o b ei ei n e V ers c hi e b u n g d es gl y k ol ytis c h e n Fl uss es v o m Tri c ar b o ns ä ur e z y kl us ( T C A) 

z ur  S eri ns y nt h es e  f est g est ellt  w ur d e.  G o F - u n d  L o F -E x p eri m e nt e  z ei gt e n, d ass A T F 4  als 

S c hl üss elr e g ul at or  f ür  d e n  Gl u k os efl uss  u n d  di e  E x pr essi o n  d er S eri n -v er k n ü pft e n mt O C M -

G e n e  wir kt.  S c hli e ßli c h  z ei gt  di es e  St u di e,  d ass  d er  a uf g e d e c kt e  St off w e c hs el w e g als 

all g e m ei n er S c h ut z m e c h a nis m us d er I ns el z ell e n v or d er H y p ers e kr eti o n  v o n I ns uli n  f u n gi ert 

u n d ni c ht all ei n a uf di e B e h a n dl u n g mit D X O b es c hr ä n kt ist . 

Z us a m m e nf ass e n d z ei gt di es e St u di e, d ass  I ns el zell e n d as z ell ul är e Ü b erl e b e n g e g e n ü b er 

d er  s e kr et oris c h e n  F u n kti o n  pri orisi er e n ,  i n d e m  si e  di e  A kti vit ät  d es mt O C M  st ei g er n, u m 

str ess b e di n gt e  S c h ä d e n b e w älti g e n  z u  k ö n n e n .  Di es e  n e u e n  Er k e n nt niss e  ü b er  d as 

Z us a m m e ns pi el z wis c h e n  I ns el z ell-S c h ut z u n d d er e n F u n kti o n alit ät  tr a g e n z u ei n e m b ess er e n 
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V er st ä n d ni s  d er I ns el zell -P h ysi ol o gi e b ei  u n d  d e ut e n  a uf  di e  M ö gli c h k eit  hi n,  d ass  d as  

f orts c hr eit e n d e A bst er b e n  d er I ns elz ell e n d ur c h  d as  V erri n g er n  d er  I ns uli n -H y p ers e kr eti o n 

u n d  d es  I ns el z ellstr ess es  gr u n ds ät zli c h z u  st o p p e n  o d er  u m z u k e hr e n  ist. Di es  k ö n nt e 

m ö gli c h er w ei s e  d e n  W e g  f ür  pr ä v e nti v e  o d er  k ur ati v e  B e h a n dl u n g e n  d er  P at h o p h ysi ol o gi e 
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I ntr o d u cti o n 

 5  

T h e i nt er a cti o ns of p a n cr e ati c h or m o n es ar e  of vit al i m p ort a n c e a n d k e e p t h e b o d y gl u c os e 

h o m e ost asis i n a st a bl e b al a n c e, pr es er vi n g n or m al B G c o n c e ntr ati o ns ( e u gl y c e mi a) b et w e e n 

3. 9 –  5. 6 m m ol/ L ( 7 0 –  1 0 0 m g/ d L) aft er f asti n g a n d b el o w 1 1 m m ol/ L ( < 2 0 0 m g/ d L) 2 h o urs 

p ost pr a n di al .1 7, 1 8  Di sr u pti o n s i n t h es e i ntri c at e h or m o n al i nt er a cti o ns c a n l e a d t o m et a b oli c 

dis or d ers, s u c h as i m p air e d gl u c os e h o m e ost asis, i ns uli n r esist a n c e, a n d ot h er d ysr e g ul ati o ns, 

c o ntri b uti n g  t o  t h e  d e v el o p m e nt  of  di a b et es  m ellit us. 2, 4, 7 -9  T h er ef or e,  u n d erst a n di n g  t h e 

str u ct ur es  a n d  f u n cti o n aliti es  of  t h e  p a n cr e as  is  f u n d a m e nt al  i n  u n d erst a n di n g  m et a b oli c 

dis or d ers a n d d e v el o pi n g t ar g et e d i nt er v e nti o ns f or t h eir m a n a g e m e nt.  

3. 2  T h e d y n a mi c r ol e of b et a c ell s : T r a n sf or mi n g s e n si ng  i nt o m et a b oli c a cti o n 

P a n cr e ati c b et a c ell s pl a y a f u n d a m e nt al r ol e i n t h e r e g ul ati o n of B G l e v els t hr o u g h a hi g hl y 

c o or di n at e d pr o c ess of i ns uli n s e cr eti o n. T his m e c h a nis m i n v ol v es a s eri es of m ol e c ul ar e v e nts 

t h at r es p o n d t o c h a n g es i n B G c o n c e ntr ati o n. T hr o u g h t h e isl et v as c ul ari z ati o n , gl u c os e e nt ers 

t h e b et a c ell s vi a t h e gl u c os e tr a ns p ort er  2  (G L U T -2 ). O n c e i ntr a c ell ul ar, gl u c os e u n d er g o es 

gl y c ol ysis,  tri c ar b o x yli c  a ci d  ( T C A)  c y cl e , a n d  el e ctr o n  tr a ns p ort  c h ai n  ( E T C)  l e a di n g  t o 

a d e n osi n e tri p h os p h at e ( A T P) g e n er ati o n. 1 9  T h e e l e v at e d r ati o of A T P / a d e n osi n e di p h os p h at e 

( A D P) i n hi bits  A T P -s e nsiti v e p ot assi u m ( K A T P ) c h a n n el s, c a usi n g m e m br a n e d e p ol ari z ati o n a n d 

t h e o p e ni n g of v olt a g e-d e p e n d e nt  c al ci u m c h a n n els  ( V D C C), f a cilit ati n g c al ci u m i nfl u x i nt o t h e 

b et a c ell .2 0 -2 2  T h e r e s ulti n g i n cr e as e i n c yt os oli c C a 2 +  c o n c e ntr ati o n pl a ys a cr u ci al r ol e i n t h e 

e x o c yt osis  of  m at ur e  i ns uli n -c o nt ai ni n g  gr a n ul es. 2 3  C al ci u m  sti m ul at es  t h e  f usi o n  of  i ns uli n 

gr a n ul es  wit h  t h e  pl as m a  m e m br a n e,  r es ulti n g  i n  t h e  r el e as e  of  i ns uli n  i nt o  t h e  bl o o d 

cir c ul ati o n. 2 4, 2 5  

I n a d diti o n t o gl u c os e, v ari o us f a ct ors m o d ul at e i ns uli n s e cr eti o n. I n cr eti n h or m o n es, 

s u c h  as  gl u c a g o n -li k e  p e pti d e  1  ( G L P-1),  p ot e nti at e  i ns uli n  s e cr eti o n  u p o n  n utri e nt 

i n g esti o n.2 6 -2 8  G L P -1  a ct s  t hr o u g h  t h e  G L P -1  r e c e pt or ( G L P-1 R) o n b et a  c ell s,  a cti v ati n g 

a d e n yl at e c y cl as e a n d el e v ati n g c y cli c a d e n osi n e m o n o p h os p h at e ( c A M P) l e v els 2 9 . I n cr e a s e d 

c A M P  l e v els  sti m ul at e  pr ot ei n  ki n as e  A  ( P K A),  w hi c h  p h os p h or yl at es  pr ot ei ns  i n v ol v e d  i n 

i ns uli n e x o c yt osis, t h er e b y e n h a n ci n g t h e r el e as e of i ns uli n.2 9, 3 0  H o w e v er, t h e d eli c at e b al a n c e 

of gl u c os e r e g ul ati o n is disr u pt e d w h e n b et a c ell s e x p eri e n c e i m p air m e nt i n i ns uli n s e cr eti o n 

s u c h  as b et a  c ell  d ysf u n cti o n , d e - or  tr a ns -diff er e nti ati o n,  a n d  a p o pt osis, c a usi n g  b et a  c ell  

d e mis e w hi c h i n t ur n c o ntri b ut es  t o t h e d e v el o p m e nt of D M  a n d v ari o us c o m pli c ati o ns t h at 

aff e ct m ulti pl e or g a n s yst e ms. 3 1, 3 2  T h er ef or e, u n d erst a n di n g t h e r ol e of b et a c ell  f u n cti o n alit y 
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K
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A T P
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A T P

V olt a g e- d e p e n d e nt
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Gr a n ul e

A d e n yl at e
C y cl a s e
( A C)

c A M P

P K A

A T P/ A D P
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3. 3  Di a b et e s m ellit u s: A c hr o ni c b attl e f or p ati e nt s a n d s o ci et y  

Di a b et es  m ellit us  is a  pr o gr essi v e  m et a b oli c  dis e as e c h ar a ct eri z e d  b y  c hr o ni c all y  el e v at e d 

bl o o d gl u c os e l e v els, r es ulti n g fr o m a d ysr e g ul ati o n of h or m o n al gl u c os e h o m e ost asis.  T his 

h or m o n al d ysr e g ul ati o n m ai nl y r es ults  fr o m i m p air e d i ns uli n pr o d u cti o n a n d s e cr eti o n, i ns uli n 

r esist a n c e o f p eri p h er al tiss u es, or a c o m bi n ati o n of b ot h .3 2, 3 9 -4 1  I n a d diti o n t o h y p er gl y c e mi a, 

a n d  t h e  o ns et  of c h ar a ct eristi c c o n c o mit a nt  s y m pt o ms  s u c h  as  p ol y p h a gi a  (i n cr e as e d 

a p p etit e), p ol y di psi a ( e x c essi v e t hirst), p ol y uri a (fr e q u e nt uri n ati o n), w ei g ht l oss, a n d f ati g u e, 

di a b et es  c a n  b e  di a g n os e d b y v ari o us  t ests. 4 2, 4 3  T h e s e  t e st s  i n cl u d e  f or  e x a m pl e  t h e 

m e as ur e m e nt of pl as m a gl u c os e l e v els d uri n g a n or al gl u c os e t ol er a n c e t est ( O G T T) or t h e 

d et er mi n ati o n  of  gl y c at e d  h e m o gl o bi n  v al u e  ( H b A 1 c),  w hi c h  r efl e cts  t h e  gl y c ati o n  l e v el  of 

h e m o gl o bi n  ( H b), c o m m o nl y  us e d  as  i n di c at or  f or  c hr o ni c h y p er gl y c e mi a  (³ 6. 5 % or ³ 4 8 

m m ol/ m ol ).4 4 -4 6  U ntr e at e d  di a b et es is  a s eri o us ris k  f a ct or  f or s e v er e  s e c o n d ar y  l o n g -t er m 

c o m pli c ati o ns,  i n cl u di n g  c ar di o v as c ul ar  dis e as es, r eti n o p at h y, n e ur o p at hi es,  n e p hr o p at h y , 

i n cr e as e d  s us c e pti bilit y  t o  i nf e cti o ns,  a n d  c a n c er,  or c a n  e v e n  i n d u c e life -t hr e at e ni n g 

c o n diti o ns li k e st u p or, c o m a or k et o a ci d osis, fi n all y l e a di n g t o d e at h .4 5, 4 7 -4 9  T o pr e v e nt t h es e 

c o m or bi diti es  a n d m ai nt ai n a st a bl e lif e q u alit y, e arl y di a g n os is a n d  eff e cti v e  m a n a g e m e nt  of 

di a b et es , t hr o u g h c o nst a nt B G  m o nit ori n g a n d  r e g ul ar  i nt a k e  of a p pr o pri at e  B G -l o w eri n g 

m e di c ati o ns or i ns uli n i nj e cti o ns , ar e cr u ci al . 

T h e eti ol o g y  of D M  is  m ultif a ct ori al  a n d a  c o m bi n ati o n  of  g e n eti c pr e dis p ositi o n, 

e n vir o n m e nt al  f a ct ors ,  n utriti o n, a n d  a  s e d e nt ar y  lif est yl e ar e  c o nsi d er e d  t o  b e  t h e  m ai n 

tri g g er  of  t his m et a b oli c  dis or d er ,  w hi c h s h o w diff er e nt p h e n ot y p es  a n d 

p at h o m e c h a nis ms .2 2, 3 2, 4 1  T y p e  1  D M  ( T 1 D M)  is  a n  a ut oi m m u n e  dis e as e r es ulti n g  fr o m  t h e 

i m m u n e-m e di at e d d estr u cti o n of i ns uli n -s e cr eti n g b et a c ell s, a c c o u nti n g  f or a b o ut 5  –  1 0 % of 

all di a b et es c as es , c o m m o nl y o b s er v e d i n c hil d h o o d or a d ol es c e n c e .2 2, 5 0  T h e br e a k d o w n of 

s elf -t ol er a n c e  l e a ds  t o  t h e  i nfiltr ati o n of p a n cr e ati c  isl ets  b y a ut or e a cti v e  i m m u n e  c ells, 

i niti ati n g i nfl a m m at or y pr o c esses  a n d pr o gr essi v e b et a c ell  d e mis e .5 1  I n c o ntr a st t o c o m m o n 

n oti o n, s e v er al p ost -m ort e m a n al ys es of p a n cr e as fr o m i n di vi d u als wit h T 1 D M r e v e al e d n o 

c o nsist e nt r e d u cti o n of b et a c ell  m ass a n d v ol u m e , s u g g est i n g t h at p ersist e nt isl et d ysf u n cti o n 

r at h er t h a n r e d u c e d b et a c ell m ass, pl a ys a f u n d a m e nt al r ol e i n t h e o ns et of T 1 D M .3 8, 5 2 -5 5  Si n c e 

e n d o g e n o u s i ns uli n pr o d u cti o n is dr a m ati c all y l o w or n ot pr es e nt i n T 1 D M, t his D M s u bt y p e  

r e q uir es lif e-l o n g e x o g e n o us i ns uli n s u p pl e m e nt ati o n vi a i nj e cti o n a n d is t h er ef or e c o n si d er e d 

i ns uli n-d e p e n d e nt. 5 0  M or e o v er,  e n vir o n m e nt al  f a ct ors,  i n cl u di n g  vir us  i nf e cti o n  d uri n g 



I ntr o d u cti o n 

 8  

pr e g n a n c y a n d c hil d h o o d, f or ei g n a nti g e ns i n i nf a nt n utriti o n, a n d c hil d h o o d v a c ci n ati o n, h a v e 

b e e n i m pli c at e d as p ot e nti al tri g g ers f or T 1 D M. 5 6, 5 7  

T y p e 2  D M  ( T 2 D M) is  t h e  m ost  c o m m o n  D M  f or m, a c c o u nti n g  f or  a p pr o xi m at el y 

9 0  –  9 5 % of c as es .1 8  I n a d diti o n t o b et a c ell  d ysf u n cti o n a n d d e mis e, a k e y c h ar a ct eristi c of 

T 2 D M i n v ol v es t h e pr o gr essi v e d e v el o p m e nt of i ns uli n r esist a n c e i n p eri p h er al tiss u es, s u c h 

as  li v er,  s k el et al  m us cl es,  a n d  a di p os e  tiss u e,  w hi c h  is  t h o u g ht  t o  aris e  fr o m  t h e  e x c essi v e 

a c c u m ul ati o n  of  f at  ( h y p erli pi d e mi a)  a n d  its  li p ot o xi c  m et a b olit es. 2 2, 3 9, 5 8 -6 0  T h er ef or e,  t h e 

i n ci d e n c e of T 2 D M i n cr e as es wit h a g e, b ut p h ysi c al i n a cti vit y a n d e n vir o n m e nt al f a ct ors pl a y 

a si g nifi c a nt r ol e i n its eti ol o g y  as w ell , wit h g e n eti c f a ct ors als o c o ntri b uti n g.2 2, 3 9  L o n git u di n al 

c o h ort  st u di es,  s u c h  as  t h e  G er m a n  Di a b et es  St u d y  ( G D S),  r e v e al e d  gr e at  v ari a bilit y  i n  t h e 

s e v er e n ess  of  b et a  c ell  d ysf u n cti o n  a n d  p eri p h er al  i ns uli n  r esist a n c e,  as  w ell  as i n  t h e 

h et er o g e n eit y of  m a nif est e d s e c o n d ar y dis e as es i n T 2 D M p ati e nts. 6 1 -6 3  T h e s e diff er e n c es ar e 

t h o u g ht t o aris e fr o m t h e i ntri c at e i nt er pl a y of v ari o us ris k f a ct ors, l e a di n g t h e c at e g ori z ati o n  

of f oll o wi n g T 2 D M cl ust ers :6 2 -6 4  s e v er e i n s uli n -d efi ci e nt di a b et es ( SI D D), mil d o b esit y -r el at e d 

di a b et es  ( M O D),  mil d  a g e -r el at e d  di a b et es  ( M A R D),  a n d  s e v er e  i ns uli n-r esist a nt  di a b et es 

( SI R D).6 2  H o w e v er,  T 2 D M  is  c o nsi d er e d  n o n -i ns uli n-d e p e n d e nt,  si n c e  lif est yl e  i nt er v e nti o ns 

s u c h  as  di et  a n d  e x er cis e  or  or al  m e di c ati o ns  ar e  i niti all y  eff e cti v e  i n  its  m a n a g e m e nt  or 

r e v ersi bilit y.1 8, 6 5, 6 6  I nj e cti o n of b as al or b ol us i ns uli n ar e o nl y r e q uir e d i n v er y s e v ere  or l at e  

st a g es  of  T 2 D M,  d u e  t o  t h e  pr o gr essi v e  n at ur e  of  t h e  p at h o p h ysi ol o g y. 6 7  N ot a bl y, r e c e nt 

st u di es i n di c at e t h at  i n e arl y-o ns et T 2 D M a n d i ns uli n -d e p e n d e nt c as es, dr asti c i nt er v e nti o ns 

s u c h as b ari atri c s ur g er y or hi g hl y r estri ct e d c al ori c di ets c a n off er p arti al r e v ers al of f u n cti o n al 

i m p air m e nt, c h all e n gi n g t h e n oti o n of T 2 D M's irr e v ersi bilit y.6 6, 6 8 -7 1  

Ot h er , b ett er d efi n e d f or ms of di a b et es, ar e r el ati v el y r ar e ( 1 –  2 % of all c as es) a n d 

m or e  s p e cifi c D M  s u b t y p es, w hi c h  ar e  eit h er ass o ci at e d  wit h  h y p er gl y c e mi a  i n  pr e g n a n c y 

( HI P), aris e  fr o m  s p e cifi c  m o n o g e ni c  d ef e cts  i n b et a  c ell  f u n cti o n alit y,  s u c h  as  n e o n at al 

di a b et es m ellit us  ( N D M) a n d m at urit y-o ns et di a b et es of t h e y o u n g ( M O D Y) , or r es ult fr o m 

s e c o n d ar y c a us es s u c h as dis e as es of t h e e x o cri n e p a n cr e as, i nt a k e of m e di c ati o ns, a n d vir al 

i nf e cti o ns.2 2, 7 2 -7 5  HI P  c o m pri s e s  g est ati o n al  di a b et es  m ellit us  i n  pr e g n a n c y  ( DI P)  a n d 

g est ati o n al di a b et es m ellit us ( G D M), w hi c h ar e b ot h di a g n os e d d uri n g pr e g n a n c y f or t h e first 

ti m e.  DI P  is  m ostl y  ass o ci at e d  wit h  pr e-e xisti n g  D M  or  di a g n os e d  wit hi n  e arl y  pr e g n a n c y, 

G D M, w hi c h is t h e m ost c o m m o n HI P f or m ( 8 4 % of all HI P c as es), is di a g n os e d i n t h e s e c o n d 

a n d t hir d tri m est er of pr e g n a n c y. 7 6, 7 7  O n t h e ot h er h a n d, M O D Y  is a n e arl y -o ns et , n o n -i ns uli n-
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3. 4  T h e d o mi n o e ff e ct: T h e r ol e of c ell str e s s i n tri g g eri n g m et a b oli c d i s or d er s 

B esi d es a g e n eti c pr e dis p ositi o n, e x o g e n o us f a ct ors  s u c h as  n utriti o n,  p h ysi c al i n a cti vit y, a n d 

str ess  pl a y  a  pi v ot al  r ol e i n  t h e  d e v el o p m e nt a n d  pr o gr essi o n  of  m et a b oli c  dis or d ers . It  is 

wi d el y  r e c o g ni z e d  t h at  i n t h e l o n g-t er m, t h es e  f a ct ors  c orr el at e  wit h  t h e  o ns et  of 

c o m or bi diti es li k e el e v at e d c h ol est er ol l e v els, h y p ert e nsi o n, a n d h y p erli pi d e mi a , c ul mi n ati n g 

i n a n i n cr e ase d ri s k f or o b esit y a n d T 2 D M. 8 7 -8 9  N ot a bl y, o b esit y, w hi c h is d efi n e d as a b o d y 

m ass i n d e x ( B MI) a b o v e 3 0 k g/ m 2 , e x hi bits  a pr of o u n d p at h o p h ysi ol o g y  ass o ci at e d wit h  T 2 D M, 

t er me d  " di a b esit y " .9 0 -9 3  E x c e s si v e  w ei g ht  g ai n  a n d t h e  e x p a nsi o n  of vis c er al a di p os e  tiss u e  

( V A T)  w er e  s h o w n  t o tri g g er  t h e  r el e as e  of  pr o-i nfl a m m at or y a di p o ki n es  a n d  c yt o ki n es, 

cr e at i n g a  pr o -i nfl a m m at or y  mi cr o e n vir o n m e nt  t h at  c o m pr o mis es  i ns uli n  s e nsiti vit y  i n 

p eri p h er al tiss u es as w ell as p a n cr e ati c b et a c ell  f u n cti o n alit y a n d s ur vi v al .9 4, 9 5  I n a d diti o n t o 

li p ot o xi cit y, str ess -i n d u c e d r el e as e of gl u c o c orti c oi ds  i n hi bits gl u c os e u pt a k e b y m us cl es a n d 

a di p os e tiss u e, disr u pti n g t h e gl u c os e h o m e ost asis a n d pr o m oti n g  i ns uli n r esist a n c e.8 7, 8 8  U p o n 

t h e i n d u cti o n of isl et d ysf u n cti o n a n d i ns uli n r esist a n c e, b et a c ell s stri v e t o c o m p e ns at e f or 

i n cr e as e d i ns uli n d e m a n d t hr o u g h m e c h a nis ms s u c h as e n h a n c e d pr olif er ati o n a n d e x p a nsi o n 

of b et a c ell  m ass .9 3, 9 6  H o w e v er, t hi s c o m p e ns at or y st at e is tr a nsi e nt as pr ol o n g e d e x p os ur e t o 

a d v ers e c o n diti o ns l e a ds t o b et a c ell  e x h a usti o n, d ysf u n cti o n, a n d ulti m at el y d e mis e. 3 1, 9 3, 9 6  

T h e  s u st ai n e d m et a b oli c  str ess  c a us e d  b y  c hr o ni c  e x p os ur e  t o  el e v at e d  gl u c os e  l e v els, 

li p ot o xi cit y,  a n d  pr o-i nfl a m m at or y  c yt o ki n es, i n d u c es a  c as c a d e  of  d etri m e nt al  e v e nt s,  as 

th es e str ess ors tri g g er t h e a cti v ati o n of e n d o pl as mi c r eti c ul u m ( E R ) str ess a n d o xi d ati v e str ess, 

w hi c h pl a y pi v ot al r ol es i n b et a c ell  f ail ur e a n d  m et a b oli c dis or d ers .9 7 -1 0 0  H e n c e, u n d erst a n di n g 

t h e c e ntr al m e c h a nis ms t h at l e a d t o b et a c ell  d e mis e  is cr u ci al f or eff e cti v e T 2 D M pr e v e nti o n 

a n d m a n a g e m e nt str at e gi es.  

  



I ntr o d u cti o n 

 1 1  

3. 4. 1  E R  s tr e s s: F r o m s ur vi v al t o d e mi s e  

E R  str ess  pl a ys  a  cr u ci al  r ol e  i n  t h e  p at h o p h ysi ol o g y  of  T 2 D M. 1 0 1 -1 0 3  T h e  a c c u m ul ati o n  of 

misf ol d e d or u nf ol d e d pr ot ei ns wit hi n t h e E R l e a ds t o E R str ess, w hi c h is  k n o w n t o b e  a m aj or 

c o ntri b ut or t o isl et d ysf u n cti o n. 1 0 2 -1 0 4  B et a c ell s h e a vil y r el y o n pr o p er E R a cti vit y f or c orr e ct 

f ol di n g, p ost -tr a nsl ati o n al  m o difi c ati o n, a n d  m at ur ati o n  of  i ns uli n  m ol e c ul es .9 7, 9 8, 1 0 5  

C h a p er o n e s , w hi c h ar e l o c at e d i n t h e E R l u m e n e ns ur e t h e c orr e ct  pr ot ei n f ol di n g a n d pr e v e nt 

pr ot ei n a g gr e g ati o ns d uri n g pr ot ei n bi os y nt h esis. 1 0 6, 1 0 7  H o w e v er, p ersist e nt i ns uli n d e m a n d , 

s u c h  as  i n  c o n diti o ns  li k e  h y p er gl y c e mi a,  o v erstr ai n  t h e  E R's  c a p a cit y,  disr u pti n g  E R 

h o m e ost asis  a n d  tri g g eri n g  E R  str ess .3 2, 9 8, 1 0 8  T hi s  str e s s  a cti v at es  t h e  u nf ol d e d  pr ot ei n 

r es p o ns e ( U P R), a c ell ul ar m e c h a nis m ai m e d at r est ori n g E R h o m e ost asis. T h e i niti al tri g g er of 

t h e  U P R  c as c a d e  is t h e  a c c u m ul ati o n  of  misf ol d e d  or  u nf ol d e d  pr ot ei ns, l e adi n g  t o  t h e 

diss o ci ati o n of Bi P (b i n di n g i m m u n o gl o b uli n pr ot ei n), als o k n o w n as G R P 7 8 ( 7 8 k D a gl u c o s e -

r e g ul at e d pr ot ei n) e n c o d e d b y t h e H e at S h o c k Pr ot ei n F a mil y A M e m b er 5 g e n e (Hs p a 5 ), fr o m 

t h e  l u mi n al  d o m ai ns  of t h e  t hr e e  m ai n tr a ns m e m br a n e  U P R  s e ns ors: i n osit ol-r e q uiri n g 

e n z y m e 1 (I R E 1), a cti v a ti n g tr a ns cri pti o n f a ct or 6 ( A T F 6), a n d pr ot ei n ki n as e R N A -li k e E R ki n as e 

( P E R K).9 7, 1 0 6  T h es e U P R  br a n c h es w or k c o o p er ati v el y t o all e vi at e E R str ess  b ut  pr ol o n g e d a n d 

u nr es ol v e d  E R  str ess  c a n l e a d  t o isl et d ysf u n cti o n,  d e diff er e nti ati o n , o xi d ati v e  str ess,  a n d 

ulti m at el y, b et a c ell  a p o pt osis. 9 8, 1 0 2, 1 0 9, 1 1 0  P E R K p h o s p h or yl at es e u k ar y oti c i niti ati o n f a ct or 2 

(eI F 2 α ),  l e a di n g  t o  t h e  att e n u ati o n  of  pr ot ei n  tr a nsl ati o n  a n d  a cti v ati o n  of a cti v ati n g 

tr a ns cri pti o n f a ct or 4  (A T F 4 ). N ot a bl y , A T F 4 pl a ys a criti c al r ol e i n m ai nt ai ni n g c ell ul ar i nt e grit y  

b y  r e g ul ati n g t h e  e x pr essi o n  of k e y g e n es  i n v ol v e d  i n  a mi n o  a ci d ( A A) m et a b olis m,  r e d o x 

h o m e ost asis a n d a p o pt osis .1 0 5, 1 1 1 -1 1 4  H o w e v er, s t u di es i n di c at e t h at t h e a cti v ati o n of t h e A T F 4 -

ass o ci at e d  U P R  br a n c h  c o ntri b ut es  t o isl et d ysf u n cti o n  a n d  t h e  p at h o g e n esis  of 

di a b et es. 1 0 1, 1 0 5, 1 1 5  I n  f a ct,  e n h a n c e d  E R  str ess  a n d  el e v at e d e x pr es si o n  l e v el s  of A T F 4 -

ass o ci at e d  m e m b ers h a v e  b e e n  o bs er v e d  i n b et a  c ell s  of  p a n cr e ati c  s e cti o ns  fr o m  T 2 D M  

p ati e nts  a n d isl ets fr o m mi c e of t h e T 2 D M m o us e m o d el str ai n  d b /d b .1 0 3, 1 1 6, 1 1 7  T hi s i n di c at e s 

a dir e ct ass o ci ati o n b et w e e n E R str ess, A T F 4, a n d t h e d e v el o p m e nt of T 2 D M, as i m b al a n c e d 

E R  h o m e ost asis  is als o li n k e d  t o  d e cr e as e d  gl u c os e-sti m ul at e d  i ns uli n  s e cr eti o n  ( G SI S), 

pr o vi di n g  f urt h er  e vi d e n c e  of  its  i n v ol v e m e nt  i n  T 2 D M  p at h o p h ysi ol o g y. 1 1 8 -1 2 0  T h u s, 

el u ci d ati n g  t h e  i ntri c at e  i nt er pl a y  b et w e e n  E R  str ess,  a p o pt osis, o xi d ati v e  str ess  r e g ul ati o n 

a n d i ns uli n s e cr eti o n of b et a c ell s  mi g ht  b e  cr u ci al f or d e v el o pi n g t h er a p e uti c i nt er v e nti o ns t o 

pr es er v e b et a c ell  vi a bilit y a n d f u n cti o n i n h e alt h a n d di a b et es . 
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C o m m o nl y, R O S  ar e g e n er at e d  as a b y -pr o d u ct  of t h e E T C i n mit o c h o n dri a d uri n g c ell ul ar 

A T P  pr o d u cti o n .1 3 2  I n f a ct, t h e y ar e m ai nl y g e n er at e d b y el e ctr o n l e a ki n g at  n u m er o us sit es 

wit hi n t h e E T C. 1 3 3  U n d er h e alt h y p h ysi ol o gi c al c o n diti o ns, t h e c ell s  m ai nt ai n a d eli c at e b al a n c e 

b et w e e n  t h e  pr o d u cti o n  a n d  eli mi n ati o n  of  R O S  t hr o u g h  t h e  c ell ul ar  a nti o xi d a nt  d ef e ns e 

s yst e m. A nti o xi d a nt e n z y m es, s u c h as s u p er o xi d e dis m ut as e ( S O D), c at al as e, a n d gl ut at hi o n e 

p er o xi d as e  ( G P x),  w or k  t o g et h er  t o  n e utr ali z e  R O S  a n d  pr e v e nt  o xi d ati v e  d a m a g e. 1 3 2  I n 

c o ntr a st t o c o m m o n n oti o n, R O S is n ot o nl y a h ar mf ul b y -pr o d u ct w hi c h n e c essit at es t o b e 

r a pi dl y  n e utr ali z e d,  b ut pl a ys  f u n cti o n al  r ol es as  w ell . I n d e e d,  R O S  als o s er v e  as si g n ali n g 

m ol e c ul e s  f or v ari o us c ell ul ar pr o c ess es i n cl u di n g o xi d ati v e m o difi c ati o n of n u m er o us pr ot ei n 

t y p es, s u c h  as  e n z y m es,  i o n  c h a n n els,  a n d  tr a ns cri pti o n  f a ct ors,  st a bilis ati o n  of  pr o c ess es 

d uri n g pr olif er at i o n, a n d c ell f at e r e g ul ati o n.1 3 3  P arti c ul arl y n ot e w ort h y is t h eir ess e nti al r ol e 

a n d i ntri g ui n g f e at ur e i n tri g g er i n g t h e G SI S i n b et a c ell s. 1 2 5, 1 3 4  H o w e v er, e x c essi v e R O S , arisi n g 

f or  e x a m pl e  fr o m  d ysf u n cti o n al  mit o c h o n dri a, o v er str ai n s  t h e  a nti o xi d a nt  d ef e ns e  s yst e m, 

c a usi n g o xi d ati v e str ess .1 3 2  Si mil ar eff e cts w er e s h o w n t o b e i n d u c e d b y h y p er gl y c e mi a  a n d 

t h e r es ulti n g G SI S , i n i ns uli n o m a c ells of mi c e, r ats , a n d i n h u m a n p a n cr e ati c isl ets, wit h H 2 O 2  

dir e ctl y d eri vi n g fr o m t h e E T C. 1 2 4, 1 2 5  

I n  T 2 D M, c hr o ni c h y p er gl y c e mi a,  i n cr e as e d  f att y  a ci d  l e v els,  a n d  t h e  a cti v ati o n  of 

i nfl a m m at or y pr o c ess es  ar e c o nsi d er e d t h e m ai n tri g g ers f or el e v at e d  R O S pr o d u cti o n  a n d 

b et a c ell  d e mis e .9 9, 1 2 1, 1 3 5, 1 3 6  A d diti o n all y, th es e f a ct ors l e a d t o t h e a c c u m ul ati o n of a d v a n c e d 

g l y c ati o n e n d ( A G E)  pr o d u cts , w hi c h ar e c o m p o u n ds d eri vi n g fr o m n o n -e n z y m ati c  i nt er a cti o n 

of gl u c o s e  wit h pr ot ei ns, li pi ds, or n u cl ei c a ci ds. 1 3 7, 1 3 8  A G E s dir e ctl y g e n er at e r e a cti v e  R O S a n d 

a cti v at e r e c e pt or -m e di at e d p at h w a ys t h at l e a d t o  f urt h er i nfl a m m ati o n, ulti m at el y w ors e ni n g 

o xi d ati v e str ess i n T 2 D M. 1 3 7, 1 3 8  D u e t o t h e hi g hl y r e a cti v e n at ur e  of R O S , t h e y i niti at e c h ai n 

r e a cti o ns w hi c h c a n f urt h er pr o p a g at e t h e o xi d ati v e d a m a g e t o c ell ul ar c o m p o n e nts s u c h as 

li pi ds, pr ot ei ns, a n d D N A, l e a di n g t o disr u pti o n of t h eir str u ct ur es a n d f u n cti o n aliti es.9 9, 1 2 1, 1 3 5  

I n p arti c ul ar, it w as o bs er v e d t h at R O S c a n i nt erf er e wit h t h e r e g ul ati o n of c al ci u m l e v els a n d 

c o m pr o mis e t h e i nt e grit y a n d fl ui dit y of b et a c ell  m e m br a n es b y li pi d p er o xi d ati o n, aff e cti n g 

t h e i ns uli n r el e as e i n r es p o ns e t o gl u c os e sti m ul ati o n.1 3 9, 1 4 0  I n d e e d, i n cr e as e d b y-pr o d u cts of 

li pi d p er o xi d ati o n a n d o xi d ati v e str ess m ar k ers h a v e b e e n o bs er v e d i n i n di vi d u als wit h o b esit y 

a n d  T 2 D M .1 4 1, 1 4 2  F urt h er,  R O S  c a n  r e a ct  wit h  pr ot ei ns, c a usi n g  o xi d ati v e  m o difi c ati o ns  of 

a mi n o  a ci d  r esi d u es,  f or m ati o n  of  pr ot ei n  a d d u cts,  a n d  cr oss -li n ki n g  of  pr ot ei ns.1 2 4  S u c h 

m o difi c ati o ns i m p air pr ot ei n str u ct ur e s , disr u pt e n z y m ati c a cti vit y, a n d i nt erf er e wit h pr ot ei n 
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3. 5  T h e o n e -c ar b o n m et a b oli s m: C o m pl e xiti e s of r e d o x r e g ul ati o n a n d c ell f at e  

A m o n g all m et a b oli c p at h w a y s , t h e o n e-c ar b o n m et a b olis m ( O C M) st a n ds o ut as o n e of t h e 

m ost cr u ci al m e c h a nis ms  f or s af e g u ar di n g  c ell ul ar p h ysi ol o g y i n h e alt h a n d all e vi at i n g str ess  

d uri n g c ell ul ar str ess c o n diti o ns . T h e O C M is a bi o c h e mi c al n et w or k of cr u ci al i m p ort a n c e f or 

t h e  vit alit y  a n d  f u n cti o n alit y  of m a n y  c ell  t y p es .1 4 7 -1 4 9  It  i s  i ntri c at el y  i n v ol v e d  i n m ulti pl e  

c ell ul ar r ol es, m ost n ot a bl y c ell pr olif er ati o n a n d a nti o xi d a nt d ef e ns e m e c h a nis ms. 1 4 7 -1 4 9  T hi s 

v er s atil e  p at h w a y o p er at es a cr oss di ff er e nt c ell ul ar c o m p art m e nts, i n cl u di n g c yt o pl as m a n d 

mit o c h o n dri a, r e g ul ati n g a r a n g e of f u n cti o ns w hi c h ar e cr u ci al f or c ell ul ar h o m e ost asis. 1 5 0 -1 5 2  

T h e k e y m et a b oli c pr o c ess es r e g ul at e d i n t h e O C M s p a n fr o m r e d o x c o ntr ol a n d a mi n o a ci d 

r e c y cli n g  t o  n u cl e oti d e  s y nt h esis  a n d  m et h yl ati o n  r e a cti o ns, e v e n e xt e n di n g  t o  e pi g e n eti c 

r e g ul ati o ns.1 5 0 -1 5 2  F urt h er m or e, it is f u n d a m e nt al f or t h e g e n er ati o n a n d r e c y cli n g of a mi n o 

a ci d s s u c h as gl y ci n e a n d m et hi o ni n e . Ulti m at el y , t h e O C M pl a ys a n ess e nti al r ol e  i n c ell ul ar 

r e d o x  r e g ul ati o n,  pr o vi di n g  ess e nti al  r e d o x  e q ui v al e nts  a n d  a nti o xi d a nts s u c h  as  t h e 

gl ut at hi o n e, t o  s af e g u ar d c ells a g ai nst o xi d ati v e str ess. 1 5 3, 1 5 4  

T hi s  c o m pl e x  p at h w a y  is  f urt h er  s u b di vi d e d  i nt o  t hr e e  pri m ar y  s u b -p at h w a ys ,  n a m el y t h e 

f ol at e c y cl e, m et hi o ni n e c y cl e, a n d tr a nss ulf ur ati o n p at h w a y, e a c h wit h disti n ct y et i nt erli n k e d 

r e a cti o ns. 1 5 5  T o  e x ert  it s  pr o p er  f u n cti o n,  t h e  O C M  r e q uir es f ol at e, as  m ai n  d o n or  of o n e -

c ar b o n  ( C 1 )-u nits , w hi c h  ar e  pi v ot al  f or  t h e  s y nt h esis  of  p uri n e  a n d  t h y mi di n e,  t h e 

r e g e n er ati o n of m et hi o ni n e, a n d t h e r e-m et h yl ati o n of t h e h ar mf ul  h o m o c yst ei n e .1 5 6, 1 5 7  T o 

t hi s e n d, t h e ess e nti al c o-f a ct or f ol at e, c o m m o nl y k n o w n  as  vit a mi n B 9  a n d w h os e s y nt h eti c 

f or m  is  r ef err e d  t o  as f oli c  a ci d, is  t a k e n  u p  b y n utriti o n  a n d  c o n v ert e d  i nt o its m et a b oli c 

f u n cti o n al f or m t etr a h y dr of ol at e ( T H F).1 5 8  N ot a bl y , t h e f ol at e c y cle c o nsists of a c yt os oli c a n d 

a  mit o c h o n dri al  br a n c h  c o m prisi n g  is o e n z y m es e n c o d e d  b y  disti n ct  g e n es, w hi c h  c at al y z e 

h o m ol o g o us r e a cti o ns .1 5 1, 1 5 9, 1 6 0  I n b ot h br a n c h es T H F is gr a d u all y m et a b oli z e d , usi n g s eri n e as 

C 1 -u nit d o n or. 1 5 0, 1 5 3, 1 6 1  T h e s e r e a cti o ns ar e c arri e d o ut, a m o n g ot h ers, b y t h e  O C M e n z y m es 

s eri n e  h y dr o x y  m et h yltr a nsf er as e  ( S H M T 1/ 2), m et h yl -tetr a h y dr of ol at e  d e h y dr o g e n as e  

( M T H F D 1/ 2),  a n d  al d e h y d e  d e h y dr o g e n as e  1  f a mil y  m e m b er  L  ( A L D H 1 L 1/ 2),  g e n er ati n g 

gl y ci n e a n d  ni c oti n a mi d e a d e ni n e di n u cl e oti d e ( N A D P H ) as b y -pr o d u cts. 1 5 3, 1 5 6  

T h e  m et hi o ni n e  c y cl e  is  cl os el y  i nt erli n k e d  wit h  t h e  f ol at e  c y cl e  t hr o u g h  t h e  r e -

m et h yl ati o n  of  h o m o c yst ei n e. 1 5 5  D uri n g  t h e s e  r e a cti o ns t h e  a mi n o  a ci d m et hi o ni n e a n d S -

a d e n os yl m et hi o ni n e ( S A M) , a n a d diti o n al  k e y C 1 -u nit  d o n or , ar e g e n er at e d. S A M is a criti c al 
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3. 6  C urr e nt T 2 D M tr e at m e nt s  a n d li mit ati o n s  

Tr e at m e nt a n d m a n a g e m e nt of di a b et es h a v e m a d e n ot a bl e a d v a n c e m e nts i n r e c e nt 

y e ars, i m pr o vi n g t h e lif e q u alit y of aff e ct e d p ati e nts. C urr e nt tr e at m e nt str at e gi es f or T 2 D M 

oft e n  f o c us  o n  s y m pt o m  m a n a g e m e nt  a n d  t h e  pr e v e nti o n  of  c o m pli c ati o ns,  r at h er  t h a n 

t ar g eti n g  t h e  u n d erl yi n g  c a us es  of  t h e  dis eas e.  H o w e v er,  t h e h et er o g e n eit y  i n eti ol o g y, 

p at h o m e c h a nis ms a n d cli ni c al c h ar a ct eristi cs of T 2 D M p ati e nts oft e n r e m ai n u n c o nsi d er e d i n 

dr u g pr es cri pti o n .1 6 2  O n e m aj or tr a diti o n al i nt er v e nti o n i n t h e i niti al m a n a g e m e nt of T 2 D M 

c o n si st s  of  lif est yl e m o difi c ati o n, s u c h as c al ori c r estri cti o n, i m pr o v e d p h ysi c al a cti vit y, a n d 

t h e  i nt a k e  of  or al  m e di c ati o ns.  T o  d at e, a  v ast  v ari et y  of  gl u c os e -l o w eri n g  m e di c ati o ns  is 

a v ail a bl e, e a c h diff eri n g i n t h eir m e c h a nis m of a cti o n ( M O A) a n d a d v ers e eff e cts. 1 6 3  A s a fir st -

li n e t h er a p y, M etf or mi n, b el o n gi n g t o t h e cl ass of bi g u a ni d es , i s wi d el y pr es cri b e d as  a n  or al 

m e di c ati o n  f or T 2 D M .  It eff e cti v el y  l o w ers  bl o o d  s u g ar  l e v els  b y  r e d u ci n g  li v er  gl u c os e 

pr o d u cti o n ( gl u c o n e o g e n esis) a n d e n h a n ci n g i ns uli n s e nsiti vit y. 1 6 4, 1 6 5  M etf or mi n mi g ht  c a us e 

g astr oi nt esti n al si d e eff e cts, s u c h as n a us e a or di arr h e a a n d is c o ntr ai n di c at e d i n s u bj e cts wit h 

ki d n e y i m p air m e nt or c o n diti o ns t h at mi g ht  l e a d t o l a cti c a ci d osis.1 6 6  D e s pit e t h e s e li mit ati o ns, 

m etf or mi n r e m ai ns a v al u a bl e a n d c o m m o nl y pr es cri b e d m e di c ati o n , es p e ci all y b e c a us e i niti al 

a p pr o a c h es  wit h  first -li n e  m e di c ati o ns  ar e  p arti c ul arl y  eff e cti v e  i n  t h e  e arl y  dis e as e 

st a g es. 1 6 4, 1 6 7  H o w e v er, first-li n e m e di c ati o ns ar e n ot a bl e t o h alt t h e pr o gr essi v e n at ur e of D M 

a n d t h eir l o n g -t er m effi c a c y is us u all y o bs er v e d t o di mi nis h o v er ti m e, n e c essit ati n g hi g h er 

d os a g e or t h e a d diti o n of s e c o n d -li n e tr e at m e nts1 6 8 -1 7 0 . 

T h e  s e c o n d -li n e  m e di c ati o n  us u all y  c om pri s es of  a  d u al  t h er a p y  oft e n  i n cl u d i n g 

s ulf o n yl ur e as, s u c h as  gli cl a zi d e , gli m e piri d e a n d gli b e n cl a mi d e  ( Gli b), i n a d diti o n t o i n cr eti n-

b as e d  m e di c ati o ns  s u c h  as  G L P -1 R  a g o nists  or di p e pti d yl  p e pti d as e  4  ( D P P -4)  i n hi bit ors. 2 2  

H o w e v er,  d u e t o its M O A, w hi c h c o nsists of  bl o c ki n g A T P -s e nsiti v e c h a n n els, s ulf o n yl ur e as 

c o ntri b ut e t o h y p o gl y c e mi a b y i n d u ci n g  gl u c o s e -i n d e p e n d e nt i ns uli n r el e as e.2 2, 1 7 1  I n c o ntr a st, 

G L P -1 R  a g o nists , s u c h as e x e n di n-4 ( E x -4) , e x ert t h eir eff e cts i n a gl u c os e -d e p e n d e nt m a n n er 

b y mi mi c ki n g t h e e n d o g e n o us i n cr eti n eff e ct, w hi c h sti m ul at es t h e s e cr eti o n of i ns uli n. 1 7 2, 1 7 3  

T h e  d ur ati o n  of  t his  eff e ct  is  r e g ul at e d  b y  D P P -4 ’s  a cti o n  i n  G L P-1  d e gr a d ati o n  a n d  c a n  b e 

e xt e n d e d b y t h e us e of D P P -4 i n hi bit ors. 1 6 5, 1 7 4  H o w e v er, t h e a d mi nistr ati o n of G L P -1 R a g o nists 

h as  a  hi g h  i n ci d e n c e  of  g astr oi nt esti n al  i m p air m e nts,  i n cl u di n g  n a us e a  a n d  v o miti n g. 1 7 2  

F urt h er m or e,  l o n g -t er m  us e  of  s ulf o n yl ur e as  a n d  G L P-1 R  a g o nists  c a n  f urt h er  w ors e n  isl et 
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f u n cti o n alit y i n i n di vi d u als wit h t y p e 2 di a b et es, n e c essit ati n g i ns uli n i nj e cti o ns t o c o m p e ns at e 

f or t h e i m p air e d s e cr et or y f u n cti o n alit y.1 7 5 -1 7 8  

T h e m o st r e c e ntl y r el e as e d a nti -di a b eti c dr u g f or t h e tr e at m e nt of T 2 D M is tir z e p ati d e, 

a n  i n n o v ati v e  a nti -di a b eti c  dr u g  t h at  a cts  as  a  d u al  a g o nist  f or  t h e  gl u c os e -d e p e n d e nt 

i ns uli n otr o pi c p ol y p e pti d e ( GI P) a n d G L P-1 R’s .1 7 9, 1 8 0  Tir z e p ati d e disti n g uis h es its elf fr o m ot h er 

a nti -di a b eti c  dr u gs  b y  its  a bilit y  t o  n ot  o nl y  e n h a n c e  i ns uli n  s e cr eti o n  b ut  als o  si g nifi c a ntl y 

r e d u c e  b o d y  w ei g ht  a n d  H b A 1 c  l e v els. 1 7 9, 1 8 0  M or e o v er,  it  e x hi bits f a v or a bl e c ar di o v as c ul ar 

o ut c o m es  a n d  l o w  i n ci d e n c e  of  a d v ers e  eff e cts,  u n d ers c ori n g  its  t h er a p e uti c  p ot e nti al  i n 

i m pr o vi n g  o v er all  cli ni c al  o ut c o m es  f or  i n di vi d u als  wit h  T 2 D M.1 7 9, 1 8 0  I n  a d diti o n,  t h e 

g astr oi nt esti n al -r el at e d si d e eff e cts ar e v er y i nfr e q u e nt a m o n g us ers. 1 8 1  H o w e v er, n o l o n g-

t er m si d e eff e cts ar e y et r e p ort e d  a b o ut tir z e p ati d e. 

I n  t h e  l ast  d e c a d e, t h e  N-m et h yl -D -as p art at e  r e c e pt or  ( N M D A R) a nt a g o nist 

d e xtr o m et h or p h a n ( D X M) a n d its a cti v e m et a b olit e d e xtr or p h a n ( D X O) , h a v e b e e n s u g g est e d 

as  p ot e nti al  n o v el  a nti -di a b eti c  dr u g s .1 8 2 -1 8 4  I n  f a ct, D X O  w as  f o u n d  t o  a ct  as  i ns uli n 

s e cr et a g o g u e,  e n h a n ci n g  t h e  G SI S  of  h u m a n  a n d  m o us e  p a n cr e ati c  isl ets  a n d  a d diti o n all y 

pr o m ot e isl et c ell s ur vi v al u p o n c yt o ki n e -i n d u c e d c ell d e at h.1 8 4 -1 8 6  S t u di e s h a v e d e m o nstr at e d 

t h at D X M r e d u c es p ost pr a n di al  B G e x c ursi o n s  i n i n di vi d u als wit h di a b et es, t o i m pr o v e t h eir 

l o n g-t er m o ut c o m es a n d t o d el a y t h e o ns et of T 2 D M i n d b /d b  mi c e .1 8 3, 1 8 4, 1 8 6  P r eli mi n ar y d at a 

e v e n i n di c at e t h at D X M a n d D X O mi g ht  p ossi bl y r e d u c e i nfl a m m at or y pr o c ess es i n p a n cr e ati c 

isl ets  of  a  n o n-o b es e  di a b eti c  ( N O D)  m o us e  m o d el,  s u g g esti n g  t h eir  p ot e nti al  als o  as  a 

pr e v e nti v e tr e at m e nt f or T 1 D M. 1 8 7  H o w e v er, t h e utili z ati o n of t h es e N M D A R a nt a g o nists as 

t h er a p e uti c a g e nts h as b e e n li mit e d d u e t o t h eir si d e eff e cts o n t h e c e ntr al n er v o us s yst e m 

( C N S), i n cl u di n g f ati g u e, n a us e a, a n d di z zi n ess.1 8 3 -1 8 5  E v e n t h o u g h,  n o v el d eri v ati v es of D X M 

a n d D X O h a v e b e e n d e v el o p e d t o mi ni mi zi n g C N S -r el at e d si d e eff e cts, w hil e m ai nt ai ni n g or 

e n h a n ci n g t h e d esir e d a nti -di a b eti c eff e cts , f urt h er str u ct ur al m o difi c ati o ns ar e r e q uir e d t o 

s y nt h esi z e  n o v el  a n d  p ot e nti all y  pr e v e nti v e  a nti -di a b eti c d eri v at es  wit h  a n  o pti m al  s af et y 

pr ofil e. 1 8 5, 1 8 8, 1 8 9  

B e si d e s  dr u g  d e v el o p m e nt,  c urr e nt  r es e ar c h  is  s hifti n g  its  f o c us  t o w ar ds  r est ori n g 

e n d o g e n o us  i ns uli n  s e cr eti o n  a n d  c o m pr e h e n di n g  t h e  m ol e c ul ar  m e c h a nis ms  u n d erl yi n g 

d ysf u n cti o n al  i ns uli n  s e cr eti o n. 1 9 0  Pr o mi si n g  a p pr o a c h es,  s u c h  as  t h e  tr a ns pl a nt ati o n  of 

i ns uli n-pr o d u ci n g isl ets i nt o t h e a nt eri or c h a m b er of t h e e y e or t h e h e p ati c v ei n of di a b eti c 

p ati e nts , ar e cl os e t o b ei n g est a blis h e d. 1 9 1, 1 9 2  T h e s e t e c h ni q u es i n v ol v e t h e tr a ns pl a nt ati o n of 
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a ut ol o g o u s isl ets, as w ell as i n vitr o g e n er at e d isl ets d eri v e d fr o m diff er e nti at e d pl uri p ot e nt 

st e m c ells. 1 9 0, 1 9 2  F urt h er m or e, t h er e is o n g oi n g i n v esti g ati o n i nt o s m all -m ol e c ul e c o m p o u n d s 

t h at ai m t o sti m ul at e c o ntr oll e d b et a c ell  pr olif er ati o n , pr es er v e b et a c ell  f u n cti o n alit y, a n d/ or 

pr ot e ct b et a  c ell s  fr o m  c ell  d e at h e. g.  b y  s u p pr essi n g  i nfl a m m at or y  pr o c ess es  or 

gl u c oli p ot o xi cit y .1 9 0, 1 9 3, 1 9 4  

D e s pit e a d v a n c e m e nts i n tr e at m e nt o pti o ns , a c ur e f or di a b et es r e m ai ns el usi v e, as 

c urr e nt  tr e at m e nts  d o  n ot  pr e v e nt,  h alt , or  r e v ers e  t h e  pr o gr essi v e  n at ur e  of  T 2 D M.  T his 

u n d ers c or es t h e ur g e nt n e e d f or r es e ar c h t o u n d erst a n d t h e c o m pl e x d e v el o p m e nt of t his 

dis e as e. F urt h er,  t h e  v ast  h et er o g e n eit y b e hi n d  t h e r o ot  c a us es a n d  m e c h a nis ms  of  T 2 D M 

hi g hli g hts  t h e n e c essit y  f or a m or e p ers o n ali z e d a p pr o a c h t o dis e as e m a n a g e m e nt. T o a d dr ess 

t his,  r es e ar c h eff orts  m ust  pri oriti z e  t h e  i d e ntifi c ati o n  of  n o v el  t h er a p e uti c  t ar g ets  a n d 

u n d erst a n d  t h e  u n d erl yi n g  m ol e c ul ar  m e c h a nis ms  of  d ysf u n cti o n al  i ns uli n  s e cr eti o n  a n d 

tri g g ers of i ns uli n r esist a n c e. Ulti m at el y, t h e g o al m ust b e  t o tr a nsl at e t h es e fi n di n gs i nt o a 

pr e v e nti v e tr e at m e nt or a c ur e f or t h e p at h o p h ysi ol o g y of T 2 D M i n h u m a ns. 

3. 7  T h e d u al eff e ct s of D X O o n i sl et c ells : B et w e e n f u n cti o n alit y a n d s ur vi v al  

I n t h e l ast d e c a d e, st u di es h a v e d e m o nstr at e d t h at d el eti o n or p h ar m a c ol o gi c i n hi biti o n of 

isl et c ell N M D A R pr o m ot es G SI S a n d c ell vi a bilit y. 1 9 5, 1 9 6  M or e o v er, N M D A R a nt a g o nists, s u c h 

as D X M  a n d D X O, h a v e s h o w n p ot e nti al t h er a p e uti c eff e cts as a nti -di a b eti c dr u gs. 1 6, 1 8 2  St u di e s 

c o n d u ct e d  b y  t h e  I nstit ut e  of  M et a b oli c  P h ysi ol o g y  ( H ei nri c h -H ei n e  U ni v ersit y,  D üss el d orf) 

h a v e s h o w n t h at D X M a n d D X O e n h a n c e t h e i ns uli n s e cr eti n g eff e cts  i n a gl u c os e d e p e n d e nt  

m a n n er alr e a d y at  1 0 m M gl u c os e c o n c e ntr ati o n , b y i n cr e asi n g t h e fr e q u e n c y a n d d ur ati o n of 

b et a  c ell  m e m br a n e  d e p ol ari z ati o n  a n d  C a 2 +  i nfl u x.1 8 4, 1 8 5, 1 9 7  H o w e v er, r e c e nt i n  vitr o 

e x p eri m e nts h a v e d e m o nstr at e d t h at pr ol o n g e d a n d e x c essi v e i ns uli n s e cr eti o n i n d u c e d b y 

D X O als o h as a n e g ati v e i m p a ct o n isl et c ell f u n cti o n alit y.1 8 6  Si mil ar w a s als o o bs er v e d d uri n g 

a s m all cli ni c al tri al, w h er e f e w p ati e nts d e v el o p e d a r e v ersi bl e i ns uli n -d e p e n d e nt di a b et es 

m ellit us (I D D M) as a c o n s e q u e n c e  of  c hr o ni c a n d hi g h -d os e a d mi nistr ati o n of D X M. 1 9 8  T h es e 

eff e ct s s u g g est t h at t h e b e n efi ci al G SI S e n h a n ci n g eff e cts of D X O ar e stri ctl y d e p e n d e nt o n t h e 

tr e at m e nts  d ur ati o n a n d  d os e . C o n v ers el y , c hr o ni c  hi g h -d os e  D X O  pr e -tr e at e d a n d 

d ysf u n cti o n al  p a n cr e ati c  isl ets dis pl a y  e n h a n c e d c ell  s ur vi v al a g ai nst  c yt o ki n e  tr e at m e nt , 

s u g g esti n g t h e a cti v ati o n of g e n es, w hi c h mi g ht  pr e v e nt isl et c ell d e mis e u p o n di a b et o g e ni c 

str ess. 1 8 6  
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T o i d e ntif y p ot e nti al c a n di d at e g e n es w hi c h ar e r es p o nsi bl e f or t h e  D X O -i n d u c e d isl et 

c ell  pr ot e cti o n , a n  R N A -s e q  a n al ysis  w as  c o n d u ct e d  usi n g  c hr o ni c  hi g h -d os e  D X O -tr e at e d 

p a n cr e ati c  m o us e  isl ets. 1 8 6  A m o n g  all diff er e nti all y  e x pr ess e d g e n es, P h os p h o gl y c er at e 

d e h y dr o g e n as e  (P h g d h ), P h os p h os eri n e  a mi n otr a nsf er as e  (Ps at 1 ), P h os p h os eri n e 

p h os p h at as e  (Ps p h ),  S h mt 2, Mt hf d 2 , a n d Al d h 1l 2  w er e  i d e ntifi e d, e n c o di n g  e n z y m es  of a 

s p e cifi c m et a b oli c p at h w a y, n a m el y t h e s eri n e -li n k e d mt O C M f ol at e c y cl e. 1 8 6  N ot a bl y, t h es e 

e n z y m es ar e w ell k n o w n t o pl a y a pi v ot al r ol e i n t h e pr o -s ur vi v al p at h w a y of t h e O C M a n d 

h a v e  b e e n  pr e vi o usl y  f o u n d  t o b e hi g hl y  u pr e g ul at e d  i n  v ari o us  c a n c er c ell  t y p es.1 9 9 -2 0 5  

F urt h er m or e,  t h e  R N A -s e q  a n al ysis  r e v e al e d  t h e  u pr e g ul ati o n  of Atf 4 ,  w hi c h  is  n ot  o nl y 

ass o ci at e d wit h E R str ess , b ut als o k n o w n t o r e g ul at e e x pr essi o n l e v els of pr e vi o usl y list e d 

s eri n e -li n k e d mt O C M g e n es .1 1 4, 2 0 6 -2 0 8   

I n or d er t o a ss o ci at e t h e o bs er v e d i n d u cti o n of isl et c ell d ysf u n cti o n a n d e n h a n c e d c ell 

s ur vi v al  b y  c hr o ni c  hi g h -d os e  D X O  tr e at m e nt  t o  t h e  u pr e g ul ati o n  of  Atf 4  a n d  s eri n e -li n k e d 

mt O C M g e n es, J. Mr u g al a h y p ot h esi z e d  a m et a b oli c m e c h a nis m  (Fi g ur e 7 ).1 8 6  A c c or di n g t o 

t hi s h y p ot h esis , p ersist e nt  D X O  tr e at m e nt  l e a ds  t o  t h e  a cti v ati o n  of A T F 4 ,  t h us t h e 

u pr e g ul ati o n  of  t h e s eri n e -li n k e d mt O C M  p at h w a y .1 8 6  T h e  e n h a n c e m e nt  of  t his  p at h w a y  

c o ns e q u e ntl y  s hift s  t h e  gl y c ol yti c  fl u x  i nt o  t h e mt O C M  p at h w a y, l e a di n g  t o  a  r ei nf or c e d 

a nti o xi d a nt d ef e ns e, w hi c h all o ws t o all e vi at e c ell str ess  a n d s ur vi v e c yt o ki n e tr e at m e n t.1 8 6  

O n t h e ot h er h a n d, t h e a cti v ati o n of t h e O C M d e pri v es  gl u c os e i nt er m e di at e s  fr o m t h e T C A 

c y cl e , l e a di n g t o r e d u c e d i ntr a c ell ul ar A T P l e v els, t h us i m p airi n g t h e G SI S. 1 8 6   

T a k e n t o g et h er, pr e vi o us st u di es s u g g est  t h at D X O e n h a n c es isl et c ell s ur vi v al  at t h e 

e x p e ns e of s e cr et or y f u n cti o n  f oll o wi n g c hr o ni c hi g h -d os e tr e at m e nt. N ot a bl y , t his tr e at m e nt 

c orr el at es  wit h  t h e  u pr e g ul ati o n  of s eri n e -li n k e d mt O C M g e n es, e n c o di n g  e n z y m es  w hi c h 

p ot e nti all y m e di at e  t h e c ell-pr ot e cti v e eff e ct s of D X O. H o w e v er, t h e h y p ot h esi z e d m et a b oli c 

m o d el  w hi c h  i n cl u d es  t h es e  e n z y m es  a n d  t h eir  s p e cifi c  r ol e s  r e q uir ed  v ali d ati o n ,  t o ass ess 

t h eir i m p ort a n c e i n isl et c ell p h ysi ol o g y . 
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3. 8  Ai m  of t h e st u d y  

Di a b et es is a gl o b al p a n d e mi c c h ar a ct eri z e d b y a d e cli n e i n isl et c ell f u n cti o n alit y a n d vi a bilit y, 

wit h n o a v ail a bl e pr e v e nt a bl e or r e v ers al  c ur e . H e n c e, u n d erst a n di n g t h e m e c h a nis ms of isl et 

d ysf u n cti o n a n d s ur vi v al is cr u ci al i n di a b et es r es e ar c h f or d e v el o pi n g eff e cti v e tr e at m e nts. 

R e c e nt  st u di es  h a v e d e m o nstr at e d  t h at  t h e  N M D A R a nt a g o nist  D X O  pr o m ot es isl et  c ell 

s ur vi v al u n d er di a b et o g e ni c str ess ors, s u g g esti n g its p ot e nti al as a t h er a p e uti c a p pr o a c h f or 

miti g ati n g isl et  c ell d e mis e  i n  di a b et es.  H o w e v er,  its  m e c h a nis ms  u n d erl yi n g isl ets  c ell 

pr ot e cti o n  a g ai nst  c ell  str ess  i n d u cti o n  w er e  n ot  y et  u n d erst o o d  a n d  r e m ai n e d  t o  b e 

el u ci d at e d.  

T h e pri m ar y  o bj e cti v e  of t his st u d y c o nsist e d i n v ali d ati n g or f alsif yi n g t h e pr e vi o usl y 

h y p ot h esi z e d  m et a b oli c  m o d el,  t h us i n v esti g ati n g  t h e  p ot e nti al  c a us al  li n k b et w e e n  t h e 

u pr e g ul ati o n  of  s eri n e -li n k e d mt O C M  g e n es  a n d  t h e  o bs er v e d  e n h a n c e d  isl et  c ell  s ur vi v al 

u p o n c hr o ni c hi g h -d os e D X O tr e at m e nt. T o t his e n d , t h e p ot e nti al d e vi ati o n of t h e gl y c ol yti c 

fl u x t o w ar ds  t h e  O C M,  as  w ell  as  alt er ati o ns  i n  mit o c h o n dri al  N A D H/ N A D+ ,  A T P/ A D P,  a n d 

N A D P H/ N A D P +  r ati o s, i n d u c e d b y D X O, w er e a n al y z e d.  

A n  a d diti o n al g o al of t his st u d y c o nsist e d i n  d et er mi n i n g t h e r ol e of E R str ess m ar k er A T F 4  

a n d i n  t h e m a ni p ul at i o n of t h e  p ot e nti al m ol e c ul ar m e c h a nis m  u n d erl yi n g isl et  c ell 

d ysf u n cti o n  a n d/ or e n h a n c e d  s ur vi v al. T h er ef or e , g ai n -of -f u n cti o n  ( G o F) e x p eri m e nts 

t ar g eti n g Atf 4 ,  as  w ell  as l oss-of -f u n cti o n  ( L o F) e x p eri m e nts a d diti o n all y t ar g eti n g s eri n e -

li n k e d mt O C M g e n es  P h g d h , Mt hf d 2 , a n d S h mt 2 , w er e ai m e d t o b e p erf or m e d . 

Si n c e t h e s eri n e -li n k e d mt O C M a n d its eff e cts w er e  n ot y et a n al y z e d i n pri m ar y p a n cr e ati c 

isl ets, t his st u d y fi n all y ai m e d t o s cr uti ni z e  its m et a b oli c r ol e i n isl et c ell p h ysi ol o g y , u p o n ot h er 

i ns uli n  s e cr eti n g  a g e nts  a n d  s e cr et a g o g u es.  T h er ef or e, t h e  eff e cts  i n d u c e d  b y  c hr o ni c 

tr e at m e nt  wit h  N M D A R  a nt a g o nist  M K-8 0 1,  hi g h -p al mit at e  +  hi g h -gl u c o s e  i n d u c e d 

gl u c oli p ot o xi cit y ,  a n d  i ns uli n  s e cr et a g o g u es  gli b e n cl a mi d e  ( Gli b)  a n d  e x e n di n-4  ( E x -4)  w er e 

a n al y z e d r e g ar di n g G SI S, vi a bilit y, a n d g e n e e x pr essi o n l e v els of p a n cr e ati c isl ets.  

O v er all, t his st u d y ai m e d t o c o ntri b ut e t o a d e e p er u n d erst a n di n g of isl et c ell p h ysi ol o g y, 

p ot e nti all y p a vi n g t h e w a y f or pr e v e nti v e tr e at m e nts i n t h e p at h o p h ysi ol o g y of D M. 
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4  M at eri al  a n d M et h o d s  

M ost  of t h e m et h o ds w er e us e d i n t h e st u d y of J. Mr u g al a a n d p u b lis h e d i n P elli gr a et al .1 8 6, 2 0 9  

4. 1  M o u s e M o d el s  

All a n al ys e s wit hi n t his st u d y w er e c o n d u ct e d o n p a n cr e ati c isl ets fr o m m al e C 5 7 B L/ 6J mi c e 

(J a n vi er) a g ed b et w e e n  9  t o 1 1 w e e ks, C 5 7 B L/ 6 N T a c ( T a c o ni c) a g e d b et w e e n 9 t o  1 1 w e e ks , 

a n d mi c e wit h c o n diti o n al e x pr essi o n of r e d fl u or es c e n c e i n b et a c ell s ( I ns 1Cr e  B et a -t d T o m at o; 

o bt ai n e d  b y  i nt er cr ossi n g  B 6( C g) -I ns 1t m 1. 1(C r e) T h or/J ( a v ail a bl e  fr o m  J a c ks o n  L a b or at ori es/J A X, 

# 0 2 6 8 0 1)  wit h  B 6. C g -Gt( R O S A) 2 6 S or t m 9(C A G -t d T o m at o) H z e/J  (J A X  # 0 0 7 9 0 9 ))2 1 0 -2 1 2 , at  t h e  a g e  of 

9  m o nt h s . All mi c e w er e h o us e d  at t h e a ni m al f a ciliti es of t h e H ei nri c h -H ei n e -U ni v ersit y ( H H U) 

D üss el d orf or t h e D e uts c h es  Di a b et es Z e n tr u m ( D D Z) u n d er  c o nst a nt m o nit or i n g of h o usi n g 

c o n diti o ns  ( 2 2° C,  5 5 %  h u mi dit y,  1 2: 1 2  h  li g ht: d ar k  c y cl e)  a n d  f e d wit h  st a n d ar d  l a b or at or y 

c h o w  a n d  w at er a d  li bit u m . All  e x p eri m e nts  a n d  or g a n  e xtr a cti o ns  wit hi n  t his  st u d y  w er e  

a p pr o v e d  b y  t h e  l o c al  A ni m al  Et hi cs  C o m mitt e e  of  t h e  L a n d es a mt  f ü r  N at ur,  U m w elt  u n d 

V er br a u c h ers c h ut z  N or dr h ei n -W estf al e n  ( L A N U V  N ort h  R hi n e -W est p h ali a,  G er m a n y)  a n d 

c o n d u ct e d i n a c c or d a n c e wit h t h e G er m a n A ni m al Pr ot e cti o n L a ws. 

4. 2  I s ol ati o n a n d p h ar m a c ol o gi c pr e -tr e at m e nt of m o u s e p a n cr e ati c i sl et s  

All i n vitr o e x p eri m e nts c o n d u ct e d i n t his st u d y w er e p erf or m e d o n p a n cr e ati c isl ets, is ol at e d 

fr o m C 5 7 B L/6J mi c e. P a n cr e ati c isl ets w er e is ol at e d a c c or di n g t o a m o difi e d pr ot o c ol b as e d 

o n Y esil et al .2 1 3  Bri efl y, aft er o c cl usi o n of t h e p a pill a v at eri, p a n cr e at a w er e p erf us e d wit h 

D ul b e c c o's M o difi e d E a gl e M e di u m  ( D M E M)  +  Gl ut a M A X  ( 1  g/ ml  gl u c os e)  ( Gi b c o ®  b y  Lif e 

T e c h n ol o gi es)  c o nt ai ni n g  Li b er as e T M  T L  R es e ar c h  Gr a d e  ( R o c h e)  t hr o u g h  t h e  bil e  d u ct. 

I m m e di at el y aft er p a n cr e as e x cisi o n, t h e e n z y m ati c di g esti o n t o o k pl a c e at 3 7° C f or 1 6. 5 mi n 

a n d  st o p p e d  b y  a d di n g  D M E M  c o nt ai ni n g  1 5 %  h e at -i n a cti v at e d  F et al  B o vin e  S er u m  ( F B S, 

Gi b c o ®  b y  Lif e  T e c h n ol o gi es).  T h e  p a n cr e as  l ys at e  w as  t h e n  w as h e d,  filt er e d  t hr o u g h  a 4 0 -

m es h  si e v e , a n d s u bj e ct e d t o gr a di e nt c e ntrif u g ati o n at 1, 2 0 0 x g f or 2 5 mi n usi n g L y m p h o pr e p 

( S T E M C ell T e c h n ol o gi es) or Hist o p a q u e 1 0 7 7 ( Si g m a -Al dri c h)  a n d D M E M + Gl ut a M A X . Aft er 

c e ntrif u g ati o n,  t h e  isl ets  w er e  c oll e ct e d  fr o m  t h e  i nt er p h as e  a n d  tr a nsf err e d  i nt o  isl et 

m e di u m. T h e isl et m e di u m us e d i n t his st u d y w as c o m p os e d of C o n n a u g ht M e di c al R es e ar c h 

L a b or at ori es ( C M R L) 1 0 6 6 m e di u m, s u p pl e m e n t e d wit h f oll o wi n g a d diti v es: 
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T a bl e 4 .1 : C o m p ositi o n of C M R L i sl et m e di u m 

R e a g e nt  Fi n al c o n c e ntr ati o n  S u p pli er  

h e at -i n a cti v at e d F B S 1 5 %  Gi b c o ®  b y Lif e T e c h n ol o gi es  

P e ni cilli n  1 0 0 U/ ml  Gi b c o ®  b y Lif e T e c h n ol o gi es  

Str e pt o m y ci n  1 0 0 μ g/ ml  Gi b c o ®  b y Lif e T e c h n ol o gi es  

β -M er c a pt o et h a n ol  5 0 μ M  Gi b c o ®  b y Lif e T e c h n ol o gi es  

S o di u m Bi c ar b o n at e  0. 1 5 %  Gi b c o ®  b y Lif e T e c h n ol o gi es  

Gl u c os e  1 0 m M  Si g m a -Al dri c h  

 
Fi n all y, t h e isl ets w er e w as h e d t wi c e i n isl et m e di u m a n d c ult ur e d i n a h u mi difi e d i n c u b at or 

at 3 7° C a n d 5 % C O 2  o v er ni g ht b ef or e c o n d u cti n g all tr e at m e nts a n d f u n cti o n al ass a y s .  

Wit hi n t his st u d y, p a n cr e ati c isl et c ells w er e tr e at e d at 3 7° C a n d 5 % C O 2 a s i n di c at e d i n 

t h e  fi g ur e  l e g e n ds f or  2 4 –  7 2  h wit h diff er e nt a g e nts , n a m el y  0. 1 –  1 0  µ M  d e xtr or p h a n  

t artr at e  ( D X O,  Si g m a-Al dri c h,  # D 1 2 7,  diss ol v e d  i n  H 2 O),  1  µ M  gli b e n cl a mi d e  ( Gli b,  A b c a m, 

# a b 1 2 0 2 6 7,  diss ol v e d  i n  D M S O),  1 0 0  n M  e x e n di n -4  ( E x -4,  Si g m a -Al dri c h,  E 7 1 4 4), 1  µ M 

T h a psi g ar gi n ( T h a psi, Si g m a Al dri c h, # T 9 0 3 3, diss ol v e d i n D M S O), 1 0 µ M M K -8 0 1 h y dr o g e n 

m al e at e ( Si g m a -Al dri c h, # M 1 0 7),  or  5 0 0 µ M N a -p al mit at e  ( Si g m a Al dri c h, # P 9 7 6 7, diss ol v e d 

i n 1 0 m M N a O H + 0, 1 % B S A)  c o u pl e d t o 1 0 % F F A -fr e e B S A  ( Si g m a Al dri c h, # A 7 0 3 0) + 2 5 m M 

gl u c o s e . 

4. 3  Gl u c o s e -sti m ul at e d i n s uli n s e cr eti o n ( G SI S) a s s a y  

I n t his st u d y, isl et c ell f u n cti o n alit y w as a n al y z e d i n u n- a n d pr e -tr e at e d isl ets, as i n di c at e d i n 

t h e fi g ur e l e g e n ds. T o ass ess b as al a n d gl u c os e -sti m ul at e d i ns uli n s e cr eti o n ( G SI S), a n i ns uli n 

s e cr eti o n ass a y w as c o n d u ct e d . Pri or t o sti m ul ati o n wit h l o w a n d hi g h gl u c os e c o n c e ntr ati o ns, 

8 isl ets w er e w as h e d t wi c e a n d st ar v e d f or 1 h i n 2 m M gl u c os e c o nt ai ni n g Kr e bs Ri n g er H E P E S 

( K R H) b uff er, w h os e c o m p o n e nts ar e list e d i n f oll o wi n g T a bl e 4 .2 . 

T a bl e 4 .2 : C o m p ositi o n of K R H b uff er 

R e a g e nt  Fi n al c o n c e ntr ati o n  S u p pli er  

H E P E S  1 5 m M  Gi b c o ®  b y Lif e T e c h n ol o gi es  

K Cl  5 m M  C h e ms ol ut e b y T h. G e y er  

N a Cl  1 2 0 m M  C arl R ot h  

C a Cl 2  2 m M  Si g m a -Al dri c h  

Gl y ci n e  1 0 μ M  Si g m a -Al dri c h  

N a H C O 3  2 4 m M  Si g m a -Al dri c h  

B o vi n e S er u m Al b u mi n  0. 1 %  Si g m a -Al dri c h  

Gl u c os e  2 m M  Si g m a -Al dri c h  
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All i n c u b ati o n st e ps w er e p erf or m e d at 3 7° C a n d 5 % C O 2 . F or b a s al a n d G SI S m e as ur e m e nts, 

t h e st ar v e d isl ets w er e i n c u b at e d f or 1 h i n K R H b uff er c o nt ai ni n g 2 m M (l o w gl u c os e) a n d 

t h e n  f or  a n  a d diti o n al  h o ur  i n  2 0  m M  ( hi g h  gl u c os e). Aft er  e a c h  sti m ul ati o n,  s u p er n at a nts 

c o nt ai ni n g  t h e  s e cr et e d  i ns uli n  w er e  c oll e ct e d,  a n d  isl ets  w er e  l ys e d  i n 

R a di oi m m u n o pr e ci pit ati o n ass a y ( RI P A) b uff er, c o m p os e d as list e d i n f oll o wi n g T a bl e 4 .3 , t o 

m e as ur e  t h e  t ot al  isl ets  i ns uli n  c o nt e nt. T h e  a m o u nt  of  s e cr et e d  i ns uli n  a n d  isl et  i ns uli n 

c o nt e nt w as d et er mi n e d usi n g a n ultr a -s e nsiti v e r at i ns uli n E LI S A kit ( Cr yst al C h e m) f oll o wi n g 

t h e m a n uf a ct ur er's i nstr u cti o ns. T h er ef or e, l o w gl u c os e s u p er n at a nts w er e us e d u n dil ut e d, 

w hil e hi g h gl u c os e a n d  l ys at e s a m pl es w er e r es p e cti v el y us e d at 1: 1 0 a n d 1: 4 0 0 dil uti o ns. T h e 

c ol ori m etri c  r e a d o ut  w as  c arri e d  o ut  b y usi n g  eit h er  t h e  I nfi nit e  M 2 0 0  N a n o Q u a nt  r e a d er 

( T e c a n) or t h e Gl o M a x ® Dis c o v er Mi cr o pl at e R e a d er ( Pr o m e g a). 

T a bl e 4 .3 : C o m p ositi o n of RI P A b uff er 

R e a g e nt  Fi n al c o n c e ntr ati o n  S u p pli er  

Tris -H Cl ( p H 7. 4)  5 0 m M  Si g m a -Al dri c h  

N a -d e o x y c h ol at e  0. 2 5 %  A p pli C h e m  

I G E P A L 1 %  Si g m a -Al dri c h  

N a Cl  1 5 0 m M  C arl R ot h  

E D T A  1 m M  A m bi o n  

4. 4  M e a s ur e m e nt of i sl et c ell vi a bilit y i n p s e u d o -i sl et s vi a fl o w c yt o m etr y 

F or fl o w c yt o m etri c a n al ys es of c ell vi a bilit y, 8 0 –  1 0 0 p s e u d o -isl ets p er c o n diti o n w er e tr e at e d 

f or 2 4 h wit h hi g h  d os e s of  S T Z at t h e c o n c e ntr ati o n of 2. 5 m M i n a 6-w ell dis h. Aft er w ar ds, 

isl et c ell m e di a a n d dis p ers e d isl ets w er e tr a nsf err e d t o F A C S t u b es, c e ntrif u g e d f or 5 mi n at 

4 0 0 x g a n d w as h e d wit h p h os p h at e -b uff er e d s ali n e ( P B S ). Isl et c ells w er e t h e n st ai n e d wit h 

F V S 6 6 0 ( 1: 1, 0 0 0 i n P B S, B D Bi os ci e n c es) f or 1 5 mi n at r o o m t e m p er at ur e (R T ) i n t h e d ar k. Aft er 

st ai ni n g, t h e c ells w er e  w as h e d i n P B S o r fi x e d wit h 4 % p ar af or m al d e h y d e ( P F A ) f or 3 0 mi n at 

R T  i n  c as e  of  pr e vi o us  a d e n o vir us  tr a ns d u cti o n,  a n d  t h e  a m o u nt  of  F V S 6 6 0 -p ositi v e  ( F L 4 -

p ositi v e,  d e a d)  a n d  F V S 6 6 0 -n e g ati v e  ( F L 4 -n e g ati v e,  li vi n g)  c ells  w as  d et er mi n e d  usi n g  t h e 

F A C S C ali b ur ( B D Bi os ci e n c es) C yt o Fl e x S ( B e c k m a n n C o ult er). T h e q u a ntifi c ati o n of c ell vi a bilit y 

w as p erf or m e d usi n g Fl o wJ o s oft w ar e v ersi o n 1 0 ( B D Bi os ci e n c es ). 
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4. 5  M e a s ur e m e nt of i sl et c ell vi a bilit y i n i sl et s vi a mi cr o s c o p y  

Si n c e  pr e vi o us  a n al ys e s  p oi nt  t o  t h e  p ossi bilit y  t h at  D X O  i m pr o v es  t h e  a nti o xi d a nt 

d ef e ns e s yst e m of p a n cr e ati c isl et c ells, all vi a bilit y ass a ys wit hi n t his st u d y w er e p erf or m e d 

u p o n  o xi d ati v e  str ess  i n d u cti o n,  usi n g  t h e b et a  c ell  t o xi n  S T Z. Isl et  c ell vi a bilit y  of  m o us e 

p a n cr e ati c isl ets a n d ps e u d o -isl ets w as e x a mi n e d aft er 1. 5  m M S T Z tr e at m e nt f or 2 4 h usi n g 

t h e LI V E-D E A D Vi a bilit y -C yt ot o xi cit y Kit ( T h er m o Fis h er S ci e ntifi c). S u bs e q u e ntl y t o tr e at m e nt, 

w h ol e isl ets w er e i n c u b at e d at 3 7° C a n d 5 % C O 2 , pr ot e ct e d fr o m li g ht, f or 1 h, wit h a st ai ni n g 

s ol uti o n c o nsisti n g of 1 0 µ g/ ml H o e c hst 3 3 3 4 2 ( D N A st ai n), 2 μ M C al c ei n A M (li v e c ells), a n d 

4 μ M Et hi di u m h o m o di m er -1 ( Et h D -1, d e a d c ells) i n K R H b uff er s u p pl e m e nt e d wit h 0. 1 % B S A 

( Si g m a-Al dri c h) a n d 1 0 m M gl u c os e ( Si g m a -Al dri c h). T his st ai ni n g s ol uti o n all o w e d f or t h e c o -

st ai ni n g of c ell n u cl ei, vi a bl e c ells, a n d d e a d c ells . Aft er w ar ds, z-st a c k i m a g es of t h e st ai n e d 

isl ets w er e c a pt ur e d usi n g a Z eiss A p o T o m e ( C arl Z eiss Mi cr oI m a gi n g G m b H) e q ui p p e d wit h a 

Pl a n -A p o c hr o m at 1 0 x/ 0. 4 5 o bj e cti v e. All a c q uir e d i m a g es w er e a n al y z e d usi n g Fiji (I m a g eJ) 

i m a g e  a n al ysis  s oft w ar e  a n d  c ell  d e at h  was  q u a ntifi e d  b y  a p pl yi n g  a  s e mi -a ut o m at e d 

q u a ntifi c ati o n m a cr o. T h e c o d e f or p a n cr e ati c isl et a n al ys es of c ell vi a bilit y h as b e e n d e p osit e d 

o n t h e Z e n o d o li n k: htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 5 2 8 1/ z e n o d o. 5 8 2 0 0 0 7 . T he  ar e a of  d e a d c ells ( Et h D -1 -

p ositi v e) wit hi n  e a c h isl et w as n or m ali z e d t o t h e t ot al isl et c ell ar e a ( H o e c hst -p ositi v e).  

4. 6  W e st er n bl ot  

F or t h e a n al ys e s of pr ot ei n e x pr essi o n l e v els, a t ot al of 2 0 –  8 0 p a n cr e ati c isl ets w er e c oll e ct e d 

a n d w as h e d wit h i c e -c ol d P B S. T h e isl ets w er e t h e n h o m o g e ni z e d i n RI P A b uff er c o nt ai ni n g a 

c o c kt ail  of  pr ot e as e  i n hi bit ors  ( R o c h e).  Aft er  a  1 0 -mi n ut e  c ell  disr u pti o n  st e p  a t  4° C,  4 x 

L a e m mli  b uff er  ( Bi o -R a d)  s u p pl e m e nt e d  wit h  4 0  m M  N a F  ( Si g m a -Al dri c h)  a n d  4 %  β -

M er c a pt o et h a n ol  ( C arl  R ot h)  w as  a d d e d  t o  t h e  s a m pl es.  S u bs e q u e ntl y,  t h e  s a m pl es  w er e 

b oil e d f or 5 -1 0 mi n at 9 5° C. P ol y p e pti d es a n d a pr ot ei n l a d d er ( Pr e cisi o n Pl us Pr ot ei n D u al 

C ol or  fr o m  Bi o -R a d  or  P a g e R ul er T M  Pr e -st ai n e d  fr o m  T h er m o  Fis c h er  S ci e ntifi c)  w er e 

s e p ar at e d  usi n g  4 –  1 5 %  pr e -c ast  Mi ni -Pr ot e a n  T G X  St ai n -fr e e  Pr ot ei n  G els  ( Bi o-R a d).  T h e 

s e p ar at e d pr ot ei ns w er e t h e n tr a nsf err e d o nt o p ol y vi n yli d e n e difl u ori d e ( P V D F) m e m br a n es 

usi n g t h e Tr a ns -Bl ot Ò  T ur b o T M  Tr a n sf er S y st e m ( Bi o -R a d). T h e m e m br a n es w er e bl o c k e d f or 

1  h at R T usi n g eit h er 5 % b o vi n e s er u m al b u mi n ( B S A) ( A p pli C h e m) or 5 % n o n -f at dri e d mil k 

( C arl R ot h), diss ol v e d i n P B S wit h 0. 1 % T w e e n-2 0 ( A p pli C h e m). Af t er w ar ds, t h e m e m br a n es 

https://doi.org/10.5281/zenodo.5820007
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w er e i n c u b at e d o v er ni g ht at 4° C wit h s p e cifi c r a b bit or m o us e m o n o cl o n al/ p ol y cl o n al pri m ar y 

a nti b o di es. F oll o wi n g T a bl e 4 .4  pr o vi d es a n o v er vi e w of t h e pri m ar y a nti b o di es us e d i n t h e 

st u d y . Aft er t h e pri m ar y a nti b o d y i n c u b ati o n, t h e m e m br a n es w er e w as h e d 3 ti m es wit h P B S 

c o nt ai ni n g  0. 1 %  T w e e n -2 0  a n d  i n c u b at e d  f or  1  h  at  R T  wit h  a n  a p pr o pri at e  h ors er a dis h 

p er o xi d as e  ( H R P) -c o nj u g at e d  s e c o n d ar y  a nti b o d y.  S p e cifi c all y,  d o n k e y  a nti -r a b bit  H R P 

(J ac ks o n I m m u n o R es e ar c h # 7 1 1 -0 3 5 -1 5 2) at a dil uti o n of 1: 1, 0 0 0, or d o n k e y a nti -m o us e H R P 

(J a c ks o n I m m u n o R es e ar c h # 7 1 5-0 3 5 -1 5 0) at a dil uti o n of 1: 1, 0 0 0 i n 5 % B S A  or N o n -F at Dri e d 

Mil k  ( N F D M),  w as  us e d  as  t h e  s e c o n d ar y  a nti b o d y.  F or  d et e cti o n,  t h e  Cl arit y  W es t er n  E C L 

s u bstr at e  ( Bi o -R a d)  w as  us e d  f oll o wi n g  m a n uf a ct ur er's  i nstr u cti o ns.  T h e  i m a g es  of  t h e 

m e m br a n es w er e a c q uir e d usi n g t h e C h e mi D o c X R S or C h e mi D o c M P I m a gi n g S yst e m ( Bi o -

R a d), w hil e t h e q u a ntifi c ati o n of pr ot ei n l e v els w as p erf or m e d usi n g t h e I m a g e L a b a n al ysis 

s oft w ar e ( Bi o -R a d). T h e pr ot ei n c o nt e nt i n e a c h s a m pl e w as n or m ali z e d t o t h e h o us e k e e pi n g 

pr ot ei n B et a -a cti n, or i n t h e c as e of a d e n o vir al e x p eri m e nts, t o G F P e x pr essi o n. All w est er n 

bl ot i m a g es pr es e nt e d wit hi n t his st u d y ar e r e pr es e nt ati v es f or t h e a n al yse s. F ull y u n cr o p p e d 

a n d u n e dit e d g el i m a g es ar e d e pi ct e d i n S u p pl e m e nt 1 0. 2 . 

T a bl e 4 .4 : Pri m ar y a nti b o di e s us e d f or w e st er n bl ot a n al y s e s 

 S p e ci e s  A nti b o di e s  S u p pli er  I d e ntifi er Dil uti o n  Dil u e nt  

 

M o us e  a nti -B et a -a cti n  Si g m a -Al dri c h  C at # A 5 4 4 1;  

R RI D: A B _ 4 7 6 7 4 4  
1: 5, 0 0 0  B S A  

M o us e  a nti -G F P  R o c h e  
C at # 1 1 8 1 4 4 6 0 0 0 1;  

R RI D: A B _ 3 9 0 9 1 3  
1: 1, 0 0 0  B S A  

M o us e  

t ot al O X P H O S 

r o d e nt a nti b o d y 

c o c kt ail  

A b c a m  
C at # a b 1 1 0 4 1 3;  

R RI D: A B _ 2 6 2 9 2 8 1  
1: 1, 0 0 0  N F D M  

R a b bit  a nti -A L D H 1 L 2  T h er m o F S  
C at # P A 5 -4 8 1 6 1;  

R RI D: A B _ 2 6 3 3 6 1 9  
1: 1, 0 0 0  B S A  

R a b bit  a nti -A T F 4  ( D 4 B 8) C ell si g n ali n g  
C at # 1 1 8 1 5 S;  

R RI D: A B _ 2 6 1 6 0 2 5  
1: 1, 0 0 0  B S A  

 R a b bit  a nti -G L U T -2  S a nt a Cr u z  
C at # S c -9 1 1 7;  

R RI D: A B _ 6 4 1 0 6 8  
1: 7 5 0  B S A  

 R a b bit  a nti -M T H F D 2  T h er m o F S  
C at # P A 5 -2 8 1 6 9;  

R RI D: A B _ 2 5 4 5 6 4 5  
1: 1, 0 0 0  N F D M  

 R a b bit  a nti -P H G D H  C ell si g n ali n g  
C at # 1 3 4 2 8 S;  

R RI D: A B _ 2 7 5 0 8 7 0  
1: 1, 0 0 0  B S A  

 R a b bit  a nti -S H M T 2  T h er m o F S  
C at # P A 5 -3 2 2 2 8;  

R RI D: A B _ 2 5 4 9 7 0 1  
1: 1, 0 0 0  B S A  
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4. 7  G C -M S fl u x a n al y si s of [ U -1 3 C] -l a b el e d m et a b olit e s 

T h e m et a b oli c fl u x a n al ysis w as p erf or m e d as d es cri b e d i n P elli gr a et al .2 0 9  F or e a c h c o n diti o n, 

1 0 0 –  3 0 0  p s e u d o -isl ets  or  p a n cr e ati c  m o us e  isl ets  w er e  i niti all y  pr e-i n c u b at e d  f or  4 8  h  i n 

n or m al isl et m e di a or isl et m e di a c o nt ai ni n g 1 0 m M u nif or ml y l a b el e d [ 1 3 C] -Gl u c o s e ([ U -1 3 C] -

Gl u c o s e) ( Si g m a, 3 8 9 3 7 4). S u bs e q u e ntl y, isl ets w er e tr a nsf err e d t o t h e r es p e cti v e isl et m e di a 

wit h or wit h o ut s u p pl e m e nt ati o n of 1 0 µ M D X O f or a n a d diti o n al 1 t o 4 8 h. Aft er w ar ds, isl et 

c ell s  w er e  w as h e d  t hr e e  ti m es  wit h  i c e -c ol d  is ot o ni c  N a Cl  s ol uti o n  ( Fr es e ni us  K a bi),  a n d 

m et a b olit es  w er e  e xtr a ct e d  usi n g  t h e  m et h o d  d es cri b e d  b y  Arri v a ult et  al. 2 1 4  wit h  mi n or 

m o difi c ati o ns. M et a b olit e  a n al ysis w as c o n d u ct e d usi n g a 7 8 9 0 B g as c hr o m at o gr a p h y s yst e m 

c o n n e ct e d  t o  a  7 2 0 0  Q T O F  m ass  s p e ctr o m et er  ( A gil e nt  T e c h n ol o gi es),  as  d es cri b e d 

pr e vi o usl y. 2 1 5  T h e M a s s H u nt er  Q u alit ati v e s oft w ar e ( v b 0 8, A gil e nt T e c h n ol o gi es) w as us e d f or 

c o m p o u n d  i d e ntifi c ati o n  b y  c o m p ari n g  m ass  s p e ctr a  t o  a n  i n -h o us e  li br ar y  of  a ut h e nti c 

st a n d ar ds a n d t o t h e NI S T 1 4 M ass S p e ctr al Li br ar y ( htt ps:// w w w. nist. g o v/sr d/ nist -st a n d ar d -

r ef er e n c e-d at a b as e -1 a -v 1 4).  P e a k  ar e as  w er e  i nt e gr at e d  usi n g  M ass H u nt er  Q u a ntit ati v e 

s oft w ar e ( v b 0 8, A gil e nt T e c h n ol o gi es) a n d n or m ali z e d t o t h e i nt er n al st a n d ar d ri bit ol ( Si g m a, 

A 5 5 0 2). T o d et er mi n e t h e [ U -1 3 C] i n c or p or ati o n, t h e fr a g m e nt m/ z  2 0 4 ( C 2  fr a g m e nt) w as us e d 

f or  s eri n e,  a n d  t h e  fr a g m e nt m/ z  2 7 3  ( C 5  fr a g m e nt)  f or  citr at e.  F or  b ot h  fr a g m e nts,  t h e 

p ot e nti al is ot o p ol o g u es w er e e v al u at e d. T h e n or m ali z e d p e a k ar e as w er e c orr e ct e d f or t h e 

n at ur al a b u n d a n c e usi n g t h e R p a c k a g e Is o C orr e ct o R. 2 1 6  

4. 8  Ultr a -P erf or m a n c e Li q ui d C hr o m at o gr a p h y ( U P L C)  

Q u a ntifi c ati o n  of  i ntr a -mit o c h o n dri al  a n al yt es w as  p erf or m e d  as  pr e vi o usl y  d es cri b e d  i n 

P elli gr a et al .2 0 9  T h er ef or e  Ultr a -P erf or m a n c e Li q ui d C hr o m at o gr a p hi c ( U P L C) a n al ys es w er e 

p erf or m e d t o d et er mi n e N A D H/ N A D + , A T P/ A D P, a n d N A D P H/ N A D P+  r ati o s. T o c arr y o ut t h es e 

a n al ys es, 4 0 0 p a n cr e ati c m o us e isl ets w er e pr e -tr e at e d wit h or wit h o ut 1 0 µ M D X O f or 4 8 h. 

S u bs e q u e ntl y,  t h e  isl ets  w er e  w as h e d  i n  1  ml  i c e -c ol d  0. 9 %  N a Cl  s ol uti o n  a n d  fr a cti o n at e d 

usi n g  t h e  Mit o c h o n dri a/ C yt os ol  Fr a cti o n ati o n  Kit  ( A b c a m,  a b 6 5 3 2 0) . Mit o c h o n dri al  p uri n e 

e xtr a cti o n  w as  a c hi e v e d  b y  l ysi n g  t h e  mit o c h o n dri a  i n  1 0 0  µl  i c e -c ol d  l ysi s  b uff er  ( 2 2. 2 5 % 

d d H 2 O, 2 2. 2 5 % c hl or of or m, 5 5. 5 % m et h a n ol) . Aft er a c e ntrif u g ati o n st e p of 5 mi n, at 2 1, 0 0 0 x 

g a n d 4° C, t h e s u p er n at a nt c o nt ai ni n g mit o c h o n dri al a n al yt es w as c oll e ct e d, v a c u u m -dri e d, 

a n d t h e n r e c o nstit ut e d i n 5 0 μl of H B S S ( H a n ks' B al a n c e d S alt S ol uti o n) at R T . U P L C a n al ys es 



M at eri al a n d M et h o ds  

 2 9  

w er e p erf or m e d usi n g t h e W at ers A c q uit y Ultr a P erf or m a n c e Li q ui d C hr o m at o gr a p hi c S yst e m 

Bi o H cl ass, f oll o wi n g t h e pr ot o c ol d es cri b e d b y  A pl a k et al .2 1 7  F or p uri n e a n al ysis, a s a m pl e 

v ol u m e of 4 0 µl w as i nj e ct e d o nt o a C ort e cs C 1 8 + U P L C c ol u m n ( 3. 0 x 1 5 0 m m, 1. 6 μ M ) ( W at ers 

C or p.; Milf or d, M A, U S A) usi n g a c o oli n g a ut os a m pl er. S e p ar ati o n w as a c hi e v e d b y e m pl o yi n g 

a  li n e ar  gr a di e nt  of  b uff er  A  ( 2 0 0  m M  K H 2 P O 4/ 2 0 0  m M  K Cl,  p H  6)  a n d  b uff er  B  ( 2 0 0  m M 

K H 2 P O 4/ 2 0 0 m M K Cl/ 7. 5 % a c et o nitril e ( v/ v), p H 6) at a fl o w r at e of 0. 3 4 0 ml/ mi n, f oll o wi n g 

t h e f oll o wi n g pr ofil e: i niti all y 1 0 0 % A; at 0. 0 3 mi n, 9 6 % A a n d 4 % B; at 4. 5 3 mi n, 9 1 % A a n d 

9 % B; at 2 2. 6 3 mi n, 5 % A a n d 9 5 % B; at 2 6. 1 0 mi n, 5 % A a n d 9 5 % B; a n d at 2 6. 5 0 mi n, 1 0 0 % 

A. T h e a n al yt es w er e d et e ct e d usi n g a W at ers T U V D et e c t or M o d ul e at 2 5 4 n m. Aft er e a c h 

r u n, t h e c ol u m n w as w as h e d a n d r e-e q uili br at e d usi n g 1 0 0 % b uff er A at a fl o w r at e of 0. 3 4 

ml/ mi n f or 8 mi n.  

4. 9  G ai n - a n d L o s s -of -F u n cti o n e x p eri m e nt s i n p a n cr e ati c p s e u d o -i sl et 

F or G ai n -of -f u n cti o n  ( G o F)  a n d L oss -of -f u n cti o n  ( L o F)  e x p eri m e nts, si -R N A  m e di at e d 

k n o c k d o w n  ( K D)  or a d e n o vir us -i n d u c e d  o v er e x pr essi o n ( O E) i n  p a n cr e ati c  isl ets w as 

p erf or m e d  o n  si n gl e -c ell  s u s p e n si o n  of  o v er ni g ht -c ult ur e d  is ol at e d  m o us e  isl ets . F or  t his 

p ur p os e,  isl ets w er e w as h e d m ulti pl e  ti m es i n D ul b e c c o's P h os p h at e B uff er e d S ali n e ( D P B S, 

Gi b c o ®  b y  Lif e  T e c h n ol o gi es)  a n d  di g est e d  wit h 2  ml 0. 0 5 %  Tr y p si n -E D T A  ( Gi b c o ®  b y  Lif e 

T e c h n ol o gi es)  f or 5 –  1 0 mi n . O n c e t h e isl ets w er e f ull y diss o ci at e d, t h e e n z y m ati c di g esti o n 

w as  st o p p e d  usi n g 3  ml isl et  m e di u m, a n d  t h e  n u m b er  of  vi a bl e  c ells  w as  d et er mi n e d  b y 

st ai ni n g  wit h  tr y p a n  bl u e  ( 0. 4 %,  Gi b c o ®  b y  Lif e  T e c h n ol o gi es). S u bs e q u e ntl y ,  t h e  c ell 

s us p e nsi o n w as eit h er tr a ns d u c e d wit h a d e n o vir us (s e e c h a pt er 4. 9. 1 ) or tr a nsf e ct e d wit h a 

mi xt ur e of si -R N A  a n d li p of e ct a mi n e (s e e c h a pt er 4. 9. 2 ). Ps e u d o -isl ets w er e g e n er at e d usi n g 

t h e  h a n gi n g  dr o p  m et h o d,  f oll o wi n g  t h e  pr ot o c ol  b y C a v all ari et  al .2 1 8  wit h  mi n or 

m o difi c ati o ns .  Bri efl y,  si n gl e  c ells  w er e  r es us p e n d e d  i n  isl et  m e di u m  at  a  d e nsit y  of  1 5 0 0 

c ells/ 3 0 µl a n d pi p ett e d o nt o t h e li ds of p etri dis h es i n 3 0 µl dr o ps . T h e li ds w er e i n v ert e d a n d 

pl a c e d o n p etri dis h es c o nt ai ni n g 2 5 ml D P B S, a n d t h e h a n gi n g dr o ps w er e i n c u b at e d f or 3 

d a ys i n a h u mi difi e d i n c u b at or at 3 7° C a n d 5 % C O 2  all o w p s e u d o -isl et f or m ati o n. Aft er w ar ds, 

t h e ps e u d o-isl ets w er e c oll e ct e d i n isl et m e di u m a n d us e d f or f u n cti o n al a n al ys es. 
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https://horizondiscovery.com/en/gene-modulation/knockdown/controls/products/on-targetplus-non-targeting-control-pool?catalognumber=D-001810-10-50
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4. 1 0  R N A i s ol ati o n fr o m m o u s e p a n cr e ati c i sl et s  

T o  q u a ntif y  g e n e  e x pr essi o n  l e v els  a n d  p erf or m  R N A -s e q  a n al ys e s  wit h  m o us e  p a n cr e ati c 

isl ets, t ot al R N A w as e xtr a ct e d usi n g t h e R N e as y Mi ni Kit ( Qi a g e n). 8 0  –  1 0 0 c ult ur e d isl ets 

w er e first w as h e d i n i c e -c ol d P B S a n d l ys e d i n R L T l ysis b uff er ( Qi a g e n) usi n g a c ell disr u pt er 

f or 1 0 mi n at 4° C. T h e l ys at es w er e t h e n tr a nsf err e d i n R N A e as y c ol u m ns a n d w as h e d s e v er al 

ti m es wit h R W 1 b uff er ( Qi a g e n) a c c or di n g t o m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o n. T o r e m o v e g e n o mi c 

D N A  c o nt a mi n ati o n,  a n  o n -c ol u m n D N as e  di g esti o n  w as  p erf or m e d  usi n g  t h e  R N as e -Fr e e 

D N as e S et ( Qi a g e n). Fi n all y, t h e R N A w as el ut e d i n 2 0  µ L R N as e -fr e e H2 O ( Qi a g e n).  

4. 1 1  R e v er s e tr a n s cri pt a s e P C R a n d q u a ntit ati v e r e al -ti m e P C R 

F or t h e q u a ntifi c ati o n of m R N A l e v els usi n g q u a ntit ati v e r e al -ti m e P C R ( q P C R), is ol at e d R N A 

w as  tr a ns cri b e d  i nt o c o m pl e m e nt ar y  D N A  ( c D N A). T h e  r e v ers e  tr a ns cri pti o n  ( R T) st e p  w as 

p erf or m e d usi n g  eit h er t h e S u p er S cri pt ®  II R T Kit  (I n vitr o g e n b y T h er m o Fis h er S ci e ntifi c) or 

Hi g h -C a p a cit y c D N A R T  Kit (I n vitr o g e n b y T h er m o Fis h er S ci e ntifi c) wit h 1 0 µ L R N A, a c c or di n g 

t o  m a n uf a ct ur er’s  i nstr u cti o ns.  T h e q P C R  w as  c arri e d  o ut  b y  T RI O  t h er m o c y cl er  ( Bi o m etr a 

A n al yti c J e n a) a c c or di n g t o f oll o wi n g t h er m o c y cl er s etti n g pr ofil e:  

T a bl e 4 .6 : T h er m o c y cl er s etti n g pr ofil e f or c D N A s y nt h e si s 

S etti n g s  St e p 1  St e p 2  St e p 3  St e p 4  

T e m p er at ur e  2 5° C  3 7° C  8 5° C  4° C  

Ti m e  1 0 mi n  1 2 0 mi n  5 mi n  ¥  

 

T h e r es ulti n g c D N A s a m pl es w er e  t h e n s u bj e ct e d t o  q P C R a n al ysis, usi n g eit h er t h e F ast St art 

Ess e nti al  Gr e e n  M ast er -Mi x  ( R o c h e)  or  L U N A ®  U ni v er s al  ( R T) -q P C R  r e a g e nt  ( N E B). T h e 

oli g o n u cl e oti d e s e q u e n c es us e d f or q P C R ar e list e d i n t h e f oll o wi n g T a bl e 4 .7 . T h e q P C R w as 

c arri e d o ut a n d a n al y z e d b y t h e Li g ht C y cl er ®  N a n o D e vi c e ( R o c h e) wit h t h e Li g ht C y cl er ®  N a n o 

s oft w ar e  1. 1. 2,  t h e  Q u a nt St u di o  1  s yst e m  ( A p pli e d  Bi os yst e ms),  or  t h e  Q u a nt St u di o  7  Fl e x 

R e al -Ti m e  P C R  S yst e m ( A p pli e d  Bi os yst e ms) wit h  t h e  Q u a ntst u di o  D esi g n  A n al ysis  D es kt o p 

S oft w ar e.  Fi n all y,  e x pr essi o n  l e v els  of  t h e  g e n e  of  i nt er est  w er e  c al c ul at e d  r el ati v e  t o  t h e 

r ef er e n c e h o u s e k e e pi n g g e n es B et a  a cti n  a n d H prt , usi n g t h e c o m p ar ati v e CT  m et h o d, wit h 

t h e r es ult e x pr ess e d as 2-Δ C T . All d at a w er e n or m ali z e d t o t h eir r es p e cti v e c o ntr ol s a m pl es . 
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T a bl e 4 .7 : F or w ar d a n d r e v er s e pri m er s e q u e n c e s, us e d f or q P C R a n al y se s . F P: F or w ar d Pri m er, R P: R e v er s e Pri m er 

G e n e  S e q u e n c e 5’ –  3’  M ar k er f or  

M o us e B et a -a ct i n F P  

R P  

C T A A G G C C A A C C G T G A A A A G  

A C C A G A G G C A T A C A G G G A C A  

H o us e k e e p er  

M o us e H prt  F P  

R P  

G C T G G T G A A A A G G A C C T C T  

C A C A G G A C T A G A A C A C C T G C  

H o us e k e e p er  

M o us e Atf 4  F P  

R P  

G G G T T C T G T C T T C C A C T C C A  

A A G C A G C A G A G T C A G G C T T T C  

E R  str ess  

H u m a n A T F 4  F P  

R P  

C T G T G G A T G G G T T G G T C A G T  

G G C A T C C A A G T C G A A C T C C T  

E R  str ess  

M o us e P h g d h  F P  

R P  

G C A G G T G G T G G A G A A G C A  

T C C A C A T T G T C C A C A C C T G T  

D N S S  

M o us e Ps at 1  F P  

R P  

G G A A C G G T G A A C A T T G T C C A  

C A C A G T C T C G T T T G C A C A G A  

D N S S  

M o us e Ps p h  F P  

R P  

G A A G G A A T C G A T G A G C T G G C  

A T G C C A G G A G T C A G A T G T G G  

D N S S  

M o us e S h mt 2  F P  

R P  

T G G C A A G A G A T A C T A C G G A G G  

A G A T C C G C T T G A C A T C A G A C A  

mt O C M  

M o us e Mt hf d 2  F P  

R P  

G A T C C T G T C A C T G C A A A G C C  

C G G G A G T G A T A T A A C C A G C T T  

mt O C M  

M o us e Al d h 1l 2  F P  

R P  

T T G A G G A C T C C A C G G A C T T C  

A C C A C C A T C T C T G C C T C T T C  

mt O C M  

M o us e I ns 1 F P  

R P  

T C A  G A G  A C C  A T C  A G C  A A G  C A  

C C C A C A C A C C A G G T A G A G A G  

B et a c ell s  

M o us e I ns 2 F P  

R P  

G G A G C G T G G C T T C T T C T A C A  

C A G T G C C A A G G T C T G A A G G T  

B et a c ell s  

M o us e Sl c 2 a 2  F P  

R P  

T C T  C A T  T G A  C T G  G A G  C C C  T C  

G A G  T G T  G G T  T G G  A G C  G A T  C T  

B et a c ell s  

M o us e M af A  F P  

R P  

A C C  A T C  A C C  A T C  A C C  A C C  A T  

T G A  C C T  C C T  C C T  T G C  T G A  A G  

B et a c ell s  

M o us e P d x 1  F P  

R P  

C A G T G G G C A G G A G G T G C T T A  

A G T T C A A C A T C A C T G C C A  

B et a c ell s  

M o us e N k x 6 -1  F P  

R P  

A T C  T T C  T G G  C C C  G G A  G T G  A T  

A A A  G T C  T T C  T C C  A G G  G C G  A A  

B et a c ell s  
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4. 1 2  St ati sti c al  a n al y si s  

All  st atisti c al  a n al ys es  w er e  p erf or m e d  wit h  Gr a p h P a d  Pris m  9  s oft w ar e  a n d  c o n d u ct e d 

a c c or di n g t o t h e i nf or m ati o n pr o vi d e d i n t h e fi g ur e l e g e n ds. Diff er e nt st atisti c al t ests w er e 

c o n d u ct e d,  d e p e n di n g  o n  t h e  e x p eri m e nt al  d esi g n.  F or  c o m p aris o ns  b et w e e n  t w o  r el at e d 

gr o u ps,  a n  u n p air e d  t w o -t ail e d s t u d e nt's  t-t est  or  a  p air e d  t w o-t ail e d s t u d e nt's  t-t est  w as 

us e d. M ulti pl e gr o u p c o n diti o ns w er e a n al y z e d usi n g o n e - or tw o -w a y A N O V A, f oll o w e d b y 

D u n n et t's,  Ši d á k's,  or  T u k e y's  c o m p aris o n  a n al ysis  as  r e c o m m e n d e d  b y  Pris m  9  s oft w ar e. 

U nl ess st at e d ot h er wis e, d at a ar e pr es e nt e d as m e a n ± st a n d ar d err or  of t h e m e a n ( S E M). 

Mi cr os c o pi c al a n al ys es of c ell vi a bilit y, fl u x- a n d U P L C a n al ys es w er e c o n d u ct e d u n d er bli n d e d 

c o n diti o ns. I n  i ns uli n  s e cr eti o n  a n d  c ell  vi a bilit y  ass a ys,  si n gl e  si g nifi c a nt  o utli ers  ( p-

v al u e  ≤  0. 0 5) i d e ntifi e d b y Gr u b bs' t est f or o utli ers w er e e x cl u d e d . F or b ot h m et h o ds, o nl y 

e x p eri m e nts s h o wi n g eit h er si g nifi c a nt G SI S a n d D X O e x h a usti o n, or c ell d e at h i n d u cti o n i n 

c o ntr ol tr e at m e nts w er e i n cl u d e d i n t h e a n al ys e s.  
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4. 1 3  P er s o n al c o ntri b uti o n s  

A.  P elli gr a, J.  Mr u g al a a n d K.  Gri ess w er e pri m aril y r es p o nsi bl e f or c o n d u cti n g a n d d esi g ni n g 

m ost of t h e e x p eri m e nts. A.  P elli gr a w as s u p er vis e d b y E.  L a m m ert . 

J. Mr u g al a  i niti at e d  t h e  r es e ar c h  o n  t h e  D X O -m e di at e d  pr ot e cti v e  m e c h a nis m  a n d 

i nstr u ct e d A.  P elli gr a  wit h c o m m o n  p a n cr e ati c  isl et -m et h o d ol o gi es  i n  D e c e m b er  2 0 1 8.  T h e 

pr oj e ct  w as  s u bs e q u e ntl y  h a n d e d  o v er  t o  A.  P elli gr a  i n  J a n u ar y  2 0 2 0.  B ot h  p erf or m e d  a n d 

pr e p ar e d all s a m pl es s er vi n g f or t h e gl y c ol yti c fl u x a n al ys e s.  

J. Mr u g al a  p erf or m e d  all  R N A -s e q  a n al ys es  i n  c oll a b or ati o n  wit h  t h e  F u n cti o n al 

G e n o mi cs  C e nt er  i n  Z uri c h  ( F G C Z,  E T H  Z uri c h,  S wit z erl a n d),  w hi c h  als o  c o n d u ct e d  t h e 

st atisti c al a n al ys e s. T h e pr o c e d ur es f oll o w e d t h e pr ot o c ol p u blis h e d  i n J. Mr u g al a's st u d y  a n d 

i n P elli gr a et al .1 8 6, 2 0 9  

A.  P elli gr a  pr e p ar e d  all  s a m pl es  f or  t h e  U P L C  a n al ys es  a n d est a blis h e d si -R N A -

m e di at e d  g e n e -K D  o n  pri m ar y isl et  c ells  wit h  ps e u d o -isl et  g e n er ati o n,  wit h  t h e  h el p  of 

O.  N ort m a n n. A.  P elli gr a a n d K. Gri e ss  p erf or m e d all si -R N A -m e di at e d g e n e -K D, wit h t h e h el p 

of O.  N ort m a n n a n d P. Kirs c h n er.  

K.  Gri ess p erf or m e d t h e a d e n o vir al o v er e x pr essi o n e x p eri m e nts , est a blis h e d t h e fl o w 

c yt o m etri c a n al ys es a n d c o n d u ct e d m ost of t h e r el at e d  e x p eri m e nts. P.  Kirs c h n er w as als o 

i ntr o d u c e d t o t his t e c h ni q u e a n d c o n d u ct e d s o m e fl o w e x p eri m e nts as w ell. All a d e n o vir al 

e x p eri m e nts a n d fl o w c yt o m etri c a n al ys es w er e c arri e d o ut at t h e D D Z . 

All ot h er e x p eri m e nts, i n cl u di n g i ns uli n s e cr eti o n ass a ys, mi cr os c o pi c vi a bilit y ass a ys, 

q P C R,  a n d  w est er n  bl ot  a n al ys es  w er e  p erf or m e d  b y  A.  P elli gr a,  K.  Gri ess,  J.  Mr u g al a, 

O.  N ort m a n n, a n d P.  Kirs c h n er, as i n di c at e d i n t h e fi g ur e l e g e n ds.  

I n c oll a b or ati o n, P. W est h off (I nstit ut e of Pl a nt Bi o c h e mistr y a n d Cl ust er of E x c ell e n c e 

o n Pl a nt S ci e n c e ( C E P L A S), H H U , D üss el d orf, G er m a n y) c o n d u ct e d t h e G C-M S fl u x a n al ys es f or 

t h e q u a ntifi c ati o n of i n c or p or at e d [ U-1 3 C] . B.  St e c k el ( D e p art m e nt of M ol e c ul ar C ar di ol o g y, 

H H U ,  D üss el d orf,  G er m a n y)  p erf or m e d all U P L C  a n al ys es .  P. W est h off  a n d  B.  St e c k el 

r es p e cti v el y c o ntri b ut e d t o writi n g t h e e x p eri m e nt al pr o c e d ur e s e cti o ns " G C -M S fl u x a n al ysis 

of [ U -1 3 C] -l a b el e d m et a b olit es " a n d " Ultr a-P erf or m a n c e Li q ui d C hr o m at o gr a p h y ( U P L C). "  

A.  P elli gr a cr e at e d m ost fi g ur es  or p arti all y m o dif i e d el e m e nts fr o m ori gi n al fi g ur es, as 

i n di c at e d i n t h e l e g e n ds. Y.  K o h cr e at e d Fi g ur e 8  a n d p arts of Fi g ur e 9 , g ui d e d b y A. P elli gr a's 

i d e as a n d d esi g n. 
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5  R e s ult s   

M ost of t h e h er e pr es e nt e d r es ults w er e p u bli s h e d  i n P elli gr a et al .2 0 9  

St u di e s  h a v e  d e m o nstr at e d t h at  c hr o ni c hi g h -d os e tr e at m e nt ( 4 8 h) wit h  D X O a n d  its 

pr o -dr u g  D X M , e n h a n c e s  c ell  s ur vi v al  i n  t h e  pr es e n c e  of c yt o ki n e  tr e at m e nt a n d  o xi d ati v e 

str ess .1 8 4 -1 8 6, 1 8 9  I n p arti c ul ar, J. Mr u g al a pr o vi d e d e vi d e n c e  t h at D X O e x erts ti m e d e p e n d e nt 

eff e cts, r a n gi n g  fr o m  1 –  4 8  h  of  tr e at m e nt, w hi c h  c orr el at e d  wit h t h e  a cti v ati o n  of  t h e 

m tO C M. 1 8 6  Wit hi n t hi s st u d y, t h es e fi n di n gs w er e e xt e n d e d  b y el u ci d ati n g t h e r ol e of A T F 4  

a n d t h e s eri n e -li n k e d mt O C M i n t h e re g ul at i o n of  p a n cr e ati c isl et f u n cti o n alit y  a n d s ur vi v al . 

F urt h er , t h e eff e cts i n d u c e d b y D X O w er e als o i n v esti g at e d f or ot h er  c hr o ni c tr e at m e nt s s u c h 

as  N M D A R  a nt a g o nist  M K -8 0 1,  gl u c oli p ot o xi cit y  i n d u c e d  b y  hi g h -p al mit at e  +  hi g h -gl u c o s e , 

a n d  ot h er i ns uli n s e cr et a g o g u es s u c h as  Gli b  a n d E x -4 . T h es e fi n di n gs pr o vi d e n e w v al u a bl e  

i nsi g hts i nt o t h e c o m pl e x r e g ul ati o n of p a n cr e ati c isl et f u n cti o n alit y a n d s ur vi v al, a n d mi g ht  

h a v e i m pli c ati o ns f or t h e d e v el o p m e nt of n o v el t h er a pi es f or di a b et es.  

5. 1  C hr o ni c hi g h -d o s e D X O tr e at m e nt e n h a n c e s  b et a c ell  s ur vi v al a g ai n st  S T Z -i n d u c e d c ell 

d e at h at t h e e x p e n s e of s e cr et or y f u n cti o n  

T o i n v esti g at e ti m e -d e p e n d e nt  eff e cts of D X O, p a n cr e ati c isl ets w er e e x p os e d t o hi g h  d os es 

( 1 0 µ M) of D X O f or a c ut e ( 1 h) a n d c hr o ni c ( 4 8 h) tr e at m e nts. T h e isl ets w er e t h e n a n al y z e d  

f or G SI S a n d c ell s ur vi v al  i n r es p o ns e t o S T Z, a c o m m o nl y us e d p h ar m a c ol o gi c al b et a c ell  t o xi n 

f or i n d u ci n g o xi d ati v e  str ess a n d i ns uli n -d e p e n d e nt di a b et es m ellit us .1 2 7, 2 2 1  C o n si st e nt wit h 

pr e vi o us r e p orts ,  a c ut e  D X O  tr e at m e nt  e n h a n c e d  G SI S  at  hi g h  gl u c os e  c o n c e ntr ati o ns a n d 

d e pl et e d t h e i ns uli n c o nt e nt (Fi g ur e 1 0 A  –  B ).1 8 4 -1 8 6  H o w e v er, t his D X O pr e -tr e at m e nt di d n ot 

pr o vi d e  c ell  pr ot e cti o n  a g ai nst  S T Z -i n d u c e d  c ell  d e at h, as  i n di c at e d  b y  t h e E t hi di u m 

h o m o di m er -1 ( Et h D -1 , d e a d c ells) st ai ni n g  (Fi g ur e 1 0 C  –  D). I n c o ntr ast , c hr o ni c e x p os ur e of 

isl ets t o  1 0  µ M  D X O i n d u c e d  o p p osit e  eff e cts,  n a m el y dr asti c all y d e cr e as e d  G SI S  at  hi g h 

gl u c os e c o n c e ntr ati o ns ( Fi g ur e 1 0 E), a s e v er e  d e pl eti o n of i ns uli n c o nt e nt (Fi g ur e 1 0 F), a n d 

f ull pr ot e cti o n of p a n cr e ati c isl ets fr o m S T Z-i n d u c e d c ell d e at h (Fi g ur e 1 0 G  –  H).  T h es e r es ults 

d e m o nstr at e  t h at  t h e  eff e cts  of  D X O o n  p a n cr e ati c isl et  c ell f u n cti o n alit y  a n d  s ur vi v al ar e 

d e p e n d e d  o n t h e d ur ati o n of e x p os ur e ti m e , h e n c e a c ut e or c hr o ni c tr e at m e nt. 
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Fi g ur e 1 0 : A c ut e ( 1 h) D X O tr e at m e nt e n h a n c e s i n s uli n s e cr eti o n, w hil e c hr o ni c ( 4 8 h) D X O i n d u c e s i sl et d y sf u n cti o n b ut 
pr ot e ct s a g ai n st S T Z -i n d u c e d c ell d e at h. A , G SI S  a n d B , Ins uli n c o nt e nt of u ntr e at e d a n d 1 h pr e -tr e at e d p a n cr e ati c m o us e 
isl ets  wit h  1 0  µ M  D X O.  I ns uli n  s e cr eti o n  w as  m e as ur e d  at  2  m M  a n d  2 0 m M  gl u c os e  ( n  =  5  w ell s). C , R e pr es e nt ati v e 
mi cr os c o p y i m a g es a n d D , Q u a ntifi c ati o n  of  u ntr e at e d  a n d  2 4  h 1. 5 m M S T Z tr e at e d p a n cr e ati c m o us e isl ets i n a bs e n c e or 
pr es e n c e of 1 0 µ M D X O f or 1 h ( n = 4 st ai ni n gs ). E , G SI S  a n d F , Ins uli n c o nt e nt of u ntr e at e d a n d 4 8 h pr e -tr e at e d p a n cr e ati c 
m o us e isl ets wit h 1 0 µ M D X O. I ns uli n s e cr eti o n w as m e as ur e d at 2 m M a n d 2 0  m M gl u c os e ( n = 5 w ells ). G , R e pr es e nt ati v e 
mi cr os c o p y i m a g es a n d H , Q u a ntifi c ati o n of u ntr e at e d a n d 2 4 h 1. 5 m M S T Z tr e at e d p a n cr e ati c m o us e isl ets i n a bs e n c e or 
pr es e n c e of 1 0 µ M D X O f or 4 8 h ( n = 4 st ai ni n gs). D at a ar e s h o w n as m e a n ± S E M wit h c orr es p o n di n g p -v al u es a n d c al c ul at e d 
as p er c e nt a g e of c o ntr ol. St atisti c al si g nifi c a n c e w as d et er mi n e d b y t w o -w a y A N O V A f oll o w e d b y T u k e y’s m ulti pl e c o m p aris o n 
t est ( A +  E), t w o -t ail e d u n p air e d st u d e nt’s t-test ( B +  F), a n d o n e -w a y A N O V A f oll o w e d b y D u n n ett’s m ulti pl e c o m p aris o n t est  
( D +  H). S c al e b ar: 5 0  μ m.  All e x p eri m e nts w er e c o n d u ct e d b y A. P elli gr a.  
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5. 2  C hr o ni c a n d hi g h -d o s e D X O tr e a tm e nt a cti v at e s t h e s eri n e -li n k e d mt O C M  

T o el u ci d at e  t h e m ol e c ul ar m e c h a nis ms u n d erl yi n g  D X O -m e di at e d isl et c ell pr ot e cti o n  at t h e 

e x p e ns e  of  s e cr et or y  f u n cti o n , b ul k  R N A -s e q  a n al ys e s  d at a  of J. Mr u g al a ’s st u d y  w er e 

utili z e d .1 8 6  I n s u p p ort of pr e vi o us fi n di n gs c oll e ct e d b y J. Mr u g al a  2 4 h m o us e isl et tr e at m e nt 

wit h 1 0 µ M D X O r e v e al e d s e v er al  diff er e nti all y e x pr ess e d g e n es , i n cl u di n g t h os e c o di n g f or E R 

str ess m ar k er A T F 4  a n d t h e s eri n e -li n k e d mt O C M e n z y m es .1 8 6  I nt er e sti n gl y, tr e at m e nt wit h 

t h e i ns uli n s e cr et a g o g u e als o e n h a n c e d ot h er E R  str ess m ar k er g e n es , w hi c h ar e ass o ci at e d  

wit h  t h e A T F 4  a cti v ati n g U P R br a n c h , s u c h  as D N A  d a m a g e -i n d u ci bl e  tr a ns cri pt  3 (D dit 3  

e n c o di n g  C H O P )  a n d H e at  s h o c k  pr ot ei n  f a mil y  A  ( Hs p 7 0)  m e m b er  5  (Hs p a 5  e n c o di n g Bi P)  

(Fi g ur e 1 2 A ). P r ot ei n  e x pr essi o n  a n al yse s f urt h er  c o nfir m e d  t h e  u pr e g ul ati o n  of A T F 4  i n 

p a n cr e ati c isl ets aft er 4 8  h of D X O tr e at m e nt (Fi g ur e 1 2 B  –  C) , s u g g esti n g t h at D X O-i n d u c e d 

a cti v ati o n of t h e A T F 4 -ass o ci at e d  U P R  m i g ht pl a y a criti c al r ol e i n pr ot e cti n g p a n cr e ati c isl et 

c ell s fr o m S T Z -i n d u c e d c ell d e at h. A d diti o n all y,  t h e R N A -s e q a n al ys is i d e ntifi e d g e n es r el at e d 

t o t h e d e n o v o  s eri n e s y nt h esis  (D N S S ) p at h w a y (Fi g ur e 1 2 D), w hi c h w er e als o v ali d at e d at  

pr ot ei n l e v el t hr o u g h t h e e x pr essi o n of P h g d h aft er 4 8  h of D X O tr e at m e nt ( Fi g ur e 1 2 E –  F) . 

A m o n g all O C M g e n es, o nl y Ct h , e n c o di n g a c yt os oli c e n z y m e , w as u pr e g ul at e d w hil e t h e ot h er 

si g nifi c a ntl y u pr e g ul at e d g e n es S h mt 2 , Mt hf d 2 , a n d Al d h 1l 2  e n c o d e f or mit o c h o n dri al O C M  

e n z y m es . T h e u pr e g ul ati o n of t h e mit o c h o n dri al Al d h 1l 2  g e n e w as als o  c o nfir m e d o n  pr ot ei n 

l e v el i n p a n cr e ati c m o us e isl ets tr e at e d wit h D X O f or 4 8 h (Fi g ur e 1 2 H  –  I). 

N ot a bl y, R N A -s e q d at a r e v e al e d t h e d o w nr e g ul ati o n of b et a c ell  m ar k er g e n es  (Fi g ur e 

1 2 J), in cl u di n g I ns 1 a n d I ns 2, e n c o di n g f or i ns uli n, S ol ut e c arri er f a mil y 2 m e m b er 2  (Sl c 2 a 2 ), 

e n c o di n g t h e gl u c os e tr a ns p ort er 2 (G L U T -2), a n d t h e g e n es M A F b ZI P tr a ns cri pti o n f a ct or A  

(M af A )  a n d P a n cr e ati c  a n d  D u o d e n al  H o m e o b o x -1  (P d x 1 ) e n c o di n g  tr a ns cri pti o n  f a ct ors . 

H o w e v er, d o w nr e g ul ati o n of b et a c ell  m ar k er g e n e Sl c 2 a 2  w as n ot c o nsist e nt  at  pr ot ei n l e v els , 

s h o w n  b y  G L U T -2 tr a ns p ort er e x pr essi o n aft er 4 8  h of D X O tr e at m e nt  (Fi g ur e 1 2 K  –  L) . 



R es ults  

 4 0  

 

Fi g ur e 1 2 : C hr o ni c D X O tr e at m e nt i n d u c e s t h e A T F 4 -a s s o ci at e d  p at h w a y a n d g e n e s of s eri n e -li n k e d mt O C M.  
A , Tr a ns cri pt o m e a n al ysis of E R str ess m ar k er g e n es. B , R e pr es e nt ati v e AT F 4  i m m u n o bl ot of m o us e p a n cr e ati c isl ets tr e at e d 
wit h 1 0 µ M D X O f or 4 8 h a n d C , Q u a ntifi c ati o n ( n = 7 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts). D , Tr a ns cri pt o m e a n al ysis of g e n es e n c o di n g 
f or e nz y m es of d e n o v o  s eri n e s y nt h esis. E , R e pr es e nt ati v e P H G D H  i m m u n o bl ot of m o us e isl ets tr e at e d wit h 1 0 µ M D X O f or 
4 8  h a n d F , Q u a ntifi c ati o n ( n = 5 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts). G , Tr a ns cri pt o m e a n al ysis of g e n es e n c o di n g f or c yt os oli c a n d 
mit o c h o n dri a e nz y m es of t h e O C M. H , R e pr es e nt ati v e A L D H 1 L 2  i m m u n o bl ot of m o us e isl ets tr e at e d wit h 1 0 µ M D X O f or 4 8 
h I, Q u a ntifi c ati o n ( n = 1 2 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts). J, Tr a ns cri pt o m e a n al ysis of isl et c ell m ar k er g e n es. K , R e pr es e nt ati v e 
G L U T -2  i m m u n o bl ot  of  m o us e  p a n cr e ati c  isl ets  tr e at e d  wit h  1 0  µ M  D X O  f or  4 8  h. L ,  Q u a ntifi c ati o n  ( n  =  3  i n d e p e n d e nt 
e x p eri m e nts). Pr ot ei n e x pr essi o n w as n or m ali z e d t o B et a a cti n. Gr a p hs s h o w l o g 2  F ol d C h a n g e ( F C), Fr a g m e nts P er Kil o b as e 
Milli o n ( F P K M), a n d p -v al u es of g e n es b as e d o n R N A -s e q d at a. D as h e d li n es: c ut -off of t h e F P K M a n d t h e l o g 2  F C. Gr a di e nts 
o n t h e l eft i n di c at e t h e F C . G e n es of t h e A T F 4 -ass o ci at e d  br a n c h a n d t h e f ol at e c y cl e i n A a n d G ar e hi g hli g ht e d b y l ar g er f o nt 
si z e. All q u a ntifi c ati o ns of bl ots ar e s h o w n as p er c e nt a g e of c o ntr ol wit h c orr es p o n di n g p -v al u es. Si g nifi c a n c e w as d et er mi n e d 
b y  t w o -t ail e d  p air e d  st u d e nt’s  t-t est  ( D,  G,  J).  R N A-s e q  d at a  ( A,  D,  G,  J)  w er e  c oll e c t e d  b y J.  Mr u g al a,  w h o  t o g et h er  wit h 
K.  Gri ess a n d A. P elli gr a ( B, H , a n d K)  c o ntri b ut e d  i n pr ot ei n e x pr essi o n a n al ys es ( C, E, F, a n d I) . 
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R es ults  

 4 1  

T o i n v e sti g at e w h et h er t h e u pr e g ul ati o n of  s eri n e -li n k e d mt O C M g e n es d e p e n d s o n  t h e D X O 

tr e at m e nt d ur ati o n a n d/ or o n  t h e D X O c o n c e ntr ati o n, tr a ns cri pt o m e- a n d q P C R a n al ys es o f 

p a n cr e ati c isl ets w er e c o n d u ct e d o n  t h e o n e h a n d wit h a c ut e , a n d o n t h e ot h er h a n d wit h 

c hr o ni c D X O tr e at m e nts , at diff er e nt c o n c e ntr ati o ns ( Fi g ur e 1 3 ). F or t his p ur p os e, a n R N A-s e q 

a n al ysis w as c o n d u ct e d wit h isl ets, pr e vi o usl y tr e at e d wit h 1 0 µ M D X O f or 1  h ( Fi g ur e 1 3 A  –  D). 

I n c o ntr ast t o pr e vi o usl y s h o w n eff e cts of c hr o ni c hi g h-d os e D X O tr e at m e nt  (s e e Fi g ur e 1 2 A, 

D, G, J) , a c ut e D X O pr e -tr e at m e nt h a d mi ni m al or n o s u bst a nti al eff e cts o n m R N A l e v els (Fi g ur e 

1 3 A –  D).  H o w e v er, D dit 3 , H er p u d 1 , F gf 2 1  a n d Tri b 3  (Fi g ur e 1 3 A)  w er e  si g nifi c a ntl y 

u pr e g ul at e d als o f oll o wi n g 1  h D X O  tr e at m e nt.  Si n c e  t h es e  g e n es  ar e  r e q uir e d f or t h e 

a cti v ati o n  of A T F 4 ,  t h eir  e arl y  u pr e g ul ati o n mi g ht  s u g g est  a r el ati o ns hi p  b et w e e n  t h e 

u pr e g ul ati o n  of  t his  E R  str ess  br a n c h a n d  t h e eff e cts  o bs er v e d  wit h c hr o ni c  i n s uli n 

s e cr et a g o g u e  tr e at m e nt.2 2 2  

T o  a n al y z e  w h et h er  c hr o ni c  D X O  tr e at m e nt  i n d u c es  s eri n e -li n k e d mt O C M  a n d  isl et 

d e diff er e nti ati o n  als o  at  l o w er  c o n c e ntr ati o ns,  e x pr essi o n  l e v els  of  r es p e cti v e  g e n es  w er e 

q u a ntifi e d i n isl ets tr e at e d wit h 0, 0. 1, 1, a n d 1 0 µ M D X O f or 4 8 h ( Fi g ur e 1 3 E –  M). N ot a bl y, 

all  a n al y z e d  g e n es  w er e  hi g hl y  si g nifi c a ntl y  r e g ul at e d  at  t h e  c o n c e ntr ati o n  of  1 0  µ M  D X O, 

w h er e as  o nl y  f e w  g e n es,  n a m el y, Atf 4 , Ps at 1 , S h mt 2 ,  a n d Al d h 1l 2 ,  s h o w e d  si g nifi c a nt 

u pr e g ul ati o n  at  t h e  c o n c e ntr ati o n  of  1  µ M  D X O  ( Fi g ur e 1 3 A,  G,  I,  K ).  O v er all,  t h es e  r es ults 

pr o vi d e str o n g e vi d e n c e t h at t h e u pr e g ul ati o n of Atf 4 , g e n es of t h e s eri n e -li n k e d mt O C M , a n d 

t h e d o w nr e g ul ati o n  of isl et  c ell m ar k er  g e n es  ar e  d e p e n d e nt  o n b ot h, t h e  d ur ati o n  a n d 

c o n c e ntr ati o n of D X O tr e at m e nt.  
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 4 3  

5. 3  C hr o ni c D X O tr e at m e nt d e vi at e s gl u c o s e fl u x i nt o s eri n e -li n k e d O C M 

B as e d o n t h e pr o p os e d m o d el s h o w n i n  Fi g ur e 7 , c hr o ni c hi g h-d os e D X O l e a d s  t o a s hift of 

gl y c ol yti c fl u x t o w ar ds  t h e  s eri n e s y nt h esis  p at h w a y  i nt o t h e O C M.  T o  v ali d at e  t his  m o d el, 

is ot o p e tr a ci n g e x p eri m e nts w er e p erf or m e d o n p a n cr e ati c isl ets f oll o wi n g a c ut e ( 1 h, Fi g ur e 

1 4 A  +  B ) a n d c hr o ni c ( 4 8 h, Fi g ur e 1 4 C  –  D ) tr e at m e nt wit h 1 0 µ M D X O. S p e cifi c all y, t h e fl u x 

of [U -1 3 C ]-l a b el e d gl u c os e w as a n al y z e d b y m e as uri n g t h e i n c or p or ati o n of [ U-1 3 C ]-u nit s i nt o 

citr at e  a n d  s eri n e  as  i nt er m e di at es  of  t h e  T C A  c y cl e  a n d t h e d e  n o v o  s eri n e  s y nt h esis, 

r es p e cti v el y.  T h e  is ot o p e  tr a ci n g  e x p eri m e nts  r e v e al e d  n o  si g nifi c a nt  alt er ati o ns  i n  t h e 

i n c or p or ati o n  of [ U-1 3 C ]-u nit s i nt o  citr at e  a n d  s eri n e  aft er  1  h  of  D X O  tr e at m e nt  (Fi g ur e 

1 4 A  +  B ). T h er ef or e, a c ut e D X O tr e at m e nt di d n ot d e vi at e t h e  gl u c os e fl u x i n p a n cr e ati c isl et 

c ell s. I n c o ntr ast,  4 8 h of D X O tr e at m e nt  l e d t o l ess i n c or p or ati o n of [ U-1 3 C ]-u nit s fr o m gl u c os e 

i nt o  citr at e  a cr oss  all  is ot o p ol o g u es  ( M + 1  t o  M + 5),  w hil e  l e v els  of u nl a b el e d  citr at e  ( M + 0) 

i n cr e as e d (Fi g ur e 1 4 C ). O n t h e ot h er h a n d, a hi g h er i n c or p or ati o n of [ U-1 3 C ]-u nit s fr o m gl u c os e 

i nt o s eri n e ( M + 1 a n d M + 2), a n d d e cr e as e d l e v els of u nl a b el e d  s eri n e ( M + 0) w er e m e as ur e d 

aft er 4 8 h of D X O tr e at m e nt ( Fi g ur e 1 4 D ). 

T o  g ai n  f urt h er  e vi d e n c es  s u p p orti n g  t his h y p ot h esi z e d m o d el,  ultr a -p erf or m a n c e 

li q ui d  c hr o m at o gr a p h y  ( U P L C)  w as a d diti o n all y p erf or m e d  t o  q u a ntif y  t h e  l e v els  of 

N A D H/ N A D + , A T P/ A D P a n d N A D P H/ N A D P+  r ati o s i n mit o c h o n dri al l ys at es of p a n cr e ati c isl et 

c ell s tr e at e d wit h D X O f or 4 8  h ( Fi g ur e  1 4 E  –  G ). C o nsist e nt wit h t h e h y p ot h esi z e d m o d el i n  

Fi g ur e 7 , mit o c h o n dri al N A D H/ N A D+  r ati o s (Fi g ur e  1 4 E ) a n d A T P/ A D P r ati os (Fi g ur e  1 4 F ), as 

r e pr es e nt ati v es of T C A c y cl e a cti vit y, w er e si g nifi c a ntl y d e cr e as e d b y c hr o ni c D X O tr e at m e nt. 

I n  c o ntr ast,  N A D P H/ N A D P+  r ati o s  (Fi g ur e  1 4 G )  w er e  i n cr e as e d  f oll o wi n g  c hr o ni c  hi g h-d os e 

D X O tr e at m e nt , i n di c ati n g t h e a cti v ati o n of s eri n e-li n k e d O C M.  

T a k e n t o g et h er, t h es e r es ults n ot o nl y s u g g est t h at c hr o ni c hi g h -d os e D X O tr e at m e nt  

i nfl u e n c es t h e gl u c os e m et a b olis m w hi c h pl a ys a criti c al r ol e i n isl et s e cr et or y f u n cti o n, b ut 

als o e n h a n c es t h e s eri n e -li n k e d O C M. 
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 4 5  

5. 4  C hr o ni c D X O eff e ct s ar e r e v er si bl e aft er 2 4  –  4 8 h w a s h o ut  

T o i n v esti g at e p ot e nti al  r el ati o ns hi ps  b et w e e n D X O -i n d u c e d isl et d ysf u n cti o n a n d p a n cr e ati c 

c ell pr ot e cti o n, w as h o ut e x p eri m e nts w er e c o n d u ct e d . I n t h es e e x p eri m e nts, p a n cr e ati c isl ets 

w hi c h w er e pr e -tr e at e d wit h 1 0 µ M D X O f or 4 8 h, f or t h e i n d u cti o n of isl et d ysf u n cti o n ( as 

s h o w n  i n Fi g ur e 1 0 ) w er e  tr a nsf err e d  t o  r e g ul ar  isl et  m e di a i n  a bs e n c e of  t h e  i ns uli n 

s e cr et a g o g u e f or a n a d diti o n al 2 4  –  4 8 h (Fi g ur e 1 5 A ). T h e i ns uli n s e cr et or y c a p a cit y, w hi c h 

w as  s e v er el y r e d u c e d aft er  7 2  h  of  D X O  tr e at m e nt,  si g nifi c a ntl y  i m pr o v e d  f oll o wi n g  t h e 

w as h o ut p eri o d, e v e n t h o u g h t h e i ns uli n c o nt e nt w as n ot r est or e d  (Fi g ur e 1 5 B + C) . N ot a bl y, 

r e m o v al  of  D X O  als o  c a us e d  t h e  v a nis hi n g  of  D X O -m e di at e d isl et  c ell pr ot e cti o n  ( Fi g ur e  

1 5 D  +  E). T h es e r es ults i n dic at e  a n i n v ers e c orr el ati o n b et w e e n isl et s e cr et or y f u n cti o n a n d 

isl et c ell s ur vi v al.  

 

Fi g ur e 1 5 : D X O-i n d uc e d i sl et d y sf u n cti o n a n d c ell pr ot e cti o n ar e r e v er si bl e aft er 2 4 –  4 8 h w a s h o ut.  
A , S c h e m ati c ill ustr ati o n of e x p eri m e nt al s et u p of D X O tr e at m e nt a n d w as h o ut. B , G SI S  a n d C , Ins uli n c o nt e nt of u ntr e at e d, 
7 2 h c o nti n u o us D X O pr e -tr e at e d a n d 2 4 h w as h o ut p a n cr e ati c m o us e isl ets aft er 4 8 h 1 0 µ M D X O pr e-tr e at m e nt. I ns uli n 
s e cr eti o n w as m e as ur e d at 2 m M a n d 2 0  m M gl u c os e ( n = 5 w ells). D , R e pr es e nt ati v e mi cr os c o p y i m a g es a n d E , Q u a ntifi c ati o n 
of u ntr e at e d a n d 2 4 h 1. 5 m M S T Z tr e at e d p a n cr e ati c m o us e isl ets i n a bs e n c e or pr es e n c e of 1 0 µ M D X O f or 7 2 h or 4 8 h + 
2 4  h w as h o ut ( n = 4 st ai ni n g).  D at a ar e s h o w n as m e a n ±  S E M wit h c orr es p o n di n g p -v al u es a n d c al c ul at e d as p er c e nt a g e of 
c o ntr ol. St atisti c al si g nifi c a n c e w as d et er mi n e d b y t w o -w a y A N O V A f oll o w e d b y T u k e y’s m ulti pl e c o m p aris o n t est ( A), t w o -
t ail e d u n p air e d st u d e nt’s t-test ( B), a n d o n e -w a y A N O V A f oll o w e d b y T u k e y’s m ulti pl e c o m p aris o n t est ( E). S c al e b ar: 5 0 μ m. 
G SI S  ass a y w as p erf or m e d b y A. P elli gr a ( B –  C) , w hil e K. Gri ess  p erf or m e d t h e vi a bilit y ass a y. 
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T o  g at h er  f urt h er  e vi d e n c e  w h et h er isl et  c ell f u n cti o n alit y i n v ers el y  c orr el at es  wit h  c ell 

pr ot e cti o n, r el e v a nt pr ot ei n a n d g e n e t ar g ets w er e q u a ntifi e d i n Fi g ur e 1 6 . Aft er 7 2 h of 1 0 

µ M D X O tr e at m e nt, pr ot ei n e x pr essi o n l e v els of A L D H 1 L 2  a n d A T F 4  si g nifi c a ntl y i n cr e as e d, 

b ut p arti all y r est or e d t o b as al l e v els aft er a 2 4  h  D X O w as h o ut p eri o d ( Fi g ur e 1 6 A). Si mil arl y, 

m R N A l e v els of Atf 4  a n d s eri n e -li n k e d mt O C M als o s h o w e d a s u bst a nti al d e cr e as e aft er t h e 

2 4  h  w as h o ut, r et ur ni n g t o n or m al l e v els ( Fi g ur e 1 6 B  –  H). H o w e v er, g e n e e x pr essi o n l e v els of 

I ns 1 a n d I ns 2 w er e n ot r est or e d aft er w as h o ut, w hil e Sl c 2 a 2  m R N A l e v els f ull y r e c o v er e d.  

 

Fi g ur e 1 6 : D X O-i n d u c e d s eri n e-li n k e d mt O C M g e n e e x pr e s si o n i s r e v er si bl e aft er 2 4 h w a s h o ut.  
A , R e pr es e nt ati v e AL D H 1 L 2 a n d A T F 4 i m m u n o bl ot of m o us e p a n cr e ati c isl ets tr e at e d wit h 1 0 µ M D X O f or 7 2 h a n d 4 8 h + 
2 4  h w as h o ut a n d q u a ntifi c ati o n. Pr ot ei n e x pr essi o n w as n or m ali z e d t o B et a -a cti n. B , G e n e e x pr essi o n l e v els of Atf 4 , s eri n e-
li n k e d mt O C M g e n es C , P h g d h , D , Ps at 1 , E , Ps p h , F , S h mt 2 , G , Mt hf d 2 , H , Al d h 1l 2  aft er 7 2 h, a n d b et a c ell  m ar k er g e n es I, 
I ns 1, J, I ns 2, a n d K , Sl c 2 a 2  aft er 4 8 h D X O + 2 4 h w as h o ut ( n = 4 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts) . D at a ar e c al c ul at e d as p er c e nt a g e 
of c o ntr ol wit h c orr es p o n di n g p -v al u es.  St atisti c al si g nifi c a n c e w as d et er mi n e d b y o n e -w a y  A N O V A  wit h  T u k e y’s  m ulti pl e 
c o m p aris o n t est . W est er n bl ot w as p erf or m e d b y J. Mr u g al a ( A), w hil e e x pr essi o n d at a w er e c oll e ct e d b y A. P elli gr a ( B  –  K).  
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5. 5  M ol e c ul ar  m a ni p ul ati o n of t h e s eri n e -li n k e d mt O C M  b y G o F a n d L o F e x p eri m e nt s  

As d e m o nstr at e d i n pr e vi o us fi g ur es, r o b ust e vi d e n c e w as c oll e ct e d , i n di c ati n g t h at Atf 4  a n d 

s eri n e -li n k e d mt O C M g e n es w er e  hi g hl y u pr e g ul at e d aft er c hr o ni c hi g h -d os e D X O tr e at m e nt 

i n p a n cr e ati c isl ets. T o i n v esti g at e t h eir r ol es  i n m e di ati n g t h e o bs er v e d eff e cts of D X O, G o F 

a n d L o F e x p eri m e nts of Atf 4  w er e c o n d u ct e d i n dis p e rs e d p a n cr e ati c isl et c ells, w hi c h w er e 

s u bs e q u e ntl y r e ass e m bl e d t o f or m ps e u d o -isl ets. M or e o v er, p a n cr e ati c isl et c ells w er e als o 

tr a nsf e ct e d  wit h si -R N A  t ar g eti n g  s eri n e-li n k e d mt O C M  g e n es P h g d h , S h mt 2 ,  a n d Mt hf d 2  

g e n es  si n g ul arl y,  a s  w ell  as  si m ult a n e o us l y r es ulti n g  i n  t h e g e n er ati o n  of  ps e u d o -isl ets, 

c arr yi n g  a n i n di vi d u al or  tri pl e g e n e-K D . 

5. 5. 1  A T F 4  i n d u c e s s eri n e-li n k e d mt O C M g e n e s a n d i sl et e x h a u sti o n  

E R s tr ess m ar k er A T F 4  w as o v er e x pr ess e d i n ps e u d o-isl ets b y i nf e cti n g isl et c ell s us p e nsi o n 

wit h a r e c o m bi n a nt a d e n o vir us, c arr yi n g t h e h u m a n A T F 4 g e n e , al o n g wit h G F P  as r e p ort er 

( A d-A T F 4  ). I n  c o ntr ast, r es p e cti v e  c o ntr ol  ps e u d o-isl ets  w er e g e n er at e d  b y  si n gl e isl et  c ell 

i nf e cti o n wit h a d e n o vir us, c arr yi n g G F P  al o n e ( A d-G F P ) (Fi g ur e 1 7 A) . Pr ot ei n a n d m R N A l e v els 

of A T F 4  r e v e al e d a s u c c essf ul a n d r o b ust o v er e x pr essi o n effi ci e n c y i n ps e u d o -isl ets (Fi g ur e 

1 7 B  +  C).  F urt h er m or e , e x pr essi o n l e v els of s eri n e s y nt h esis a n d mt O C M  g e n es w er e all f o u n d 

t o b e si g nifi c a ntl y u pr e g ul at e d i n A d -A T F 4  ps e u d o -isl ets (s e e Fi g ur e 1 7 D  –  I). 

Si mil ar t o c hr o ni c hi g h -d os e D X O  tr e at m e nt, t h e i ns uli n  s e cr eti o n ass a y  c o n d u ct e d 

wit h  A d -G F P  a n d  A d -A T F 4  i nf e ct e d  ps e u d o-isl ets s h o w e d  a  d e cr e as e d G SI S  (Fi g ur e 1 7 J). 

H o w e v er , A T F 4  o v er e x pr essi n g ps e u d o -isl ets e x hi bit e d e n h a n c e d i ns uli n c o nt e nt c o m p ar e d t o 

c o ntr ol  ps e u d o -isl ets (Fi g ur e 1 7 K ). T o i n v esti g at e w h et h er A T F 4 m e di at e s  isl et c ell pr ot e cti o n 

a g ai nst  S T Z  c ell  d e at h ,  c ell  vi a bilit y w as  q u a ntifi e d usi n g  fl o w  c yt o m etr y (Fi g ur e 1 7 L  +  M) . 

B ri g htfi el d  i m a g es of u ntr e at e d  a n d  S T Z -tr e at e d  A d-G F P  a n d  A d -A T F 4  ps e u d o -isl ets (Fi g ur e 

1 7 L)  i n di c at e n o m aj or  c h a n g es i n vi a bilit y of  u ntr e at e d ps e u d o -isl ets. H o w e v er, hi g h  d os e s of  

S T Z i n d u c e d a str o n g er c ell d e at h i n A d -A T F 4  i nf e ct e d ps e u d o-isl ets ( 9 4. 7 2 %) t h a n i n A d -G F P  

i nf e ct e d c o ntr ol isl ets ( 8 0. 8 5 %) (Fi g ur e 1 7 M).  

T h es e r es ults i n di c at e t h at A T F 4 e x pr essi o n mi mi cs t h e D X O -i n d u c e d u pr e g ul ati o n of 

s eri n e -li n k e d m tO C M  g e n es  a n d  t h e  D X O -i n d u c e d  isl et  s e cr et or y  d ysf u n cti o n. H o w e v er,  it 

d o es n ot r e pli c at e t h e isl et c ell pr ot e cti v e eff e ct o bs er v e d wit h D X O tr e at m e nt.  
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R es ults  

 4 9  

5. 5. 2  A T F 4  a cti v at e s  s eri n e -li n k e d mt O C M  g e n e s  a n d  r e g ul at e s G SI S, gl y c ol yti c fl u x , a n d 

i sl et c ell s ur vi v al a g ai n st S T Z -i n d u c e d c ell d e at h 

T o  i n v esti g at e  w h et h er Atf 4  sil e n ci n g c o ul d  att e n u at e t h e  eff e cts  i n d u c e d  b y c hr o ni c  D X O 

tr e at m e nt L o F e x p eri m e nts w er e c o n d u ct e d . Dis p ers e d pri m ar y isl et c ells w er e s u bj e ct e d t o 

si -R N A -m e di at e d Atf 4 -K D  a n d r e a g gr e g at e d f or t h e g e n er ati o n of ps e u d o -isl ets (Fi g ur e 1 8 A).  

T h e K D effi ci e n c y  w as  e v al u at e d  b y  m e as uri n g  b as al  pr ot ei n  e x pr essi o n  l e v els  of A T F 4  a n d 

A L D H 1 L 2 ,  s h o wi n g  a  pr o n o u n c e d  r e d u cti o n  i n  l ys at es  of  ps e u d o-isl ets  tr e at e d  wit h  t h e  E R 

str ess  i n d u c er  t h a psi g ar gi n  ( T h a psi)  fr o m  + 6 2 2 %  t o -1 9 %  c o m p ar e d  t o  u ntr e at e d  si -Ctrl  

tr a nsf e ct e d ps e u d o-isl ets (Fi g ur e 1 8 B ). O n m R N A l e v el, t h e Atf 4 -K D effi ci e n c y r e a c h e d -8 4 % 

(Fi g ur e 1 8 C ). F urt h er,  tr a ns cri pti o n  l e v els  of  s eri n e -li n k e d mt O C M  g e n es  w er e  a n al y z e d  i n 

u ntr e at e d ( b as al) a n d 4 8  h 1 0 µ M D X O tr e at e d si -Ctrl  a n d si -Atf 4  tr a nsf e ct e d ps e u d o -isl ets  

(Fi g ur e 1 8 D  –  I). N ot a bl y, t h e u pr e g ul ati o n of t ar g et g e n es n e arl y  v a nis h e d, d es pit e c hr o ni c 

i ns uli n  s e cr et a g o g u e  tr e at m e nt. T h e  f u n cti o n al  eff e cts  of Atf 4 -K D  i n  p a n cr e ati c  isl ets  w er e 

ass ess e d t hr o u g h  G SI S a n al ysis wit h a n d wit h o ut c hr o ni c D X O pr e -tr e at m e nt (Fi g ur e 1 8 J –  K). 

I nt er esti n gl y, Atf 4  s u p pr essi o n str o n gl y e n h a n c e d  G SI S i n u ntr e at e d ps e u d o-isl ets (Fi g ur e 1 8 J), 

w hil e  d e pl eti n g  i ns uli n  c o nt e nt (Fi g ur e 1 8 K).  Al t h o u g h 4 8  h  D X O  pr e -tr e at e d ps e u d o -isl ets 

e x hi bit e d a s u bst a nti al d e cr e as e i n  G SI S  i n b ot h si-Ctrl  a n d si -Atf 4  tr a nsf e ct e d gr o u p s , t h e K D  

of Atf 4  r es ult e d  i n  a  sli g ht  e n h a n c e m e nt  of i ns uli n  s e cr eti o n  b y  1 9 %  i n D X O  pr e -tr e at e d 

ps e u d o -isl ets (Fi g ur e 1 8 J).  Fi n all y, t h e  eff e cts  of si -Atf 4  tr a nsf e cti o n w er e als o a n al y z e d 

c o n c er ni n g  D X O -i n d u c e d c ell pr ot e cti o n a g ai nst S T Z tr e at m e nt (Fi g ur e 1 8 L  –  M). W hil e t h e 

b as al  a n d  S T Z -i n d u c e d  c ell  d e at h  r at es  w er e  c o m p ar a bl e  b et w e e n si -Ctrl  a n d  si -Atf 4  

tr a nsf e ct e d ps e u d o -isl ets, t h e D X O -i n d u c e d isl et  c ell s ur vi v al  a g ai nst  S T Z w as p arti all y  b ut 

si g nifi c a ntl y att e n u at e d aft er Atf 4 -K D . 

T a k e n t o g et h er, t h es e r es ults d e m o nstr at e  o n t h e o n e h a n d t h at A T F 4  is r e q uir e d f or 

i n d u cti o n  of  s eri n e-li n k e d mt O C M  g e n es  i n  p a n cr e ati c  isl ets  a n d  f or  t h e  r e g ul ati o n  of  isl et 

s e cr et or y  f u n cti o n , a n d  o n  t h e  ot h er  h a n d  t h at  it c o ntri b ut es  t o D X O  c o nf err e d isl et  c ell 

pr ot e cti o n a g ai nst S T Z -i n d u c e d str ess. 
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R es ults  

 5 1  

P r e vi o u sl y  s h o w n  d at a wit hi n  t his  st u d y d e m o nstr at e  t h at A T F 4  is  s uffi ci e nt  t o i n d u c e t h e 

u pr e g ul ati o n  of  s eri n e -li n k e d mt O C M g e n es ,  t h er e b y m e di at i n g t h eir e x pr es si o n , a n d  

r e g ul ati n g b ot h , isl et  s e cr et or y f u n cti o n a n d  s ur vi v al  u p o n  c ell  str ess , i n  r es p o ns e  t o  D X O 

tr e at m e nt. T h es e  d at a i n di c at e t h at A T F 4  pl a ys a f u n d a m e nt al r ol e n ot o nl y i n D X O -m e di at e d 

eff e cts , b ut  als o  i n  b as al isl et  c ell p h ysi ol o g y . T o  i n v esti g at e  t h e  cr u ci al  r ol e  of A T F 4  i n 

d et er mi ni n g isl et c ell f at e, its i nfl u e n c e i n r e g ul ati n g gl u c os e fl u x t o w ar ds t h e s eri n e-li n k e d 

p at h w a y w as a n al y z e d  b y  p erf or mi n g is ot o p e tr a ci n g e x p eri m e nts, usi n g u ntr e at e d a n d 4 8  h 

1 0  µ M  D X O -tr e at e d si -Ctrl  a n d  si -Atf 4  tr a nsf e ct e d ps e u d o -isl ets  (Fi g ur e 1 9 A  +  B ). T h e 

q u a ntifi e d [ U-1 3 C ]-u nit s i n c or p or ati o n i nt o citr at e r e v e al e d n o diff er e n c e b et w e e n si-Ctrl  a n d 

si -Atf 4  tr a nsf e ct e d ps e u d o -isl ets u n d er u ntr e at e d c o n diti o n  (Fi g ur e 1 9 A) . H o w e v er, 4 8  h of 

D X O  tr e at m e nt,  e n h a n c e d  i n c or p or ati o n  of  [ U-1 3 C ]-u nit s i nt o  hi g h er  citr at e  is ot o p ol o g u es 

( M + 3 –  M + 5)  i n  si -Atf 4  tr a nsf e ct e d ps e u d o -isl ets,  a c c o m p a ni e d  b y  d e cr e as e d  l e v els  of 

u nl a b el e d citr at e ( M + 0)  (Fi g ur e 1 9 A).  C o n v ers el y, si -Atf 4  tr a nsf e ct e d ps e u d o -isl ets e x hi bit e d 

si g nifi c a ntl y i n cr e as e d l e v els of u nl a b el e d s eri n e i n u ntr e at e d c o n diti o ns c o m p ar e d t o si -Ctrl  

tr a nsf e ct e d ps e u d o -isl ets (Fi g ur e 1 9 B). T his eff e ct w as e v e n m or e pr o n o u n c e d aft er 4 8 h of 

D X O tr e at m e nt, w hi c h l e d t o si g nifi c a ntl y l es s  i n c or p or ati o n of [ U-1 3 C ]-u nit s i nt o hi g h er s eri n e 

is ot o p ol o g u es ( M + 1 –  M + 2).  C o nsi d eri n g t h at A T F 4  w as pr e vi o usl y s h o w n t o m e di at e D X O -

i n d u c e d g e n e e x pr essi o n of s eri n e-li n k e d mt O C M e n z y m es (Fi g ur e  1 8 D  –  I), e x pr es si o n l e v el s 

of b et a c ell  m ar k er g e n es s u c h as Sl c 2 a 2 , I ns 1, a n d I ns 2, w er e as w ell a n al y z e d aft er 4 8 h of 

D X O  tr e at m e nt  (Fi g ur e 1 9 C –  H). I n  c o ntr ast  t o  t h e  s eri n e-li n k e d mt O C M  g e n es,  t h e 

d o w nr e g ul ati o n  of b et a  c ell  m ar k er  g e n es  i n d u c e d  b y  D X O  w as  n ot  att e n u at e d  i n  si -Atf 4  

tr a nsf e ct e d ps e u d o -isl ets.  

I n s u m m ar y, A T F 4  m e di at es t h e s hift i n gl y c ol yti c  fl u x t o w ar ds s eri n e s y nt h esis i n d u c e d 

b y  c hr o ni c  hi g h -d os e  D X O  tr e at m e nt,  b ut  d o es  n ot  m e di at e  t h e D X O -i n d u c e d b et a  c ell  

d e diff er e nti ati o n.  
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R es ults  

 5 3  

5. 5. 3  K D of P h g d h , S h mt 2 , a n d Mt hf d 2  e n h a n c e G SI S , w hil e t h eir si m ult a n e o u s K D 

r e d u c e s i sl et c ell s ur vi v al  

B esi d es  A T F 4 , g e n es e n c o di n g f or s eri n e -li n k e d mt O C M e n z y m es, w er e as w ell a n al y z e d  f or 

p ot e nti al  i n v ol v e m e nt  i n  isl et  f u n cti o n alit y  a n d  D X O -m e di at e d  c ell  pr ot e cti o n.  I n  s p e cifi c , 

P h g d h , S h mt 2 ,  a n d Mt hf d 2  w er e  i n di vi d u all y  t ar g et e d  b y si -R N A  tr a nsf e cti o n,  r es ulti n g  i n 

r o b ust K D effi ci e n ci es of -7 5 t o -8 4 % at pr ot ei n e x pr essi o n l e v els  (Fi g ur e 2 0 A, D, G). Alt h o u g h, 

G SI S l e v els w er e r es p e cti v el y e n h a n c e d b y + 4 4 % , + 2 5 % , a n d + 5 4 % i n si -P h g d h , si-S h mt 2 , a n d 

si -Mt hf d 2  tra nsf e ct e d  ps e u d o -isl ets (Fi g ur e 2 0 B,  E,  a n d  H) , n eit h er t h e  D X O-i n d u c e d  isl et 

d ysf u n cti o n n or t h e i ns uli n c o nt e nt ( S u p pl. Fi g. 1 1 A –  B) w er e  r es c u e d b y t h e p erf or m e d  K Ds . 

A d diti o n all y, n o n e  of  t h e K Ds  aff e ct e d  t h e vi a bilit y or  t h e  D X O -i n d u c e d  c ell  pr ot e cti o n of 

p s e u d o -isl ets  a g ai nst  S T Z -i n d u c e d c ell d e at h (Fi g ur e 2 0 C, F,  I). 

 

Fi g ur e 2 0 : Si n gl e K D of P h g d h , S h mt 2  a n d Mt hf d 2  w er e a bl e e n h a n c e i sl et i n s uli n s e cr eti o n.  
A , Pr ot ei n e x pr essi o n,  B , G SI S, a n d C , Q u a ntifi c ati o n of c ell d e at h i n u ntr e at e d a n d 2 4 h 1. 5 m M S T Z tr e at e d si -Ctrl  a n d si -
P h g d h  tr a nsf e ct e d m o us e ps e u do -isl ets i n a bs e n c e or pr es e n c e of 1 0 µ M D X O f or 4 8 h ( n = 4 st ai ni n gs). D , Pr ot ei n e x pr essi o n , 
E , G SI S, a n d F , Q u a ntifi c ati o n of c ell d e at h i n u ntr e at e d a n d 2 4 h 1. 5 m M S T Z tr e at e d si-Ctrl  a n d si -S h mt 2  tr a nsf e ct e d m o us e 
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ps e u d o -isl ets  i n  a bs e n c e  or  pr es e n c e  of  1 0  µ M  D X O  f or  4 8  h  ( n =  4  st ai ni n gs). G , Pr ot ei n  e x pr essi o n , H ,  G SI S,  a n d I, 
Q u a ntifi c ati o n of c ell d e at h i n u ntr e at e d a n d 2 4 h 1. 5 m M S T Z tr e at e d si -Ctrl a n d si -Mt hf d 2 tr a nsf e ct e d m o us e ps e u d o -isl ets 
i n a bs e n c e or pr es e n c e of 1 0 µ M D X O f or 4 8 h ( n = 4 st ai ni n gs).  Pr ot ei n e x pr essi o n w as n or m ali z e d t o B et a -a cti n . Ins uli n 
s e cr eti o ns w er e m e as ur e d at 2 m M a n d 2 0  m M gl u c os e ( n = 5 w ells). D at a ar e s h o w n as m e a n ±  S E M wit h c orr es p o n di n g p -
v al u es  a n d  c al c ul at e d  as  p er c e nt a g e  of  c o ntr ol.  St atisti c al  si g nifi c a n c e  w as  d et er mi n e d  b y  t w o -w a y  A N O V A  f oll o w e d  b y 
T u k e y’s m ulti pl e c o m p aris o n t est . K n o c k d o w n e x p eri m e nts of  P h g d h  a n d S h mt 2  w er e p erf or m e d b y A. P elli gr a ( A –  F), w hil e 
K. Gri ess p erf or m e d  all a n al ys es of  t h e Mt hf d 2 -K D ( G –  I). 

 

I n c o m p ari s o n t o si n gl e si -R N A  tr e at m e nts, si m ult a n e o us tri pl e si -R N A  tr e at m e nt of ps e u d o-

isl ets r es ult e d i n l ess str o n g K D effi ci e n ci es of -5 9 % t o -7 6 %  at pr ot ei n e x pr essi o n l e v els ( Fi g ur e  

2 1 A).  N e v ert h el ess,  t h e  si m ult a n e o us  tri pl e -K D  i n d u c e d a  m u c h  str o n g er G SI S  ( + 8 0 %) 

c o m p ar e d t o t h e si n gl e g e n e K D ( Fi g ur e 2 0 A, D, G)  at  hi g h gl u c os e c o n c e ntr ati o ns . H o w e v er, 

t h e D X O -i n d u c e d isl ets d ysf u n cti o n a n d t h e d e pl eti o n of i ns uli n c o nt e nt ( S u p pl. Fi g. 1 1 D)  w er e 

n ot  att e n u at e d b y t h e si m ult a n e o us K D of P h g d h , S h mt 2 , a n d Mt hf d 2  (Fi g ur e 2 1 B). N ot a bl y,  

tri pl e-K D ps e u d o -isl ets e x hi bit i n cr e as e d s us c e pti bilit y t o S T Z-i n d u c e d c ell d e at h, e v e n t h o u g h 

D X O -i n d u c e d c ell pr ot e cti o n w as o nl y t e n d e nti all y att e n u at e d i n t h es e ps e u d o-isl ets (Fi g ur e  

2 1 C).  

 

Fi g ur e 2 1 : Si m ult a n e o us K D  of P h g d h , S h mt 2  a n d Mt hf d 2  e n h a n c e s s u s c e pti bilit y a g ai n st S T Z -i n d u c e d c ell d e at h. 
A , Pr ot ei n e x pr essi o n , B , G SI S , a n d C , Q u a ntifi c ati o n of c ell d e at h i n u ntr e at e d a n d 2 4 h 1. 5 m M S T Z tr e at e d si-Ctrl  a n d si -
P h g d h  +  S h mt 2  +  Mt hf d 2  tr a nsf e ct e d m o us e ps e u do -isl ets i n a bs e n c e or pr es e n c e of 1 0 µ M D X O f or 4 8 h ( n =  4 st ai ni n g s). 
Pr ot ei n e x pr essi o n w as n or m ali z e d t o B et a -a cti n.  I ns uli n s e cr eti o ns w er e m e as ur e d at 2 m M a n d 2 0 m M gl u c os e ( n = 5 w ells).  
D at a ar e s h o w n as m e a n ±  S E M wit h c orr es p o n di n g p -v al u es a n d c al c ul at e d as p er c e nt a g e of c o ntr ol. St atisti c al si g nifi c a n c e 
w as  d et er mi n e d  b y  t w o -w a y  A N O V A  f oll o w e d  b y  T u k e y’s  m ulti pl e  c o m p aris o n  t est. All si-R N A  tr a nsf e cti o ns,  pr ot ei n 
e x pr essi o n , a n d c ell s ur vi v al a n al ys es w er e p erf or m e d b y A. P elli gr a ( A  +  C) . T h e i ns uli n s e cr eti o n ass a y w as c o n d u ct e d  b y 
A.  P elli gr a ( B), w hil e K.  Gri ess p erf or m e d t h e r es p e cti v e i ns uli n E L I S A. 
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5. 6  I n d u cti o n  of  isl et d y sf u n cti o n , u pr e g ul ati o n  of  t h e  s eri n e -li n k e d mt O C M ,  a n d 

e n h a n c e d s ur vi v al ar e n ot D X O -s p e cifi c eff e ct s  

5. 6. 1  N M D A R a nt a g o ni st M K -8 0 1 a n d gl u c oli p ot o xi cit y e n h a n c e s eri n e -li n k e d mt O C M i n 

p a n cr e ati c i sl et s  

D X O is a N M D A R a nt a g o nist w hi c h i n d u c e s  g e n e e x pr essi o n l e v el s of  s eri n e -li n k e d mt O C M 

(s e e Fi g ur e 1 2  a n d Fi g ur e 1 3 ). T o i n v esti g at e w h et h er t h e i n hi biti o n of t h e N M DA R m e di at es  

t h e D X O-i n d u c e d eff e cts, p a n cr e ati c isl ets w er e tr e at e d wit h 1 0 µ M of t h e N M D A R a nt a g o nist 

M K -8 0 1  f or  2 4  h,  a n d  us e d  f or  R N A -s e q  a n al ys is  ( Fi g ur e 2 2 ).  T h e  tr a ns cri pt o m e  a n al ysis 

r e v e al e d a n u pr e g ul ati o n of t h e A T F 4 -ass o ci at e d  E R str ess br a n c h ( Fi g ur e 2 2 A), g e n es of t h e 

d e n o v o  s eri n e s y nt h esis g e n es ( Fi g ur e 2 2 B), t h e mt O C M e n z y m es a n d Ct h  (Fi g ur e 2 2 C) si mil ar , 

b ut  t o  a  l ess er  e xt e n t c o m p ar e d  t o  2 4  h  1 0  µ M D X O  tr e at m e nt  (s h o w n  i n  Fi g ur e 1 2 ). 

A d diti o n all y, M K -8 0 1 als o i n d u c e d a sli g ht d o w nr e g ul ati o n of Sl c 2 a 2  a n d M af A  (Fi g ur e 2 2 D) . 

O v er all, t h e i n hi biti o n of N M D A R i n d u c es si mil ar, b ut l ess pr o n o u n c e d eff e cts t o D X O, 

s u g g esti n g t h e p ot e nti al i n v ol v e m e nt of a d diti o n al m e c h a nis m  i n t h e D X O-i n d u c e d eff e cts. 

 

Fi g ur e 2 2 : C hr o ni c ( 4 8 h) tr e at m e nt wit h N M D A R a nt a g o ni st M K-8 0 1 i n d u c e s t h e e x pr e s si o n of s eri n e -li n k e d O C M g e n e s . 
A , Tr a ns cri pt o m e a n al ysis of E R str ess m ar k er g e n es, B , D e n o v o  s eri n e s y nt h esis g e n es, C , O C M g e n es, a n d D , Isl et c ell m ar k er 
g e n es, aft er 4 8 h 1 0 µ M M K -8 0 1 tr e at m e nt of p a n cr e ati c m o us e isl ets. Gr a p hs s h o w l o g 2  F C, F P K M a n d p -v al u es of g e n es 
b as e d  o n  R N A -s e q  d at a.  H ori z o nt al  a x es  s h o w  F P K M  v al u es  ( Fr a g m e nts  P er  Kil o b as e  Milli o n),  v erti c al  a x es  s h o w  l o g 2  F C. 
D as h e d li n es: c ut -off of t h e F P K M a n d t h e l o g 2  F C. Gr a di e nts o n t h e l eft i n di c at e t h e F C . G e n es of t h e A T F 4 -ass o ci at e d  br a n c h 
a n d t h e f ol at e c y cl e  ar e hi g hli g ht e d b y l ar g er f o nt si z e. R N A -s e q d at a w er e c oll e ct e d b y J.  Mr u g al a.  
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T o d et er mi n e , w h et h er Atf 4  a n d s eri n e -li n k e d mt O C M g e n es ar e als o u pr e g ul at e d i n r es p o ns e 

t o di a b et o g e ni c  str ess or s , t h eir g e n e  e x pr essi o n l e v els  w er e  e x a mi n e d  i n  p a n cr e ati c  isl ets 

f oll o wi n g  tr e at m e nt  wit h  hi g h-p al mit at e  ( 5 0 0  µ M) +  hi g h -gl u c os e  ( H G,  2 5  m M)  t o i n d u c e 

gl u c oli p ot o xi cit y. T his tr e at m e nt i n d u c e d a r o b ust u pr e g ul ati o n of Atf 4  a n d , wit h e x c e pti o n of 

Ps p h , of  all ot h er a n al y z e d s eri n e -li n k e d mt O C M g e n e s  (Fi g ur e 2 3 ). 

T h es e fi n di n gs s u g g est t h at  t h e i n d u cti o n of E R s tr ess a n d t h e u pr e g ul ati o n of s eri n e-

li n k e d mt O C M g e n es i n p a n cr e ati c isl et c ells is a g e n er al r es p o ns e t o i n d u c e d c ell ul ar str ess . 

 

Fi g ur e 2 3 : Hi g h-p al mit at e  + hi g h gl u c o s e tr e at m e nt i n d u c e s Atf 4  a n d s eri n e -li n k e d mt O C M g e n e e x pr e s si o n.  
G e n e e x pr essi o n l e v els of A , Atf 4  a n d s eri n e -li n k e d mt O C M g e n es B , P h g d h , C , Ps at 1 , D , Ps p h , E , S h mt 2 , F , Mt hf d 2 , a n d G , 
Al d h 1l 2  aft er  4 8  h  tr e at m e nt  wit h  5 0 0  m M  p al mit at e –  2 5  m M  gl u c os e  ( n  =  3 –  4  i n d e p e n d e nt  e x p eri m e nts) . D at a  ar e 
c al c ul at e d as p er c e nt a g e of c o ntr ol wit h c orr es p o n di n g p -v al u es. St atisti c al si g nifi c a n c e w as d et er mi n e d b y t w o -t ail e d p air e d 
st u d e nt’s t -t est. G e n e e x pr essi o n d at a w er e c oll e ct e d b y K. Gri ess.  
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5. 6. 2  I sl et d y sf u n cti o n a n d pr ot e cti o n  ar e  i n d u c e d b y t h e KA T P -d e p e n d e nt  G SI S  m e c h a ni s m  

T o i n v esti g at e w h et h er t h e eff e cts i n d u c e d b y c hr o ni c hi g h -d os e D X O tr e at m e nt w er e s p e cifi c 

t o  N M DA R  a nt a g o ni z ati o n,  G SI S,  isl et  c ell  vi a bilit y  a n d  e x pr essi o n  l e v els  of  s eri n e -li n k e d 

mt O C M  g e n es w er e a n al y z e d u p o n  tr e at m e nt wit h diff er e nt  a nti -di a b eti c  dr u gs.  F or  t his 

p ur p os e , p a n cr e ati c isl ets w er e tr e at e d f or 4 8 h eit h er wit h t h e s ulf o n yl ur e a Gli b or t h e G L P -

1 R -a g o nist  E x -4.  N ot a bl y , 1  µ M  Gli b  tr e at m e nt  i n d u c e d  G SI S  r e d u cti o n  (Fi g ur e 2 4 A), t o  a 

si mil ar e xt e nt as 4 8 h 1 0 µ M D X O (s e e  Fi g ur e  1 0 E ). T h e i ns uli n c o nt e nt w as as w ell d e cr e as e d, 

b ut t o a l ess er e xt e nt, c o m p ar e d t o D X O tr e at m e nt ( Fi g ur e 2 4 B).  I n c o ntr ast, E x -4 tr e at m e nt 

di d n ot i n d u c e isl et d ysf u n cti o n, b ut r at h er e n h a n c e d G SI S (Fi g ur e 2 4 C),  wit h n o eff e cts o n t h e 

i ns uli n c o nt e nt (Fi g ur e 2 4 D).  

 

Fi g ur e 2 4 : C hr o ni c ( 4 8 h) gli b e n cl a mi d e tr e at m e nt i n d u c e s i sl et d y sf u n cti o n , w h er e a s c hr o ni c e x e n di n -4 e n h a n c e s G SI S . 
A , G SI S a n d B , i ns uli n c o nt e nt of u ntr e at e d a n d 4 8 h 1 µ M gli b e n cl a mi d e ( Gli b) pr e-tr e at e d p a n cr e ati c m o us e isl ets. C , G SI S 
a n d D ,  i ns uli n  c o nt e nt  of  u ntr e at e d  a n d  4 8  h  1 0 0  n M  e x e n di n-4  ( E x -4)  pr e -tr e at e d  p a n cr e ati c  m o us e  isl ets  ( n  =  5  w ells). 
St atisti c al si g nifi c a n c e w as d et er mi n e d b y t w o -w a y A N O V A f oll o w e d b y T u k e y’s m ulti pl e c o m p aris o n t est ( A + C) a n d t w o -
t ail e d u n p air e d st u d e nt’s t-t est ( B + D). D at a ar e  c al c ul at e d as p er c e nt a g e of c o ntr ol wit h c orr es p o n di n g p -v al u es . I ns uli n 
s e cr eti o n ass a ys w er e p erf or m e d b y A. P elli gr a.  

 

F urt h er m or e, t h e s ur vi v al e n h a n ci n g  f e at ur es of b ot h i ns uli n s e cr et a g o g u es w er e a n al y z e d i n 

fl o w  c yt o m etr y-b as e d  c ell  s ur vi v al  ass a ys a g ai nst  hi g h -d os e  S T Z -i n d u c e d  c ell d e at h . T h e 

vi a bilit y  a n al ys es  s h o w  t h at  c hr o ni c  Gli b  tr e at m e nt  e x ert e d  a  c ell -pr ot e cti v e  eff e ct a g ai nst 

hi g h -d os es  S T Z, as e vi d e n c e d b y a d e cr e as e d  c ell d e at h p er c e nt a g e fr o m 4 6. 8 0 % u p o n 2. 5 m M 

S T Z t o 8. 2 7 % u p o n 2. 5 m M S T Z + 1 µ M Gli b tr e at m e nt (Fi g ur e 2 5 A) . I n c o ntr ast, E x-4 tr e at m e nt 

di d n ot s h o w s ur vi v al e n h a n ci n g  eff e cts a g ai nst S T Z -i n d u c e d c ell d e at h (Fi g ur e 2 5 B) . B as e d o n 

t h e r es ult t h at Gli b a n d D X O e x ert c o m p ar a bl e eff e cts o n G SI S a n d isl et c ell pr ot e cti o n, b ot h 

i ns uli n  s e cr et a g o g u es mi g ht  p ot e nti all y  s h ar e  si mil ar  a n d  g e n er al  M O A . I n  c o ntr ast, 4 8  h 

1 0 0  n M E x -4 e m er g es  t o h a v e disti n ct eff e cts o n isl et c ell. 
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Fi g ur e 2 6 : C hr o ni c ( 4 8 h) gli b e n cl a mi d e tr e at m e nt i n d u c e s s eri n e-li n k e d m t O C M g e n e e x pr e s si o n i n p a n cr e ati c i sl et s i n 
c o ntr a st  t o  e x e n di n -4  tr e at m e nt . G e n e  e x pr essi o n  l e v els  of A , Atf 4  a n d  s eri n e -li n k e d mt O C M  g e n es B , P h g d h , C , Ps at 1 , 
D , Ps p h , E , S h mt 2 , F , Mt hf d 2 , a n d G , Al d h 1l 2  aft er 4 8 h tr e at m e nt wit h 1 µ M gli b e n cl a mi d e ( Gli b) a n d 1 0 0 n M e x e n di n -4 ( E x -
4)  ( n  =  3  –  6  i n d e p e n d e nt  e x p eri m e nts).  D at a  ar e  s h o w n  as  m e a n  ±  S E M  wit h  c orr es p o n di n g  p -v al u es  a n d  c al c ul at e d  as 
p er c e nt a g e of c o ntr ol. St atisti c al si g nifi c a n c e w as d et er mi n e d b y t w o -t ail e d p air e d st u d e nt’s t-t est ( E –  M). Gli b e x pr essi o n 
d at a w er e c oll e ct e d b y K. Gri ess ( A  –  E, G) a n d A. P elli gr a ( A –  G), w hil e all E x -4 e x pr essi o n d at a w er e c oll e ct e d b y K. Gri ess 
( E –  M).  
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6  Di s c u s si o n  

T h e  m aj or  ai m  of  t his  st u d y  w as  t o  el u ci d at e  t h e  u n d erl yi n g  m ol e c ul ar  m e c h a nis ms  f or 

e n h a n c e d isl et c ell s ur vi v al i n th e pr es e n c e of  i n d u c e d c ell d e at h, tri g g er e d b y c hr o ni c hi g h-

d os e  D X O  tr e at m e nt.  F or  t his  p ur p os e,  v ari o us  as p e cts  c o n c er ni n g  t h e  d ur ati o n  a n d 

c o n c e ntr ati o n of D X O tr e at m e nt w er e a n al y z e d.  

S o m e of  t h e m ost i ntri g ui n g c h ar a ct eristi cs of D X O c o nsist of  t h e b e n efi ci al eff e cts o n 

G SI S  a n d  c ell  s ur vi v al  i n  b ot h , p a n cr e ati c  m o us e  a n d  h u m a n  isl ets,  u p o n  di a b et o g e ni c 

c o n diti o ns. 3 3, 1 8 2, 1 8 4, 1 9 7  St u di e s  h a v e  d e m o nstr at e d  t h at  D X O  tr e at m e nt  d el a ys  t h e  o ns et  of 

T 2 D M i n  d b /d b  mi c e a n d r e d u c es p ost  pr a n di al  B G e x c ursi o ns i n i n di vi d u als wit h di a b et es aft er  

a c ut e si n gl e -d os e  D X M a d mi nistr ati o n, m a ki n g it a pr o misi n g i ns uli n s e cr et a g o g u e. 1 8 3, 1 8 4, 1 8 6  

H o w e v er, c o nti n u o us  ( 4 8  h) hi g h -d os e ( 1 0  µ M) D X O  tr e at m e nt  w as  f o u n d  t o  i n d u c e isl et 

d ysf u n cti o n,  c h ar a ct eri z e d  b y a  str o n g  a n d r o b ust  d ecli n e i n  G SI S  a n d  i ntr a c ell ul ar  i ns uli n 

c o nt e nt. 1 8 6  N ot a bl y, t hi s tr e at m e nt c oi n ci d es  wit h  e n h a n c e d  isl et  c ell  s ur vi v al  a g ai nst 

c yt o ki n e -i n d u c e d c ell d e at h.1 8 4, 1 8 6  

B a s e d o n a n  R N A -s e q a n al ysis  of c hr o ni c hi g h -d os e D X O pr e -tr e at e d p a n cr e ati c m o us e 

isl ets, J.  Mr u g al a  i d e ntifi e d  t h e  u pr e g ul ati o n  of P h g d h , Ps at 1 , Ps p h,  S h mt 2 , Mt hf d 2 , a n d 

Al d h 1l 2 , e n c o di n g  e n z y m es  of  t h e  s eri n e -li n k e d mt O C M. 1 8 6  A d diti o n all y,  t h e tr a ns cri pti o n 

f a ct or A T F 4 , w hi c h is n ot o nl y ass o ci at e d wit h E R str ess b ut als o k n o w n t o i n d u c e a n d r e g ul ate  

t h e s eri n e -li n k e d mt O C M g e n e  e x pr es si o n,  w as f o u n d t o b e u pr e g ul at e d b y c o nti n u o us D X O 

tr ea t m en t.1 1 4, 2 0 6 -2 0 8  A c c or di n g  t o  lit er at ur e,  t h er e  is  r o b ust  e vi d e n c e  t h at  t h es e e n z y m es 

e n h a n c e t h e c ell ul ar r e d o x st at e  a n d o v er all c ell s ur vi v al. 1 9 9 -2 0 5  H e n c e, t h e R N A -s e q a n al ysis 

i d e ntifi e d v al u a bl e p ot e nti al c a n di d at e g e n es a n d r e v e al e d a m et a b oli c p at h w a y , w hi c h mi g ht 

b e r es p o nsi bl e f or e n h a n c e d isl et c ell s ur vi v al a n d i m p air e d G SI S, i n d u c e d b y c hr o ni c hi g h -

d os e D X O tr e at m e nt .1 8 6  H o w e v er, t h e h y p ot h esi z e d m et a b oli c m o d el a n d t h e s p e cifi c r ol es of 

t h e i n v ol v e d e n z y m es r e m ai n e d t o b e v ali d at e d  a n d a n al y z e d i n pri m ar y p a n cr e ati c isl ets. 

O v er all,  t his  st u d y  pr o vi d es  r o b ust  c o m pr e h e nsi v e  i nsi g hts a b o ut  t h e  r e g ul ati o n  of 

tr a ns cri pti o n al a n d m et a b oli c a d a pt ati o ns of isl et c ell  p h ysi ol o g y  i n r es p o ns e t o i n d u c e d c ell 

d e at h . T h e u n c o v er e d  m et a b oli c  i nt erli n k a g e s  a n d  p at h w a ys  s er v e  f or  t h e  d e v el o p m e nt  of 

n o v el pr e v e nti v e or t h er a p e uti c tr e at m e nts i n t h e fi el d of T 2 D M.  
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6. 1  C hr o ni c i n s uli n h y p er s e cr eti o n i n d u c e s t h e s eri n e -li n k e d mt O C M t o miti g at e c ell ul ar 

d a m a g e  

U n d erst a n di n g t h e i nt er pl a y b et w e e n t h e D X O tr e at m e nts d ur ati o n  a n d c o n c e ntr ati o n wit h  

t h eir i n d u c e d eff e cts mi g ht  b e cr u ci al f or t h e d e v el o p m e nt of p ot e nti al t h er a p e uti c dr u gs a n d  

e v e n f or u n d erst a n di n g  g e n er al isl et c ell p h ysi ol o g y. T his st u d y e x pl or es t h e eff e cts of a c ut e 

a n d c o nti n u o us hi g h  d os es of D X O o n is ol at e d p a n cr e ati c isl ets, f o c usi n g o n G SI S a n d isl et c ell 

s ur vi v al  a g ai nst  i n d u c e d  c ell  str ess.  St u di es,  i n  p arti c ul ar  t h os e  c o n d u ct e d  b y  J.  Mr u g al a, 

s u g g est a criti c al  d e p e n d e n c y  o n  t h e  d ur ati o n  of  t h e D X O  tr e at m e nt b e hi n d  its  i n d u c e d 

b e n efi ci al eff e cts .1 8 4, 1 8 6  F urt h er, t h e i n d u cti o n of t h e h y p ot h esi z e d  m et a b oli c p at h w a y  b y D X O 

a n d t h e p ot e nti al c a us e -a n d -eff e ct r el ati o ns hi p s  b et w e e n t h e u pr e g ul at e d g e n es , a s w ell as  

t h e o bs er v e d D X O -i n d u c e d eff e cts, w er e i n v esti g at e d b y diff er e nt  a p pr o a c h es. F irst, G SI S a n d 

isl et  c ell  s ur vi v al  w er e s p e cifi c all y  i n v esti g at e d aft er  c hr o ni c  ( 4 8  h)  a n d  a c ut e  ( 1  h)  D X O 

tr e at m e nt (Fi g ur e 1 0 ). S e c o n d, t h e r es p e cti v e R N A -s e q d at a wit h hi g h ( 1 0 µ M) or  l o w ( 1 µ M) 

D X O d os es w er e r ea n al y z e d f or s p e cifi c g e n es , i n cl u di n g t h os e e n c o di n g f or E R str ess m ar k ers , 

s eri n e s y nt h esis, a n d O C M e n z y m es  (Fi g ur e 1 2  a n d Fi g ur e 1 3 ). Fi n all y , gl y c ol yti c fl u x a n al ys es 

w er e c o n d u ct e d o n b ot h, a c ut e a n d c hr o ni c hi g h -d os e D X O tr e at e d p a n cr e ati c isl ets  (Fi g ur e 

1 4 ). 

6. 1. 1  D X O  e n h a n c e s  b et a c ell  s ur vi v al a g ai n st R O S a n d o xi d ati v e str e s s  

A m o n g all o ut c o m es , this st u d y r e v e als t h at  hi g h d os es of D X O e n h a n c e t h e G SI S of 

is ol at e d p a n cr e ati c isl ets aft er o nl y 1 h of pr e -i n c u b ati o n (Fi g ur e 1 0 ). T his r es ult is i n li n e wit h 

pr e vi o us  o bs er v ati o ns fr o m a  cli ni c al  tri al,  w h er e  a si n gl e  a c ut e a d mi nistr ati o n of  D X M 

e n h a n c e d  p ost pr a n di al  i ns uli n s e cr eti o n of T 2 D M p ati e nts.1 8 3  H o w e v er, a c ut e hi g h -d os e D X O 

tr e at m e nt di d n ot e x ert p ositi v e eff e cts o n isl et  c ell s ur vi v al. I n c o ntr ast, c hr o ni c hi g h -d os e 

D X O  pr e -tr e at m e nt  e n h a n c es  t h e  r esili e n c e  a n d  s ur vi v al  of  isl et c ells  a g ai nst l o w  a n d  hi g h 

d os es of S T Z. S T Z is a gl u c os e a n al o g a n d o xi d ati v e str ess i n d u c er , s p e cifi c all y t ar g e ti n g b et a 

c ell s vi a t h e G L U T -2 tr a ns p ort er .2 2 3  B e si d e s S T Z, D X O -d eri v at i v es w er e a d diti o n all y f o u n d t o 

e n h a n c e  t h e  c ell  s ur vi v al  of  isl ets  w hi c h  w er e  e x p os e d  t o  H 2 O 2  a n d  m e n a di o n e .1 8 9  T h es e  

r e s ult s s u g g est  t h at D X O  e x ert c ell pr ot e cti v e  eff e cts  a g ai nst diff er e nt t y p es  of R O S  a n d 

o xi d ati v e  str ess -i n d u c e d c ell d e at h i n g e n er al, alt h o u g h t his h y p ot h esis r e m ai ns t o b e pr o v en 

b y  t h e  c o n d u cti o n  of  r es p e cti v e  e x p eri m e nts.  N e v ert h el ess , t his b e n efi ci al  eff e ct  c oi n ci d es 
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wit h t h e i n d u cti o n of isl et c ell d ysf u n cti o n,  c h ar a ct eri z e d b y  a r o b ust d e cr e as e i n G SI S a n d 

i ntr a c ell ul ar i ns uli n c o nt e nt. C o nsi d eri n g t h at str o n gl y d e pl et e d i ntr a c ell ul ar i ns uli n l e v els ar e 

us u all y ass o ci at e d wit h  a d e cli n e i n b et a c ell  m ass, it w as cr u ci al t o pr o v e t h at c o nti n u o us D X O 

tr e at m e nt pr ot e cts t h e b et a c ell s  of p a n cr e ati c isl ets a g ai nst hi g h d os es of t h eir s p e cifi c t o xi n, 

S T Z  (Fi g ur e 1 1 ).1 4 5  I n a d diti o n  t o t h e a nti-di a b eti c p ot e nti al of D X O, t h e eff e ct of pr es er vi n g 

b et a  c ell  vi a bilit y  r e pr es e nts  a  f e at ur e  of p arti c ul ar  r el e v a n c e  i n  r e g ar d  of  n o v el  dr u g 

pr o p os als . N ot a bl y,  t h e  R N A -s e q  a n al ysis  r e v e al e d t h at 2 4  h pr e -tr e at m e nt wit h hi g h -d os e  

D X O a d diti o n all y i n d u c es a  s e v er e d o w nr e g ul ati o n of b et a c ell  k e y g e n es I ns 1, I ns 2, M af A , a n d 

Sl c 2 a 2  (Fi g ur e 1 2 ).  T he s e  fi n di n gs  n ot  o nl y pr o vi d e  a n  i ntri g ui n g  c orr el ati o n  b et w e e n  isl et 

d ysf u n cti o n  a n d p ot e nti al d e - or  tr a ns -diff er e nti ati o n  i nt o  ot h er  e n d o cri n e  c ell  t y p es,  b ut 

mi g ht  als o b e  a n  i n di c at or of  a r e d u c e d b et a c ell  p o p ul ati o n or  a n  att e n u at e d effi ci e n c y of t h e 

S T Z -i n d u c e d  c ell  d e at h.  I n  f a ct,  de diff er e nti ati o n  r es ulti n g  f or  e x a m pl e  fr o m c hr o ni c 

h y p er gl y c e mi a  a n d  pr ol o n g e d  i ns uli n  h y p ers e cr eti o n,  is  c o nsi d er e d  a  stri ki n g  h all m ar k  of 

T 2 D M a n d h as  b e e n  o bs er v e d  t o  c a us e  r a pi d  e n d o c yt osis  a n d  d e gr a d ati o n  of  t h e G L U T -2  

c h a n n el. 2 2 4 -2 2 6  D e s pit e t h e s e v er e  Sl c 2 a 2 d o w nr e g ul ati o n, t his st u d y cl e arl y e vi d e n c es t h at t h e 

st a bilit y or pr ot ei n e x pr essi o n  of G L U T -2  e n c o di n g m R N A r e m ai ns u n aff e ct e d b y c o nti n u o us 

D X O tr e at m e nt, at t h e a n al y z e d ti m e p oi nt. T his fi n di n g is cr u ci al a n d s u g g ests  t h at t h e D X O-

c o nf err e d isl et c ell pr ot e cti o n a g ai nst S T Z -i n d u c e d c ell d e at h r eli es o n m et a b oli c a d a pt ati o ns , 

r at h er t h a n G L U T -2  i nt er n ali z ati o n. 

Im p air e d isl et f u n cti o n alit y is a c h ar a ct eristi c f e at ur e of t h e e arl y -o ns et of b ot h T 2 D M 

a n d  T 1 D M  i n  r es p o ns e  t o  str ess  c o n diti o ns  s u c h  as  i n cr e as e d  R O S  l e v els ,  s er vi n g as a 

m e c h a nis m  t o  e v a d e  c ell  d e at h. 9 9, 1 2 5, 2 2 7 -2 2 9  B a s e d  o n  t h is  h y p ot h esis a n d d u e  t o t h e 

o bs er v ati o n of u n alt er e d G L U T -2  pr ot ei n e x pr essi o n l e v els, t h e s e  r es ults  p ot e nti all y  i n di c at e 

t h at c hr o ni c hi g h-d os e D X O tr e at m e nt mi g ht  i n d u c e i ns uli n h y p er s e cr eti o n a n d p ossi bl y o nl y 

a m o d est or  i niti al f or m  of isl et  d ysf u n cti o n  a n d  d e diff er e nti ati o n. N ot a bl y,  i ns uli n 

s e cr et a g o g u es  i n  g e n er al  h a v e  pr e vi o usl y  b e e n  ass o ci at e d  wit h t h e i n d u cti o n  of 

d e diff er e nti ati o n, w hi c h is t h o u g ht t o b e i niti at e d b y t h e d e pl eti o n of t h e i ns uli n c o nt e nt.2 3 0, 2 3 1   

I n  s u m m ar y,  t h es e  r es ults  r e v e al  t h at  hi g h d os e s  of D X O  e n h a n c e  t h e  G SI S  of 

p a n cr e ati c isl ets aft er a c ut e pr e -tr e at m e nt, a n d i m pr o v e t h e o v er all b et a c ell s ur vi v al a g ai nst 

S T Z a n d  p ot e nti all y a g ai nst  o xi d ati v e  c ell  str ess  i n  g e n er al, aft er  c hr o ni c pr e -tr e at m e nt. 

H o w e v er, t h e b et a c ell  pr ot e cti v e eff e ct is a c c o m p a ni e d b y t h e i n d u cti o n of d ysf u n cti o n  a n d 

a  m o d er at e or i niti al b et a c ell  d e diff er e nti ati o n, w hi c h d o es n ot si g nifi c a ntl y aff e ct G L U T -2  
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bi o s y nt h e si s a n d t h us mi g ht  b e  c o m p ar a bl e t o d e diff er e nti ati o n o bs er v e d d uri n g pr e - or e arl y 

di a b et es.  D es pit e, or p ot e nti all y e v e n d u e t o t h e d o w nr e g ul ati o n  of b et a c ell  m ar k ers,  t h e D X O 

e n h a n c e d  isl et  c ell  s ur vi v al  is  li k el y  t o  u n d erl y  s p e cifi c  c ell ul ar  a d a pt ati o ns,  r at h er  t h a n 

d e diff er e nti ati o n.  

6. 1. 2  T h e gl y c ol yti c fl u x r e g ul at e s i sl et c ell f u n cti o n alit y a n d s ur vi v al i n i sl et s  

I n r e c e nt y e ars, t h e i n cr e asi n gl y r e c o g ni z e d i n v ol v e m e nt of t h e s eri n e-li n k e d mt O C M i n t h e 

d e v el o p m e nt of dis e as es , i n p arti c ul ar i n c a n c er, h as attr a ct e d s u bst a nti al i nt er est, b e c o mi n g 

s u bj e ct  of  n u m er o us  st u di es , ai mi n g  at  el u ci d ati n g  its  r ol es  i n  b ot h , n or m al  p h ysi ol o gi c al 

f u n cti o ns a n d dis e as e-r el at e d c o nt e xts.1 5 5, 1 5 6, 2 3 2 -2 3 4  St u di e s c o n c er ni n g t h e O C M h a v e us u all y 

b e e n c o n d u ct e d i n i m m ort ali z e d b et a c ell  li n es, t h er ef or e, n ot m u c h is y et k n o w n a b o ut its 

f u n cti o ns  i n  h e alt h y  or  d ysf u n cti o n al  isl ets.1 3 1, 2 0 2, 2 0 5, 2 3 5  T h u s, t hi s  st u d y  pr o vi d es  first 

c o m pr e h e nsi v e  i nsi g hts  a b o ut t h e r ol e of  t h e  s eri n e -li n k e d mt O C M i n  pri m ar y  p a n cr e ati c 

i sl ets. 

H er ei n, r o b ust e vi d e n c e h a s  b e e n c oll e ct e d i n di c ati n g a n i n v ers e r e g ul ati o n of isl et c ell 

s ur vi v al a n d f u n cti o n alit y u p o n p ersisti n g i ns uli n s e cr eti o n  i n d u c e d b y c hr o ni c hi g h-d os e D X O . 

Pr e vi o us st u di es pr o vi d e i ntri g ui n g as p e cts , w hi c h dir e ctl y c o n n e ct i m p air e d c ell  f u n cti o n alit y 

t o t h e u pr e g ul ati o n of t h e O C M, b y t h e d e vi ati o n  of 3 -P G fr o m gl y c ol yti c fl u x i nt o t h e s eri n e 

s y nt h esis  p at h w a y .1 3 1, 2 0 7  T h e T C A  c y cl e is a criti c al m et a b oli c p at h w a y, g e n er ati n g k e y a n al yt es 

r e q uir e d  f or  c ell ul ar  r es pir ati o n.2 3 6  T h er ef or e,  its  bl o c k a d e  or  b y p assi n g li mits d o w nstr e a m 

pr o c ess es, s u c h as A T P s y nt h esis, w hi c h ar e  c o nsi d er e d i n dis p e ns a bl e i n t h e K A T P -d e p e n d e nt 

G SI S m e c h a nis m  of b et a  c ell s. 2 1, 2 3 7  A c c or di n g  t o  t his  st u d y  a n d  as  pr e vi o usl y  s u g g est e d  b y 

J. Mr u g al a , t h e h er ei n o bs er v e d d e vi ati o n of gl u c os e i nt er m e di at es  i nt o t h e s eri n e s y nt h esis 

p at h w a y i n d u c e d b y c o nti n u o us D X O tr e at m e nt, is li k el y t o b e t h e m ai n c a us e of t h e o bs er v e d 

d e cr e as e  i n  G SI S. 1 8 6  H e n c e,  t h e  h er e  c o n d u ct e d gl y c ol yti c fl u x  a n al yse s  r e v e al e d  c o m pl e x 

i nt erli n k a g es, cl e arl y i n di c ati n g t h at p ersisti n g c ell ul ar str ess , s u c h as i ns uli n h y p ers e cr eti o n, 

d o es n ot n e c ess aril y l e a d t o c ell d e at h , b ut tri g g ers a n alt er n ati v e p at h w a y  i nst e a d, c a usi n g 

t h e d e vi ati o n of gl u c os e r es o ur c es i nt o a pr o-s ur vi v al r at h er t h a n f u n cti o n al p at h w a y ( Fi g ur e  

1 4 ). Si mil ar w as als o r e p ort e d b y D e Ni c ol a et al.  a n d Y e et al. , w h o o bs er v e d e n h a n c e d c ell 

s ur vi v al a n d pr olif er ati o n u p o n gl y c ol yti c fl u x d e vi ati o n t o w ar d  t h e s eri n e s y nt h esis a n d  t h e 

mt O C M as w ell. 2 0 7, 2 3 8  Alt h o u g h t h e O C M is of f u n d a m e nt al i m p ort a n c e f or t h e s y nt h esis of 

n u cl e oti d es a n d c ell pr olif er ati o n i n g e n er al, R N A -s e q d at a of c hr o ni c hi g h -d os e D X O tr e at e d 
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i sl et s s h o w n i n P elli gr a et al ., di d n ot r e v e al t h e u pr e g ul ati o n of c o m m o n pr olif er ati o n m ar k er 

g e n es  s u c h  as pr olif er ati n g -c ell -n u cl e ar -a nti g e n  (P c n a ), mit o g e n -a cti v at e d  pr ot ei n  ki n as e  1  

(M a p k 1 ), si g n al tr a ns d u c er a n d a cti v at or of tr a ns cri pti o n  3 ( St at 3 ), a n d v ari o us ki n as es, b ut 

r at h er  i n di c at e  t h eir  d o w nr e g ul ati o n. 2 0 9  T hi s  r e s ult  s u g g ests  t h at  t h e  u pr e g ul at i o n  of  t h e 

mt O C M b y  D X O is  li k el y  n ot s er vi n g  f or  pr olif er ati n g  r e as o ns.  Ot h er wis e,  e n h a n c e d 

pr olif er ati o n c o ul d as w ell e x pl ai n t h e r e d u c e d n u m b er of a p o pt oti c c ells u p o n S T Z -i n d u c e d 

c ell d e at h i n c hr o ni c hi g h -d os e D X O tr e at e d isl ets.  

F urt h er  e vi d e n c e  s u g g est i n g t h at  di a b eti c  str ess mi g ht  n ot  dir e ctl y  d e cr e as e  t h e 

vi a bilit y  of  d ysf u n cti o n al b et a  c ell s,  b ut  i nst e a d  tri g g er m et a b oli c  a d a pt ati o ns  t o 

h y p er gl y c e mi a, is pr o vi d e d b y v ari o us s ci e ntifi c i n v esti g ati o ns. St u di es r e v e al e d t h at b et a c ell  

m ass  a n d  v ol u m e  w er e  n ot  si g nifi c a ntl y  or  o nl y  sli g htl y  r e d u c e d  i n  p ati e nts  wit h  i m p air e d 

gl u c os e t ol er a n c e a n d pr e -di a b et es, c o m p ar e d t o t h os e of n o n -T 2 D M p ati e nts , s u g g esti n g t h at 

a  r e d u c e d  f u n cti o n al b et a  c ell  m ass  a cts  as  m aj or  ris k  f a ct or  f or  T 2 D M .1 4, 2 2 9, 2 3 9, 2 4 0  T h e 

h y p ot h e si s  t h at b et a  c ell s  pri oriti z e  a  vi a bl e  b ut  l ess  f u n cti o n al  st at e  w h e n  e x p os e d  t o 

c o nti n u o us  str ess, mi g ht  fi n d  a d diti o n al  s u p p ort  i n  t h e  e xist e n c e  of  v ari o us b et a  c ell  s u b -

p o p ul ati o ns,  diff eri n g  i n  f u n cti o n alit y  a n d  r esili e n c e. 3 5 -3 7  I nt er e sti n gl y,  it  h as  als o  b e e n 

r e p ort e d t h at A T F 4  i m p airs t h e T C A  c y cl e, w hi c h i n t ur n pr o m ot es s eri n e s y nt h esis, mt O C M 

a cti vit y, a n d e n h a n c es G S H s y nt h esis. 2 4 1, 2 4 2  C o n si st e nt wit h t his st u d y, t h a psi g ar gi n -i n d u c e d 

E R str ess l e d t o I N S -1 E b et a c ell  d ysf u n cti o n, d e pl eti o n of A T P l e v els, a n d t h e a c c u m ul ati o n of 

mt R O S l e v els, r at h er t h a n a p o pt osis. 1 3 1  T h e s e fi n di n gs s u g g est t h at A T F 4  a cti v ati o n mi g ht  als o 

pl a y a cr u ci al r ol e i n d e vi ati n g t h e gl y c ol yti c fl u x a n d m ai nt ai ni n g c ell vi a bilit y  (s e e c h a pt er 

6. 2. 1 ). 

It  is  i m p ort a nt  t o  n ot e  t h at  t h e d e n o v o  s y nt h esi z e d  s eri n e mi g ht  u n d er g o  r a pi d 

pr o c essi n g  wit hi n  a n  e n h a n c e d mt O C M.  T h er ef or e,  t h e  l e v els  of  g e n er at e d  s eri n e  a n d 

i n c or p or at e d [ U-1 3 C] u nit s q u a ntifi e d i n t his st u d y, mi g ht  o nl y r e pr es e nt a s m all fr a cti o n of t h e 

a ct u al t ot al g e n er at e d s eri n e. H o w e v er, it is li k el y t h at c o nti n u o us D X O tr e at m e nt i n d u c es a 

str o n g  gl y c ol yti c  fl u x  d e vi ati o n,  i n  li n e  wit h  t h e  e n h a n c e d  f ol d  c h a n g es  s h o w n  i n  pr ot ei n 

e x pr es si o n l e v el s of A T F 4, P H G D H , a n d A L D H 1 L 2 , t h e s e v erit y of i n d u c e d isl et d ysf u n cti o n, a n d 

t h e r o b ustn ess of D X O -c o nf err e d c ell pr ot e cti o n a g ai nst hi g h  d os e S T Z -i n d u c e d c ell d e at h. T h e 

i n d u cti o n of eff e cts wit h s u c h a s u bst a nti al i m p a ct is li k el y t o b e criti c all y d e p e n d e nt fr o m  t h e 

tr e at m e nt‘s d ur ati o n, c o n c e ntr ati o n, a n d t h e c ell ul ar m et a b oli c a d a pt ati o ns. I n f a ct, gl y c ol yti c 

fl u x  a n al yse s  c o n d u ct e d  wit h  a c ut e  hi g h -d os e  D X O -tr e at e d  isl ets  r e v e al  n o  s u bst a nti al 
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alt er ati o n  i n  [ U -1 3 C] -u nit  i n c or p or ati o n  i n  citr at e  a n d  s eri n e,  i n di c ati n g  t h at  f ull  T C A  c y cl e 

a cti vit y a n d its d o w nstr e a m pr o c ess es ar e r e q uir e d f or pr o p er b et a c ell  f u n cti o n alit y. T h us, 

t h e  gl y c ol yti c  fl u x  d e vi ati o n  r efl e cts  a  m et a b oli c  a d a pt ati o n, w hi c h  is  r e q uir e d  t o  miti g at e 

i ntr a c ell ul ar str ess a g ai nst p ersist e nt a n d e x c essi v e i ns uli n s e cr eti o n i n d u c e d b y c hr o ni c hi g h -

d os e D X O tr e at m e nt, r es ulti n g i n e n h a n c ed  b et a c ell s ur vi v al e v e n i n t h e pr es e n c e of S T Z. 

Alt h o u g h t his as p e ct is n ot dir e ctl y ass ess a bl e i n t his st u d y, q u a ntif yi n g a bs ol ut e s eri n e 

a n d  citr at e  l e v els  i n  u ntr e at e d  a n d  c hr o ni c  hi g h -d os e  D X O -tr e at e d  isl ets  c o ul d  pr o vi d e 

v al u a bl e  i nsi g hts  i nt o  t h e  d e gr e e  of  gl u c os e  fl u x  d e vi ati o n  t h at  is r e q uir e d  or  s uffi ci e nt  t o 

p ot e nti all y i n d u c e b ot h, e n h a n c e d G SI S a n d s ur vi v al a g ai nst i n d u c e d c ell d e at h. I nt er esti n gl y, 

c hr o ni c  tr e at m e nt  wit h  l o w d os e  ( 1  µ M)  D X O  t e n d e nti all y , a n d  als o  p arti all y  si g nifi c a ntl y , 

i n d u c es t h e u pr e g ul ati o n of Atf 4  a n d s eri n e -li n k e d mt O C M g e n es  (Fi g ur e 1 3 ). T h e s a m e l o w-

d os e  tr e at m e nt w as pr e vi o usl y r e p ort e d t o als o e n h a n c e t h e s ur vi v al of p a n cr e ati c isl ets u p o n 

c yt o ki n e -i n d u c e d c ell d e at h.1 8 6  F urt h er, d b/ d b  mi c e tr e at e d f or t w o w e e ks wit h 3 m g/ ml or al 

D X M a d mi nistr ati o n a n d dis pl a y i n g D X O bl o o d pl as m a l e v els of 1 µ M, s h o w e d e n h a n c e d G SI S 

a n d r e d u c e d B G l e v els. 1 8 4, 1 8 6  T a k e n t o g et h er , t h es e r es ults p oi nt t o t h e p ossi bilit y t h at a sli g ht 

a n d c o ntr oll e d u pr e g ul ati o n of t h e s eri n e -li n k e d mt O C M mi g ht i n d u c e a gl u c os e fl u x d e vi ati o n 

at a  d e gr e e w hi c h e n h a n c e s  b ot h, isl et c ell s ur vi v al i n t h e pr es e n c e of c ell  str ess  a n d G SI S . 

H o w e v er, t h e gl y c ol yti c fl u x of c hr o ni c l o w -d os e D X O tr e at e d isl ets r e m ai ns t o b e a n al y z e d . 

I n s u m m ar y, t his st u d y c o nfir ms t h at c hr o ni c hi g h-d os e D X O tr e at m e nt d e vi at es t h e 

gl y c ol yti c fl u x a w a y fr o m K A T P
-d e p e n d e nt G SI S m e c h a nis m, f a v ori n g t h e s eri n e s y nt h esis o v er 

t h e T C A c y cl e, as s u g g est e d i n pr e vi o us st u di es.1 8 6  C o n s e q u e ntl y, t h e d e vi ati o n of t h e gl y c ol yti c 

fl u x a n d t h e c o n c o mit a nt u pr e g ul ati o n of t h e s eri n e-li n k e d mt O C M p at h w a y ar e li k el y t o pl a y 

a  criti c al  r ol e  i n  i m p air e d  isl et  c ell  f u n cti o n alit y  a n d  t h eir  e n h a n c e d  r esili e n c e.  H e n c e, 

d ysf u n cti o n al b et a c ell s  mi g ht  n ot n e c ess aril y b e d o o m e d t o c ell d e at h b ut r at h e r u n d er g o 

d ysf u n cti o n b y pri oriti zi n g pr o -s ur vi v al p at h w a ys. T h er ef or e, t ar g eti n g t h e gl y c ol yti c fl u x fr o m 

t h e gl y c ol ysis i nt o t h e s eri n e-li n k e d O C M of b et a c ell s mi g ht  r e pr es e nt a pr o misi n g t h er a p e uti c 

a p pr o a c h t o r est or e b et a c ell  f u n cti o n alit y. 
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6. 1. 3  C hr o ni c hi g h -d o s e D X O  e n h a n c e s  t h e s eri n e-li n k e d mt O C M a n d i m pr o v e s  t h e 

c ell ul ar r e d o x h o m e o st a si s  u p o n h y p er gl y c e mi a  

B esi d es  Atf 4 , th e R N A -s e q d at a of p a n cr e ati c isl ets tr e at e d f or 2 4 h wit h 1 0 µ M D X O  s h o w n 

wit hi n t his st u d y , als o r e v e ale d  t h e u pr e g ul ati o n of D dit 3 , F gf 2 1, Hs p a 5 , a n d Tri b 3 , w hi c h ar e 

r el at e d  t o  t h e a cti v ati o n  of  t h e A T F 4 -ass o ci at e d  U P R  br a n c h  of  t h e  E R  (Fi g ur e 1 2 ).2 2 2, 2 4 3 -2 4 5  

A T F 4  i s a v er s atil e tr a ns cri pti o n f a ct or, r e g ul ati n g e x pr essi o n l e v els of n u m er o us p at h w a ys. 

O n e  of  its  pr o mi n e nt  t ar g ets  is  t h e  pr o-a p o pt oti c  tr a ns cri pti o n  f a ct or C H O P  ( e n c o d e d  b y 

D dit 3 ), f or  w hi c h A T F 4  is c o m m o nl y  ass o ci at e d  wit h  c ell  d e at h a n d  t h e  i n d u cti o n  of 

a p o pt osis .1 0 3, 1 0 9, 2 4 6  C o n v ers el y , r o b ust  e vi d e n c e  h as  b e e n  c oll e ct e d, d e m o nstr ati n g als o 

pr ot e cti v e f e at ur es  of A T F 4 , e v e n i n  p a n cr e ati c  isl et  c ells of h y p er gl y c e mi c  mi c e. 1 1 2, 2 4 7, 2 4 8  

Alt h o u g h t h e m e c h a nis m b y  w hi c h A T F 4  i n d u c es c ell pr ot e cti o n is n ot f ull y u n d erst o o d, t h e 

u pr e g ul ati o n  of  its  d o w nstr e a m  t ar g et  g e n es,  e n c o di n g  s eri n e -li n k e d mt O C M  e n z y m es  is 

t h o u g ht t o pl a y a pi v ot al r ol e i n t he s e  b e n efi ci al eff e cts .1 1 1, 1 1 2, 2 4 9  I n li n e wit h t he s e  n oti o n s , 

t his  st u d y  pr o vi d es  r o b ust  e vi d e n c e t h at  c hr o ni c  hi g h-d os e  D X O  tr e at m e nt e n h a n c es t h e 

s eri n e -li n k e d mt O C M  als o  o n pr ot ei n  e x pr essi o n  l e v els ,  as  pr e vi o usl y  s u g g est e d , b ut  o nl y  

p arti all y d e m o nstr at e d  b y J.  Mr u g al a (Fi g ur e 1 2 ).1 8 6  N ot a bl y, t h e A T F 4 -ass o ci at e d  U P R br a n c h 

a n d t h e s eri n e -li n k e d mt O C M w er e str o n gl y e n h a n c e d o nl y aft er c hr o ni c, b ut n ot a c ut e D X O 

tr e at m e nt (Fi g ur e 1 2  a n d Fi g ur e 1 3 ). As isl et c ell pr ot e cti o n w as o nl y o bs er v e d i n c hr o ni c hi g h -

d os e D X O  tr e at e d  isl et s  (Fi g ur e 1 0 ),  t his  r es ult  p oi nts  t o  t h e  p ossi bilit y  t h at A T F 4 a n d t h e 

u pr e g ul ati o n of t he s eri n e -li n k e d mt O C M m i g ht b e r es p o nsi bl e f or t his b e n efi ci al eff e ct. D u e 

t o its g e n er al f u n cti o ns, t h e s eri n e -li n k e d mt O C M w as f o u n d t o e n h a n c e s ur vi v al of v ari o us  

c ell t y p es i n cl u di n g n e ur o ns, h e p at o c yt es, e n d ot h eli a, a n d s e v er al c a n c er c ells. 1 4 9, 1 5 6, 1 9 9, 2 5 0 -2 5 2  

T h er ef or e , t h e d u al r ol e of A T F 4  i n d et er mi ni n g c ell f at e mi g ht  n ot o nl y r el y o n t h e s e v erit y 

a n d d ur ati o n of c ell str ess or t h e i nt e nsit y of its a cti v ati o n, b ut als o o n  t h e pr o m pt a cti v ati o n 

of t h e mt O C M  a n d t h e m et a b oli c  a d a pt ati o n t o m a n a g e  c ell ul ar str ess .1 1 4, 2 4 2, 2 5 3  

Si n c e  s eri n e  l e v els  w er e  f o u n d  t o  b e  d e cr e as e d  i n  di a b eti c  p ati e nts,  r e c e nt  st u di es 

i d e ntifi e d its d efi ci e n c y as n o v el ris k f a ct or f or D M. 2 5 4, 2 5 5  I ntr a c ell ul ar, s eri n e is m ai nl y  us e d as 

s u bstr at e f or t h e s y nt h esis of s p hi n g oli pi d s  a n d  as d o n or of C 1 -u nits i n t h e O C M .1 5 3, 2 5 6  T h e 

O C M s u b st a nti all y  c o ntri b ut es  t o  a  h e alt h y  c ell ul ar  h o m e ost asis  a n d is t h er ef or e f o u n d  i n 

n u m er o us  m a m m ali a n c ell  t y p es .1 5 0 -1 5 2  N ot a bl y,  t h e  O C M  i n cl u d es  a  c yt os oli c  a n d a 

mit o c h o n dri al f ol at e  c y cl e, c o m pri si n g  is o e n z y m es w hi c h  c at al y z e  h o m ol o g o us  r e a cti o ns , 

alt h o u g h e n c o d e d b y disti n ct g e n es .1 5 1, 1 5 9, 1 6 0  It i s n ot f ull y el u ci d at e d w h et h er t he  d u pli c ati o n 
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of t hi s p at h w a y  e x hi bit  c o m p art m e nt -d e p e n d e nt  a d v a nt a g es ,  b ut  b ot h ar e pr o mi n e ntl y 

i n v ol v e d i n a mi n o a ci d s y nt h esis a n d m ai nt ai ni n g t h e c ell ul ar r e d o x b al a n c e.1 5 1, 1 5 9, 1 6 0  Kr u p e n k o 

et al.  s u g g est e d t h at o n e m aj or r ol e of mt O C M e n z y m e A L D H 1 L 2 is t o pr o vi d e N A D P H, s er vi n g 

as c o -f a ct or f or t h e gl ut at hi o n e r e d u ct as e ( G S R) i n r e c y cli n g o xi di z e d gl ut at hi o n e ( G S S G) b a c k 

t o its a cti v e r e d u c e d f or m ( G S H).2 5 7 -2 5 9  I n f a ct, N A D P H d o es n ot o nl y a ct as r e d u ci n g a g e nt f or 

t h e dir e ct n e utr ali z ati o n  of  h ar mf ul  R O S,  b ut  is  als o  ess e nti al i n m ai nt ai ni n g  a  r o b ust 

G S H/ G S S G r ati o , w hi c h i s c o n si d er e d cr u ci al i n t h e  c ell ul ar a nti o xi d a nt  s yst e m .2 5 8 -2 6 0  J. Mr u g al a 

r e p ort e d a b o ut t h e u pr e g ul ati o n of t h e N A D P H-g e n er ati n g  e n z y m e A L D H 1 L 2 , w hi c h w as  o n e 

of t h e  m ost stri ki n g  c a n di d at e s  i n  t h e  R N A-s e q g e n e  e x pr essi o n a n al ysis  ( F C  =  3. 9)  u p o n 

c hr o ni c  hi g h -d os e  D X O  tr e at m e nt .1 5 3, 1 5 9, 1 8 6  I n  t h e c o nt e xt  of  t his  st u d y , t h e e n h a n c e d 

mt N A D P H/ N A D P +  l e v el s q u a ntifi e d b y U P L C  a n al ys e s , mi g ht b e attri b ut a bl e  t o t his r e a cti o n, 

a n d pr o b a bl y i n di c ate  c ell ul ar a d a pt ati o ns t o hi g hl y el e v at e d  e n d o g e n o us R O S  l e v els, arisi n g 

fr o m D X O-i n d u c e d e x c essi v e i ns uli n s e cr eti o n. Alt h o u g h e n d o g e n o us R O S is k n o w n t o b e of 

f u n d a m e nt al i m p ort a n c e i n tri g g eri n g t h e G SI S, in vitr o  c o n d u ct e d st u di es o n i ns uli n o m a c ells 

of mi c e, r ats, a n d h u m a n p a n cr e ati c isl ets  r e p ort a b o ut dr a m ati c all y hi g h R O S  g e n er ati o n  a n d 

i n p arti c ul ar of el e v at e d  H 2 O 2  l e v el s d uri n g h y p er gl y c e mi a a n d G SI S, dir e ctl y d eri vi n g fr o m t h e 

E T C .1 2 2 -1 2 5, 1 3 4  A s  pr e vi o u s  st u di es  h a v e  d e m o nstr at e d  t h at a c ut e hi g h -d os e  D X O  tr e at m e nt 

e n h a n c e t h e G SI S at gl u c os e c o n c e ntr ati o ns of 1 0  m M, it is v er y li k el y t h at a c o nti n u o us  hi g h -

d os e D X O tr e at m e nt , c o n d u ct e d i n c ult ur e m e di a  c o nt ai ni n g t h e s a m e gl u c os e c o n c e ntr ati o n , 

i n d u c es i ns uli n h y p ers e cr eti o n a n d e x c essi v e R O S g e n er ati o n i n p a n cr e ati c isl ets.1 8 4, 1 8 6  T h u s, 

t h e D X O  i n d u c e d u pr e g ul ati o n  of  t h e  s eri n e -li n k e d mt O C M  p at h w a y m i g ht b e  a  m et a b oli c 

a d a pt ati o n  t o miti g at e o xi d ati v e str ess, w hi c h is str o n g e n o u g h a n d s uffi c i e nt t o e n h a n c e isl et 

c ell s ur vi v al  e v e n a g ai nst  S T Z or c yt o ki n e tr e at m e nt. 1 8 4, 1 8 6  Of  n ot e, el e v at e d R O S l e v els d o n ot 

o nl y c a us e p h ysi c al d a m a g e f or e x a m pl e b y i n d u ci n g D N A -str a n d br e a ks, b ut a ct as w ell as 

si g n ali n g  m ol e c ul e s ,  i n hi biti n g G SI S  a n d  t h e s y nt h esis  of  i ns uli n  i n b et a  c ell s,  p ossi bl y 

c o ntri b uti n g  or e x a c er b ati n g t h e D X O-i n d u c e d isl et c ell d ysf u n cti o n. 1 2 5, 2 6 1  T a ki n g i n t o a c c o u nt 

t h at  N A D P H w o ul d  b e c o nst a ntl y  r e q uir e d t o  m ai nt ai n  t h e c ell ul ar  r e d o x  h o m e ost asis  a n d 

s u p p ort vi a bilit y i n D X O-tr e at e d p a n cr e ati c isl ets, t h e a ct u al mt N A D P H/ N A D P +  r ati o c o ul d b e 

e x p e ct e d t o b e m u c h hi g h er t h a n t h e h er ei n q u a ntifi e d  (Fi g ur e 1 4 ). I n li n e wit h t his r es ult, 

d ysf u n cti o n al b et a c ell s of di a b eti c r ats dis pl a y e d as w ell  e n h a n c e d N A D P H/ N A D P +  l e v el s i n 

c o n c o mit a n c e t o  i n cr e as e d G S H l e v els,  c o n si d er e d t o s er v e f or s elf -pr ot e cti o n a g ai nst R O S a n d 

o xi d ati v e d a m a g e. 2 6 2  
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Wit hi n t his st u d y  n eit h er G S H/ G S S G r ati o n or R O S l e v els w er e  a n al y z e d . C o ns e q u e ntl y, 

t h e  r ol es  of  t h es e  f a ct ors  c a n  o nl y  b e  h y p ot h esi z e d  i n  t h e  o bs er v e d  D X O -i n d u c e d  isl et  c ell 

pr ot e cti o n  a n d  r e q uir e  f urt h er  a n al ys e s.  N e v ert h el ess,  a n  a d diti o n al  hi nt p oi nti n g  t o  a 

pr o mi n e nt i n v ol v e m e nt of G S H,  d eri v es  fr o m t h e R N A-s e q a n al ysis, r e v e ali n g t h e u pr e g ul ati o n 

of  c yst at hi o ni n e g a m m a -l y as e (Ct h ) (Fi g ur e 1 2 ). T his g e n e e n c o d es a c yt os oli c O C M e n z y m e 

w hi c h r e d u c es  c ysti n e  t o  c yst ei n e,  w hi c h  i n  t ur n is o n e  of t h e  m ai n  s u bstr at es  f or  G S H 

bi os y nt h esis. 2 5 9   

C o n si d eri n g t h at A T F 4 h as r e c e ntl y b e e n d es cri b e d as a k e y r e g ul at or of G S H s y nt h esis , 

t his st u d y  s u g g est s  t h at t h e  o bs er v e d  pr ot e cti v e  eff e ct i n d u c e d b y  c hr o ni c  hi g h -d os e D X O 

tr e at m e nt mi g ht  d eri v e fr o m a n e n h a n c e d c ell ul ar r e d o x st at e  a n d a w ell -a d a pt e d a nti o xi d a nt 

d ef e ns e. 2 4 2  L a st b ut n ot l e ast, c o nsi d eri n g t h at c yt o ki n es  a n d  S T Z l e a d t o t h e pr o d u cti o n of 

R O S a n d ot h er hi g hl y r e a cti v e m ol e c ul es s u c h as r e a cti v e nitr o g e n s p e ci es ( R N S) w hi c h is as 

w ell  n e utr alis e d  b y  G S H, t h e  c ell ul ar  a d a pt ati o ns  i n d u c e d  b y c o nti n u o us  hi g h -d os e  D X O 

tr e at m e nt mi g ht  b asi c all y b e t h e s a m e , r es ulti n g i n si mil ar pr ot e cti v e o ut c o m es f or b ot h c ell 

d e at h -i n d u ci n g a g e nts.2 6 3, 2 6 4  

T a k e n t o g et h er, t his st u d y r e v e als t h at c hr o ni c hi g h -d os e D X O tr e at m e nt of p a n cr e ati c 

i sl ets l e a ds t o t h e a cti v ati o n of A T F 4 , w hi c h m e di at e s  t h e u pr e g ul ati o n of t h e s eri n e -li n k e d 

mt O C M. T his u pr e g ul ati o n is li k el y t o b e r es p o nsi bl e f or i m pr o v ed  c ell ul ar r e d o x st at e  a n d  t o 

e n h a n c e  c ell s ur vi v al  i n d ysf u n cti o n al isl ets, e v e n u p o n s e v er e c ell d e at h  i n d u cti o n b y hi g h S T Z 

c o n c e ntr ati o ns .  H o w e v er, f urt h er  i n v esti g ati o ns,  ai mi n g  t o  q u a ntif y  G S H/ G S S G  l e v els  c o ul d 

pr o v e t h at isl et c ell s ur vi v al c a n b e e n h a n c e d b y a d e q u at e m et a b oli c a d a pt ati o ns, s u c h as t h e 

u pr e g ul ati o n of t h e s eri n e -li n k e d mt O C M.  

6. 1. 4  A ll e vi ati n g i n s uli n h y p er s e cr eti o n mi g ht r e st or e t h e f u n cti o n alit y of d y sf u n cti o n al 

i sl et c ell s 

C urr e nt a nti -di a b eti c m e di c ati o ns h a v e b e e n i n eff e cti v e i n h alti n g t h e pr o gr essi v e b et a c ell  

d e cli n e o bs er v e d i n D M , t h er ef or e a d efi niti v e c ur e fr o m D M r e m ai ns el usi v e.1 9 0  T h u s, D M i s 

c o n si d er e d  a n  i n c ur a bl e  c hr o ni c  dis e as e , r e q uiri n g  lif el o n g  tr e at m e nt.  H o w e v er, st u di es 

i n v esti g ati n g  T 2 D M  p ati e nts  h a v e  r e p ort e d  pr o misi n g  si g ns  of  r e missi o n  f oll o wi n g  dr asti c 

i nt er v e nti o ns,  i n cl u di n g  s e v er e  c al ori c  r estri cti o n  a n d  b ari atri c  s ur g eri es, i n d e p e n d e ntl y of 

s u bst a nti al  w ei g ht  l oss. 7 1, 2 6 5, 2 6 6  T h er ef or e,  m o d er ati n g  n utriti o n  e x c ess,  t h us  pr e v e nti n g 

p ersist e nt h y p er s e cr eti o n of i ns uli n  a n d all e vi ati n g e n d o g e n o us str ess i n b et a c ell s,  e m er g es 



Dis c ussi o n  

 6 9  

t o  b e  cr u ci al f or r est ori n g isl et c ell f u n cti o n alit y  a n d  r e v ers e  T 2 D M  i n  p ati e nts  a n d d b/ d b  

mi c e. 8 9, 2 6 5 -2 6 8  T o  i n v e sti g at e , w h et h er r e m o v al  of  t h e i ns uli n  s e cr et a g o g u e D X O mi g ht  b e 

s uffi ci e nt t o r e v ers e isl et d ysf u n cti o n, w as h o ut e x p eri m e nts  w er e p erf or m e d  (Fi g ur e 1 5  a n d 

Fi g ur e 1 6 ). I n li n e wit h pr e vi o usl y r e p ort e d fi n di n gs, r e m o v al of t h e c a us e f or p ersist e nt i ns uli n 

s e cr eti o n a n d c ell str ess w as f o u n d t o b e s uffi ci e nt t o r est or e t h e ins uli n s e cr et or y c a p a cit y, 

t h us f u n cti o n alit y of isl et c ell s .8 9, 2 6 5 -2 6 8  H o w e v er, t h es e eff e cts c o m e al o n g wit h  v a nis h i n g D X O -

c o nf err e d i sl et  c ell  pr ot e cti o n  a n d d e cr e as e i n  Atf 4  a n d s eri n e -li n k e d m tO C M g e n e  e x pr es si o n 

l e v els. T h er ef or e,  t his st u d y pr o vi d e s  str o n g  e vi d e n c e  t h at i) isl et c ell f u n cti o n alit y a n d vi a bilit y  

ar e  i n v ers el y  r e g ul at e d , ii)  t h e  u n c o v er e d  m ol e c ul ar  m e c h a nis m  is  ti g htl y  li n k e d t o  t h e 

a cti v ati o n  of A T F 4  a n d  t h e  s eri n e -li n k e d mt O C M , a n d iii)  t h at its  i n d u cti o n s p e cifi c all y  

r es p o n ds t o t h e i ns uli n s e cr et a g o g u e D X O. As i n di c at e d b y d e cr e asi n g Atf 4  a n d s eri n e -li n k e d 

mt O C M g e n e e x pr essi o n l e v el s, t h es e o bs er v ati o ns ar e i n li n e wit h pr e vi o us st u di es, cl ai mi n g 

t h at r e d u ci n g t h e d e m a n d i n i ns uli n a n d r est ori n g b et a c ell  f u n cti o n alit y r eli e v es t h e E R a n d 

r e v ers es o xi d ati v e str ess.2 6 9 -2 7 2  H o w e v er , t h e r est or ati o n of b et a c ell  f u n cti o n alit y d o es n ot 

c oi n ci d e wit h a c o m pl et e r e c o v er y of i ns uli n c o nt e nt or t h e e x pr essi o n l e v els of criti c al b et a 

c ell  g e n es, s u c h as I ns 1 a n d I ns 2, at t h e a n al y z e d  ti m e p oi nt. As pr e vi o usl y dis c uss e d, t h e D X O-

i n d u c e d d e diff er e nti ati o n mi g ht  b e c o m p ar a bl e t o t h at o bs er v e d i n t h e st a g es of pr e - or e arl y -

o ns et  D M .  C o nsi d eri n g  t h at b et a  c ell  d e diff er e nti ati o n  i n d b /d b  mi c e  w as  r e p ort e d  t o  b e 

p ot e nti all y r est or a bl e b y l o n g -t er m c al ori c r estri cti o n a n d t h at eff e cti v e n ess a n d d ur a bilit y of 

r e mi s si o n fr o m T 2 DM w er e f o u n d t o b e m or e f a v or a bl e i n p ati e nts wit h e arl y dis e as e o ns et 

( a g e < 4 0 y e ars) a n d/ or a di a g n os e d p at h o g e n esis of l ess t h a n 1 0 y e ars, t h e c o m pl et e r e c o v er y 

of i ns uli n c o nt e nt , as w ell as n or m ali z e d I ns 1 a n d I ns 2 e x pr es si o n l e v el s , mi g ht  r e q uir e a l o n g er 

p eri o d t h a n  2 4  h of w as h o ut, f or f ull r e c o v er y  fr o m  c hr o ni c  hi g h-d os e  D X O 

tr e at m e nt.4 0, 7 1, 2 6 5, 2 6 8  

R e st or ati o n of isl et c ell f u n cti o n alit y a p p e ars t o b e i ntri c at el y li n k e d t o t h e r e m o v al of 

p ersist e nt c ell str ess a n d d e m a n d i n i ns uli n s e cr eti o n. A c c or di n g t o t h e v ali d at e d m et a b oli c 

m o d el,  r e v ersi n g i ns uli n  h y p ers e cr eti o n c orr es p o n ds  t o  r e m o vi n g  t h e  c a us es  of  p ersist e nt 

i ns uli n s e cr eti o n a n d c ell str ess, w hi c h i n d u c es  a m et a b oli c r e arr a n g e m e nt c o nsisti n g i n t h e 

d o w nr e g ul ati o n of t h e a nti o xi d a nt d ef e ns e s yst e m a n d r e pri oriti z ati o n of f u n cti o n al- o v er pr o -

s ur vi v al  p at h w a ys  (Fi g ur e 1 6 ). H e n c e,  t h e  s eri n e -li n k e d mt O C M  g e n es  r es ult  i n 

d o w nr e g ul at i o n t o  n or m al  l e v els aft er  w as h o ut , li k el y  t o all o w  t h e  gl y c ol yti c  fl u x  t o  b e 

r e dir e ct e d  t o w ar ds  t h e T C A  c y cl e. T his  r e dir e cti o n mi g ht  s u p p ort  t h e K A T P -d e p e n d e nt  G SI S 
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m e c h a ni s m ,  ulti m at el y r es ulti n g  i n  a r est ore d  b et a  c ell  f u n cti o n alit y. T his  st u d y d o es  n ot 

pr o vi d e e vi d e n c es f or a r e dir e cti o n of t h e gl y c ol yti c fl u x fr o m s eri n e s y nt h esis t o T C A  c y cl e  i n 

r est or e d p a n cr e ati c isl ets. H o w e v er, o n e of t h e e arl y b e n efits o bs er v e d i n T 2 D M p ati e nts p ost -

b y p ass s ur g er y , c o nsist  of  e n h a n c e d b et a  c ell  f u n cti o n, w hi c h p oi nt s t o  t h e  p ossi bilit y  t h at 

m et a b oli c r e a d a pt ati o ns , s u c h as t h e r e dir e cti o n of t h e gl y c ol yti c fl u x t o w ar ds t h e T C A c y cl e , 

c o ul d i n d e e d b e r es p o n si bl e f or r e mi ssi o n. 6 8, 7 0  F urt h er m or e, t h e o bs er v ati o n of r e missi o n i n 

T 2 D M p ati e nts  o v er all e vi d e n c es t h e pr es e n c e of vi a bl e b ut d ysf u n cti o n al b et a c ell s. T h es e 

b et a c ell s mi g ht  d e vi at e  t h eir c ell ul ar r es o ur c es t o w ar ds pr o-s ur vi v al p at h w a ys , a n d t h er ef or e 

b e c o m e  d ysf u n cti o n al . N ot e w ort h y , r e missi o n  is  o bs er v e d  t o  b e  n ot  s ust ai n e d  i n c as es  of 

s e v er e T 2 D M , i m pl yi n g t h at t h e p ot e nti al f or r e v ersi bilit y r e a c h es a p oi nt of n o r et ur n, li k el y 

t o b e b as e d o n t h e d ur ati o n of a h y p er s e cr et or y st at e, t h e s e v erit y of i n d u c e d isl et c ell str ess, 

a n d  t h e e xt e nt  of isl et d ysf u n cti o n .4 0, 7 1  H o w e v er,  r e m o vi n g  t h e  c a us e  of  c ell  str ess  a n d 

e x c essi v e  i ns uli n  s e cr eti o n mi g ht  p ot e nti all y  c o ntri b ut e  t o  pr e v e nt  f urt h er  pr o gr essi o n  of 

T 2 D M.  

Al t h o u g h, i niti al r e missi o n r es ults ar e r e p ort e d t o b e a c hi e v e d r e g ar dl ess of s u bst a nti al 

w ei g ht l oss, l o n g-t er m r e missi o n s u c c ess is o bs er v e d t o  p ositi v el y c orr el at e  wit h  hi g h er a n d 

c o nst a nt w ei g ht l oss .7 0, 7 1, 2 6 5, 2 6 6  T hi s o b s er v ati o n mi g ht  i n di c at e t h at r e d u ci n g o b esit y, h e n c e 

r e d u ci n g c ell ul ar str ess mi g ht  si g nifi c a ntl y c o ntri b ut e t o r est or e isl et c ell f u n cti o n alit y.  

O v er all,  t h is st u d y pr o vi d es  e vi d e n c e  t h at f u n cti o n al  i m p air m e nts  of b et a  c ell s  ar e  

p ot e nti all y f ull y r e v ersi bl e i n  e arl y  st a g es. As r est ori n g b et a  c ell  f u n cti o n alit y r es ults t o  b e 

i ntri c at el y  li n k e d  t o  t h e  r e m o v al  of t h e  c a us e  f or p ersist e nt  i ns uli n  s e cr eti o n,  c ell ul ar 

d et o xifi c ati o n  fr o m e x c essi v e n utri e nts a n d R O S, e m er g es as a k e y f a ct or  i n r est ori n g G SI S a n d 

as a p ot e nti al t h er a p e uti c a p pr o a c h i n T 2 D M m a n a g e m e nt , i n p arti c ul ar of t h e M O D cl ust er 

s u bt y p e . T his st u d y c h all e n g es t h e n oti o n t h at D M is a n irr e v ersi bl e m et a b oli c dis or d er a n d 

u n d ers c or es  t h e i m p ort a n c e of e arl y i nt er v e nti o n a n d tr e at m e nt str at e gi es t o r est ore b et a c ell  

f u n cti o n alit y a n d  a c hi e vi n g s u c c essf ul T 2 D M r e missi o n.  
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6. 2  G o F a n d L o F: A T F 4  a n d t h e s eri n e -li n k e d mt O C M r e g ul at e t h e G SI S  

6. 2. 1  A T F 4  r e g ul at e s t h e s eri n e-li n k e d mt O C M a n d G SI S b ut i s n ot s uffi ci e nt t o e n h a n c e 

i sl et c ell s ur vi v al 

A T F 4  is a pi v ot al tr a ns cri pti o n f a ct or wit h si g nifi c a nt i m pli c ati o ns f or c ell ul ar f at e. Alt h o u g h, 

this st u d y pr o vi d es n o d at a a b o ut t h e  ori gi n  of E R str ess  i n c hr o ni c hi g h -d os e D X O tr e at e d  

isl ets,  e x c essi v e  i ns uli n  s e cr eti o n  i n d u c e d  b y t h e  i ns uli n  s e cr et a g o g u e  at gl u c o s e 

c o n c e ntr ati o ns of 1 0  m M, m a y  r e pr es e nt a m aj or tri g g er. 1 8 4, 2 7 3, 2 7 4  F urt h er, h y p er gl y c e mi a a n d 

h y p eri ns uli n e mi a ar e  r e p ort e d  t o a cti v at e m a m m ali a n  t ar g et  of  r a p a m y ci n  c o m pl e x 1 

( m T O R C 1) as w ell .2 7 5, 2 7 6  T h e si g n ali n g c o m pl e x m T O R C 1 is a pr o mi n e nt u pstr e a m r e g ul at or of 

A T F 4 , k n o w n o n t h e o n e h a n d t o dir e ctl y c o ntri b ut e t o isl et d ysf u n cti o n a n d o n t h e ot h er h a n d 

t o b e cr u ci al i n pr o p er pr ot ei n s y nt h esis, gl y c ol ysis, a n d mit o c h o n dri al m et a b olis m. 2 0 6, 2 0 8, 2 7 6 -

2 7 9  Alt h o u g h m T O R C 1 w as n ot o bj e ct of t his st u d y, it c o ul d h a v e c o ntri b ut e d i n t h e a cti v ati o n 

of  A T F 4 i n b et a c ell s. I n t ur n, A T F 4  is t h e pr o mi n e nt tr a ns cri pti o n f a ct or f or t h e g e n es e n c o di n g 

all s eri n e s y nt h esis e n z y m es P H G D H, P S A T 1 , a n d P S P H , as w ell as f or mt O C M e n z y m es S H M T 2, 

M T H F D 2 a n d A L D H 1 L 2 .1 1 4, 2 0 0, 2 0 6 -2 0 8, 2 3 8  A d diti o n all y , A T F 4  is als o c o n si d er e d a n ess e nti al 

m e di at or of n e ur o pr ot e cti o n  a n d  f o u n d t o b e cr u ci al  i n P ar ki ns o n  dis e as e. 2 3 2  

G e n e e x pr e s si o n a n al ys e s of A T F 4 -O E  a n d Atf 4 -K D  p s e u d o -isl ets c o nfir m e d o n t h e o n e 

h a n d t h at A T F 4  a cti v ati o n is s uffi ci e nt t o e n h a n c e m R N A l e v els of s eri n e -li n k e d mt O C M g e n es , 

a n d t h at t h eir D X O -i n d u c e d u pr e g ul ati o n is m e di at e d b y A T F 4  o n t h e ot h er h a n d  (Fi g ur e 1 7  

a n d Fi g ur e 1 8 ). Alt h o u g h A T F 4 o v er e x pr essi o n w as m u c h hi g h er c o m p ar e d t o pr ot ei n l e v els  

i n d u c e d b y c hr o ni c hi g h-d os e D X O tr e at m e nt ( + 3 1 2 % vs + 1 8 7 %), e x pr essi o n l e v el s of s eri n e -

li n k e d mt O C M g e n es w er e n ot as hi g hl y u pr e g ul at e d, c o m p ar e d t o t h e f ol d c h a n g es i n d u c e d 

b y c hr o ni c hi g h -d os e D X O tr e at m e nt  (Fi g ur e 1 7  a n d Fi g ur e 1 2 ). T his r es ult p ot e nti all y i n di c at es  

t h at t h e u pr e g ul ati o n of t h es e g e n es d o es  n ot e x cl usi v el y r el y o n A T F 4 , b ut o n a y et u n k n o w n 

f a ct or  as  w ell. H o w e v er,  it als o h as  t o  b e  c o nsi d er e d  t h at  t h e  o v er e x pr ess e d h u m a n A T F 4  

e n c o d es f or a pr ot ei n s h ari n g 8 5 % i d e ntit y wit h t h e m uri n e A T F 4, p ot e nti all y r es ulti n g i n a l ess 

effi ci e nt  tr a ns cri pti o n f a ct or ( S u p pl. Fi g.  1 2) . 

N ot a bl y t h e  o v er e x pr essi o n  of A T F 4  str o n gl y  d e cr e as e s  t h e  G SI S  of  ps e u d o-isl ets, 

i n di c ati n g t h at its a cti v ati o n mi g ht  als o b e s uffi ci e nt t o i n d u c e isl et d ysf u n cti o n. I n c o ntr ast t o 

isl et d ysf u n cti o n i n d u c e d b y c hr o ni c hi g h  d os e s of  D X O, t h e o v er e x pr essi o n of A T F 4  d o es n ot 

d e pl et e  t h e i ns uli n c o nt e nt, b ut si g nifi c a ntl y i n cr e as es  it i nst e a d. I n li n e wit h u n p u blis h e d d at a, 
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i n di c ati n g a t e n d e nti al u pr e g ul ati o n of I ns 1 a n d I ns 2 g e n e e x pr essi o n l e v el s, t his fi n di n g mi g ht  

i n di c at e t h at A T F 4  d o es  n ot  n e g ati v el y  aff e ct i ns uli n  s y nt h esis its elf, b ut r at h er aff e cts  t h e 

e x o c yt osis  of  i ns uli n ,  as pr e vi o usl y o bs er v e d  b y  Li e w et  al. 1 1 5  I n  f a ct, t h e o p p osit e  eff e ct, 

n a m el y a str o n gl y e n h a n c e d  G SI S w as f o u n d  aft er  Atf 4  sil e n ci n g , w hi c h a d diti o n all y d e cr e as e d 

t h e ins uli n  c o nt e nt. T h es e  r es ults  ar e  i n  li n e  wit h  pr e vi o us r e p orts,  r e v e ali n g t h at A T F 4 

r e g ul at es t h e G SI S i n b et a c ell s  b y att e n u ati o n .2 8 0 -2 8 2  

In v e sti g ati o n s c o n c er ni n g t h e m e di ati v e r ol e of A T F 4  i n t h e D X O -i n d u c e d isl et eff e cts , 

r e v e al e d  t h at t h e  tr a ns cri pti o n  f a ct or i n d e e d p arti all y m e di at es t h e  i n d u cti o n  of  isl et  c ell 

d ysf u n cti o n,  as t h e G SI S is o nl y p arti all y r es c u e d i n si -At f 4 tr a nsf e ct e d a n d D X O pr e-tr e at e d 

ps e u d o -isl ets.  H o w e v er,  G SI S  a n d  i ns uli n  c o nt e nts  of  b ot h,  si -Ctrl a n d  si -Atf 4  tr a nsf e ct e d 

p s e u d o -isl ets w er e  s e v er el y  d e cr e as e d  b y  D X O  c o m p ar e d  t o  u ntr e at e d  ps e u d o -isl ets, 

i n di c ati n g t h at D X O d o es n ot aff e ct t h e e x o c yt osis of i ns uli n, b u t r at h er i n d u c es c o nti n u o us 

a n d  e x c essi v e  i ns uli n  s e cr eti o n , i n  c o ntr ast  t o Atf 4 -O E . E v e n  t h o u g h A T F 4  w as  f o u n d  t o 

m e di at e t h e tr a ns cri pti o n of s eri n e -li n k e d mt O C M, t h e  d o w nr e g ul ati o n of b et a c ell  m ar k er 

g e n es  c a us e d  b y c hr o ni c  hi g h -d os e  D X O  tr e at m e nt , c o ul d n ot b e  r es c u e d  b y Atf 4 -K D. 

T h er ef or e, t h e o bs er v e d d o w nr e g ul ati o n of b et a c ell m ar k er g e n es ( Fi g ur e 1 2 ) ar e r at h er a 

c o ns e q u e n c e of c o nti n u o us tr e at m e nt wit h t h e i ns uli n s e cr et a g o g u e D X O a n d t h e i n d u c ti o n 

of  isl et d ysf u n cti o n, as pr e vi o usl y o bs er v e d.2 2 4, 2 2 5  H o w e v er, sil e n ci n g Atf 4  d e cr e as e s  Sl c 2 a 2  

a n d e n h a n c e s  M af A  g e n e  e x pr essi o n  l e v el s, i n d e p e n d e ntl y  fr o m  c hr o ni c  hi g h-d os e  D X O 

tr e at m e nt, li k el y as  r es p o ns es t o str o n gl y e n h a n c e d G SI S , o bs er v e d i n Atf 4 -K D ps e u d o -isl ets 

(Fi g ur e 1 9 ).2 2 6  

Wit hi n t hi s st u d y, G o F a n d L o F  e x p eri m e nts s er v e d as w ell t o i n v esti g ate t h e d u al r ol e 

of A T F 4  i n  d et er mi ni n g b et a  c ell  f at e. A c c or di n g  t o  lit er at ur e,  r o b ust  e vi d e n c e  h as  b e e n 

c oll e ct e d, cl ai mi n g a pr ot e cti v e r ol e of A T F 4  i n b et a c ell s,  e v e n i n h y p er gl y c e mi c mi c e. 1 1 2, 2 4 8  I n 

c o ntr a st t o t h es e st u di es, A T F 4 -O E  di d n ot pr ot e ct p s e u d o -isl ets fr o m S T Z-i n d u c e d c ell d e at h 

wit h i n t his st u d y, b ut r at h er m a d e t h e m p ossi bl y m or e pr o n e f or a p o pt osis as i n di c at e d b y t h e 

i m a g es a n d t h e F A C S a n al ysis , dis pl a yi n g disr u pt e d str u ct ur es of t h e ps e u d o -isl ets. N ot a bl y , 

A d -A T F 4  tr a ns d u c e d, u ntr e at e d ps e u d o -isl ets di d  n ot dis pl a y  m or p h ol o gi c al diff er e n c es or 

e n h a n c e d  c ell  d e at h  c o m p ar e d t o  t h eir  r es p e cti v e  c o ntr ols. D es pit e t h e r ol e  of A T F 4  as  a 

tr a ns cri pti o n al a cti v at or of t h e pr o-a p o pt oti c f a ct or C H O P , t his o bs er v ati o n s u g g ests  t h at t h e 

s u bst a nti al u pr e g ul ati o n of Atf 4  al o n e d o es n ot si g nifi c a ntl y aff e ct t h e o v er all vi a bilit y of isl et 

c ell s . Si n c e  str o n g A T F 4  pr ot ei n l e v els di d n ot e n h a n c e , b ut r at h er d e cr e as e isl et c ell s ur vi v al 



Dis c ussi o n  

 7 3  

i n  t h e  pr es e n c e  of hi g h  d os es  of  S T Z ,  t h es e  r es ults mi g ht  p oi nt  o n  t h e  o n e  h a n d  t o  t h e 

p ossi bilit y  t h at A d-A T F 4  tr a ns d u c e d ps e u d o-isl ets w er e  m or e r esili e nt t o l o w d os es ( 1. 5  m M) 

of S T Z, or o n t h e ot h er h a n d t h at t h e s eri n e -li n k e d mt O C M a n d t h e a nti o xi d a nt d ef e ns e s yst e m 

w er e  n ot s uffi ci e nt l y u pr e g ul at e d t o e n h a n c e c ell s ur vi v al. C o ns e q u e ntl y , t h e o v er e x pr essi o n 

of A T F 4  w as  n ot  s uffi ci e nt  t o  mi mi c  t h e  c ell s ur vi v al e n h a n ci n g  eff e cts  of  D X O ,  b ut  t h e 

i n d u cti o n  of  o xi d ati v e  str ess  b y  S T Z  tr e at m e nt mi g ht  r at h er o v erstr ai n t h e c e ll ul ar  str ess 

m a n a g e m e nt . 

I n c o ntr ast t o G o F e x p eri m e nts, t h e s u p pr essi o n  of Atf 4 p arti all y att e n u at e d t h e c ell 

s ur vi v al e n h a n ci n g  eff e ct  i n d u c e d  b y  c hr o ni c  D X O  tr e at m e nt  i n  ps e u d o -isl ets. T h es e  d at a 

pr o vi d e f urt h er e vi d e n c e  t h at A T F 4  is  at  l e ast  p arti all y  ess e nti al f or m e di ati n g  t h e  D X O -

i n d u c e d eff e cts o n isl et c ell pr ot e cti o n, or t h at t h e r esi d u al  a cti vit y of A T F 4  (-8 4 % o n m R N A 

l e v el), w hi c h w as n ot t ar g et e d b y si-Atf 4  tr a nsf e cti o n is still s uffi ci e nt t o pr o m ot e c ell s ur vi v al. 

N ot a bl y, t h e K D  of  Atf 4 i m p air e d t h e d e vi ati o n of t h e gl y c ol yti c fl u x t o w ar ds s eri n e s y nt h esis 

i n  c hr o ni c  hi g h-d os e D X O tr e at e d ps e u d o -isl ets (Fi g ur e 1 9 ). T his  fi n di n g  is  c o nsist e nt  wit h 

st u di es c o n d u ct e d b y D e Ni c ol a et al ., w h o o bs er v e d r e d u c e d s eri n e a n d gl y ci n e i n c or p or ati o n 

i n G S H a n d c yst at hi o ni n e s y nt h esis i n c a n c er c ells f oll o wi n g Atf 4 -K D. 2 0 7  H o w e v er, t h es e c ells 

r e m ai n e d vi a bl e d es pit e t h e d e cr e as e d gl y c ol yti c fl u x dir e ct e d t o w ar ds s eri n e s y nt h esis, w hi c h 

is c o nsi d er e d cr u ci al i n c a n c er c ells.2 0 7  

I n s u m m ar y , G o F a n d L o F e x p eri m e nts of A T F 4  c o n d u ct e d i n t his st u d y hi g hli g ht its 

criti c al r ol e i n isl et c ell p h ysi ol o g y, a cti n g as a n u pstr e a m r e g ul at or f or s eri n e -li n k e d mt O C M 

g e n es,  i m p airi n g  G SI S  a n d  m o d ul ati n g  t h e  gl y c ol yti c  fl u x  i n  pri m ar y  p a n cr e ati c  isl ets. 

M or e o v er, t his st u d y pr o vi d es e vi d e n c e t h at A T F 4  p arti all y m e di at es t h e D X O -i n d u c e d isl et 

c ell  pr ot e cti o n ,  alt h o u g h  t h e  o v er e x pr essi o n  of A T F 4  w as  s h o w n  t o  b e  n ot  s uffi ci e nt  t o 

e n h a n c e  isl et  c ell  s ur vi v al  a g ai nst  hi g h  d os es  of  S T Z.  H e n c e,  t h e p ot e nti al k e y r e g ul at or 

r es p o nsi bl e  f or  e n h a n ci n g b et a  c ell  s ur vi v al  r e m ai ns  t o  b e  i d e ntifi e d.  H o w e v er, isl et  c ell 

d ysf u n cti o n a n d d e diff er e nti ati o n o bs er v e d u p o n c hr o ni c hi g h -d os e D X O tr e at m e nt c o ul d n ot 

b e r es c u e d b y Atf 4  sil e n ci n g  a n d ar e li k el y t o b e c o n s e q u e n c es of  p ersist e nt h y p eri ns uli n e mi a 

a n d i n di c at or f or isl et c ell  e x h a usti o n. T h es e fi n di n gs c o ntri b ut e t o a d e e p er u n d erst a n di n g of 

t h e i ntri c at e r e g ul at or y m e c h a nis ms b e hi n d  b et a c ell  f u n cti o n alit y. 
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6. 2. 2  T h e s eri n e -li n k e d mt O C M r e g ul at e s G SI S a n d vi a bilit y of p a n cr e ati c i sl et c ell s  

F ol at e  is  a n ess e nti al  C 1 -u nits  c arri er ,  w hi c h c a n n ot  b e  bi os y nt h esi z e d  i n  m a m m ali a n 

e u k ar y oti c c ells. 1 5 3  I n or d er t o pr o vi d e s uffi ci e nt C 1-u nits f or n u m er o us c ell ul ar k e y m et a b oli c 

pr o c ess es,  s u c h  as  n u cl e oti d e  s y nt h esis,  r e d o x  c o ntr ol,  r e c y cli n g  of  a mi n o  a ci ds ,  a n d 

m et h yl ati o n  r e a cti o ns ,  di et ar y  f ol at e is  gr a d u all y  m et a b oli z e d  wit hi n  t h e  c yt os oli c  a n d 

mit o c h o n dri al  br a n c h es  of  t h e  O C M .1 5 0, 1 5 3, 1 6 1  T hi s  pr o c ess  i n v ol v es mt O C M e n z y m es li k e 

S H M T 2, M T H F D 2 , a n d A L D H 1 L 2 .1 5 0, 1 5 3, 1 6 1  T h er ef or e, T H F is i niti all y g e n er at e d i n pr es e n c e of 

t h e n o n -ess e nti al a mi n o a ci d ( N E A A) s eri n e , w hi c h c a n eit h er d eri v e fr o m di et ar y u pt a k e or 

fr o m t h e d e  n o v o  s eri n e s y nt h esis  p at h w a y .1 5 3, 2 5 5, 2 5 6  T H F  i s f urt h er m et a b oli z e d  t o  5, 1 0 -

m et h yl -T H F  b y S H M T 2 ,  t o 1 0 -for m yl -T H F  b y M T H F D 2  a n d  i nt o for m at e  b y M T H F D 1 L  or 

alt er n ati v el y b e c o n v ert e d b a c k i nt o T H F b y A L D H 1 L 2 .1 5 3  T h e s e r e a cti o ns  a d diti o n all y g e n er at e 

gl y ci n e, s er vi n g f or G S H s y nt h esis , a n d  r e c y cl e N A D P H fr o m N A D P+ , c o ntri b uti n g t o pr o p er c ell 

f u n cti o n alit y a n d a h e alt h y r e d o x h o m e ost asis. 1 5 3, 2 8 3  D u e t o t h e g e n er ati o n of pr o d u cts a n d 

a n al yt es  wit h  a nti o xi d a nt  f e at ur es, b ot h , t h e e ntir e  O C M p at h w a y a n d  t h e  si n gl e  e n z y m es 

i n v ol v e d ar e c o n si d er e d a s  cr u ci al i n h e alt h y  a n d c a n c er c ells. 1 6 1, 2 5 0, 2 8 4, 2 8 5  

T o i n v e sti g at e t h e r ol e of t h e s eri n e -li n k e d mt O C M i n p a n cr e ati c isl ets a n d d et er mi n e 

w h et h er it or its m et a b olit es  ar e r es p o n si bl e f or t h e D X O-i n d u c e d b et a c ell  pr ot e cti o n, t h e 

w h ol e p at h w a y w as  t ar g et e d b y p erf or mi n g si n gl e a n d si m ult a n e o us  K D  of t h e g e n es e n c o di n g 

P H G D H, S H M T 2 , a n d M T H F D 2  (Fi g ur e 2 0  a n d Fi g ur e 2 1 ). P H G D H  h as b e e n  r e p ort e d t o r e g ul at e 

c ell s ur vi v al i n h e p at o c yt e s,  n e ur o ns, a n d e n d ot h eli a l c ell s. 1 4 9, 1 9 9, 2 5 0 -2 5 2  C o n v ers el y , t h e K D  of 

S h mt 2  is  k n o w n  t o  i m p air  mit o c h o n dri al  r es pir ati o n, a n d its  d efi ci e n c y is  l et h al d uri n g  t h e 

e m br y o ni c  st at e. 2 8 6, 2 8 7  I n  t ur n,  Mt hf d 2  is  ass o ci at e d wit h t h e  r e g ul ati o n  of  D N A  r e p airi n g 

m e c h a nis ms. 2 8 8 -2 9 0  T h u s , all t hr e e e n z y m es ar e r e p ort e d t o b e criti c al f or c ell s ur vi v al.  C o ntr ar y 

t o t h e fi n di n gs of t h e m e nti o n e d st u di es, t h e K D of e a c h i n di vi d u al g e n e n eit h er e n h a n c e d t h e 

b as al , n or t h e S T Z -i n d u c e d c ell d e at h i n ps e u d o-isl ets wit hi n t his st u d y. C o nsi d eri n g t h at t h e 

K D  of e a c h g e n e w as e x p e ct e d t o l e a d t o s e v er e c ell d e at h, it is li k el y t h at t h e d el eti o ns of 

t h es e  e n z y m es  ar e  cir c u m v e nt e d  or  c o m p e ns at e d  b y  r el at e d  m e c h a nis ms t o  pr e v e nt c ell 

d e at h .  T h e  c o m pl e x  n et w or k  of  r e a cti o ns wit hi n  t h e  O C M  i n cl u d es n u m er o us  r e v ersi bl e 

r e a cti o ns,  h o m ol o g o us  is o e n z y m es,  a n d  i nt er c o m p art m e nt al  e x c h a n g es, p ot e nti all y 

all e vi at i n g c o n s e q u e n c es of si n gl e d efi ci e nt  or d ysf u n cti o n al e n z y m e. 1 5 3, 2 5 5, 2 5 6  T h e e xi st e n c e 

of i nt er c o m p art m e nt al h o m ol o g o us is o e n z y m es c at al y zi n g t h e s a m e r e a cti o ns is n ot y et f ull y 

u n d erst o o d i n t er ms of c o nf erri n g s p e cifi c a d v a nt a g es , b ut p at h w a y d u pli c ati o n mi g ht  b e a 
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pl a u si bl e a n d us ef ul t o ol t o c o m p e ns a t e d ysf u n cti o ns i n f u n d a m e nt al a n d criti c al m et a b oli c 

p at h w a y s s u c h as t h e f ol at e c y cl e .1 5 2, 1 6 0  H o w e v er, t h e K D  of e a c h i n di vi d u al g e n e e n h a n c es t h e 

G SI S of  ps e u d o -isl ets , ali g ni n g  wit h fi n di n gs  fr o m J. Mr u g al a  a n d S. Kr u p e n k o  ( u n p u blis h e d 

d at a) . B ot h, o bs er v e d e n h a n c e d G SI S a n d i n cr e as e d pl as m a i ns uli n l e v els i n Al d h 1l 2 -K O mi c e 

aft er  gl u c os e i nj e cti o n s. 1 8 6  T h e s e fi n di n gs w er e a d diti o n all y  v ali d at e d b y e x vi v o  e x p eri m e nts, 

usi n g p a n cr e ati c  isl ets of t h es e mi c e .1 8 6  Si mil ar  t o  e x p eri m e nts  c o n d u ct e d  o n Al d h 1l 2 -K O 

isl ets, t h e si n gl e K D  of P h g d h , S h mt 2 , a n d Mt hf d 2  di d n eit h er  e n h a n c e t h e s us c e pti bilit y of 

ps e u d o -isl ets a g ai nst i n d u c e d c ell-d e at h. 1 8 6  A s  n o n e of t h e g e n e K Ds w as  e v e n a bl e t o r es c u e 

t h e  D X O-i n d u c e d  isl et  c ell  d ysf u n cti o n or t o att e n u at e  t h e  pr ot e cti v e  eff e ct  of  D X O, th es e 

fi n di n gs s u g g est  t h at t h e s eri n e-li n k e d O C M mi g ht  still d e pri v e gl u c os e i nt er m e di at es fr o m t h e 

T C A  c y cl e  aft er  D X O  tr e at m e nt . R esi d u al g e n e  e x pr essi o n a cti vit y  of  t h e  t ar g et e d  e n z y m es  

mi g ht  b e  s uffi ci e nt  t o  pr o vi d e  a  r o b ust  a nti o xi d a nt d ef e ns e  t o  all e vi at e  t h e  S T Z-i n d u c e d 

o xi d ati v e c ell str ess, as w ell as c o m p e ns at or y or cir c u m v e nti n g  pr o c ess es . O n t h e ot h er h a n d , 

t h es e e x p eri m e nts i n di c at e t h at t h e p h ar m a c ol o gi c a cti o n of D X O is n ot a d dr ess a bl e b y t h e 

K D of si n gl e s eri n e -li n k e d mt O C M g e n es.  

T o  i n d u c e  gr e at er  K D  eff e cts, P h g d h , S h mt 2 ,  a n d Mt hf d 2  w er e  k n o c k e d -d o w n 

si m ult a n e o usl y  (Fi g ur e 2 1 ). I n c o m p aris o n t o t h e si n gl e K Ds, u ntr e at e d ps e u d o -isl ets w hi c h 

c arr y  t h e  tri pl e -K D, dis pl a y e d  a  p ot e nti at e d b e n efi ci al  eff e ct  o n  G SI S , s u g g esti n g  t h at  t h e 

d efi ci e n c y  of  t h es e  t hr e e mt O C M  g e n es mi g ht  b e diffi c ult  t o  c o m p e ns at e  or  cir c u m v e nt. 

I n d e e d, t h es e si -P h g d h  +  S h mt 2  +  Mt hf d 2  tr a nsf e ct e d ps e u d o -isl ets als o dis pl a y e d d e cr e as e d  

vi a bilit y u p o n S T Z tr e at m e nt . T hes e  fi n di n gs  c o nfir m  t h at t h e s eri n e-li n k e d mt O C M pl a ys a 

m aj or p h ysi ol o gi c al r ol e i n isl et c ell vi a bilit y, a n d t h at t h e O C Ms f u n cti o ns r e q uir e a s e v er e 

i m p air m e nt, s u c h as a si m ult a n e o us K D of t hr e e f u n d a m e nt al g e n es , t o b e aff e ct e d.  I n a d diti o n 

t o  t h es e  e x p eri m e nts, it  w o ul d h a v e b e e n  i nter esti n g  t o  i n v esti g at e  w h et h er  t h e  o p p osit e 

eff e ct,  n a m el y  e n h a n c e d  vi a bilit y,  c o ul d  b e  i n d u c e d  i n ps e u d o -isl ets w hi c h  si m ult a n e o usl y 

o v er e x pr ess P h g d h , S h mt 2 , a n d Mt hf d 2 . An o v er e x pr essi o n  w as als o c arri e d o ut b y J. Mr u g al a, 

w h o  e x a mi n e d  t h e  vi a bilit y  of  ps e u d o -isl ets  o v ere x pr essi n g  t h e  h u m a n A L D H 1 L 2  g e n e. 

H o w e v er, A L D H 1 L 2 -O E ps e u d o -isl ets di d n ot e x hi bit e n h a n c e d vi a bilit y, s u g g esti n g t h at t h e 

o v er e x pr essi o n  or  u pr e g ul ati o n  of  o n e  si n gl e  e n z y m e  i n v ol v e d  i n s u c h a  c o m pl e x  p at h w a y 

mi g ht n ot b e s uffi ci e nt t o o bs er v e pr o -s ur vi v al eff e cts. 1 8 6  

 N ot a bl y, si m ult a n e o us P h g d h , S h mt 2 , a n d Mt hf d 2 -K D w as n eit h er  s uffi ci e nt t o bl o c k  

t h e i n d u cti o n of isl et c ell d ysf u n cti o n, n or t o si g nifi c a ntl y att e n u at e t h e pr ot e cti v e eff e cts of 
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D X O a g ai n st S T Z -i n d u c e d c ell d e at h. T h e s e  o bs er v ati o n s  a p p ar e ntl y s u g g est t h at t h e s eri n e -

li n k e d mt O C M d o es n ot m e di at e t h e isl et c ell pr ot e cti v e eff e cts a n d  t h at ot h er , y et u n k n o w n 

f a ct ors mi g ht  b e i n v ol v e d i n t h es e eff e cts . H o w e v er, t h e r esi d u al e n z y m e a cti vit y of t h e g e n es 

mi g ht  still  b e s uffi ci e nt  t o e x ert  t h eir  f u n cti o ns  u p o n  c hr o ni c  hi g h -d os e D X O tr e at m e nt. 

A d diti o n all y,  it h as b e e n s u g g est e d t h at t h e c yt os oli c f ol at e c y cl e  c o ul d p ossi bl y c o m p e ns at e  

f or t h e l oss of t h e mit o c h o n dri al br a n c h. H e n c e, t h e e n z y m es of t h e c yt os oli c  p at h w a y mi g ht  

t a k e  o v er  t h e  r ol es  of t h e  d o w nr e g ul at e d mt O C M  e n z y m es .1 5 2  T h er ef or e,  a n al y zi n g  g e n e 

e x pr es si o n  l e v el s  of S h mt 1 a n d Mt hf d 1  i n  tri pl e-K D  ps e u d o -isl ets, e n c o di n g  c yt os oli c 

is o e n z y m es,  c o ul d p ot e nti all y  pr o vi d e  f urt h er  i nsi g hts  i nt o  t h e  r ol e  of  t h e  s eri n e-li n k e d 

mt O C M  i n D X O-m e di at e d c ell pr ot e cti o n , a n d mi g ht r e v e al c o m p e ns at or y a d a pt ati o ns wit hi n 

t h e O C M u p o n g e n e -K D . 

T a k e n  t o g et h er,  t h es e  fi n di n gs  pr o vi d e  v al u a bl e  i nsi g hts  i nt o  t h e  c o m pl e x  r e g ul at or y 

m e c h a nis ms b e hi n d isl et c ell f u n cti o n alit y a n d s ur vi v al. I n f a ct, t his st u d y u n v eil e d t h e r ol e of 

t h e s eri n e-li n k e d mt O C M i n isl et c ell p h ysi ol o g y a n d s ur vi v al, p ossi bl y als o r e v e ali n g t h at isl ets 

wit h e n h a n c e d  G SI S  ar e m or e v ul n er a bl e a g ai nst c ell str ess . M or e o v er, t h es e r es ults s u g g est 

t h at t h e s eri n e-li n k e d mt O C M is n ot or n ot  s ol el y  m e di at or of D X O's p h ar m a c ol o gi c al a cti o n , 

a n d t h at t h e K D of t his m et a b oli c br a n c h is n o t s uffi ci e nt t o disr u pt t h e m a c hi n er y u n d erl yi n g 

t h e c ell ul ar a nti o xi d a nt d ef e ns e s yst e m, r e q uiri n g e xt e n d e d i n v esti g ati o ns i nt o t h e c yt os oli c 

br a n c h es of t h e O C M.  I n a d diti o n, a si m ult a n e o us o v er e x pr essi o n of m ulti pl e mt O C M g e n es , 

mi g ht  b e  a  pr o misi n g  a p pr o a c h  t o  f urt h er  i n v esti g at e  t h e  r ol e  of  t his  p at h w a y c o n c er ni n g  

e n h a n c e d  isl et c ell vi a bilit y. 

6. 3  T h e  u pr e g ul ati o n  of  s eri n e -li n k e d mt O C M  g e n e s  i s  a  g e n er al  c ell ul ar  r e s p o n s e  t o 

p er si sti n g str e s s i n d u cti o n  

6. 3. 1  T h e  s eri n e -li n k e d mt O C M i s al s o i n d u ci bl e b y M K-8 0 1 a n d gl u c oli p ot o xi cit y  

T o e v al u at e t h e s p e cifi cit y, r eli a bilit y, a n d p h ysi ol o gi c al r el e v a n c e of t h e eff e cts i n d u c e d b y 

c hr o ni c tr e at m e nt wit h hi g h  d os e s of  D X O  o n p a n cr e ati c isl ets, t h e u pr e g ul ati o n of s p e cifi c 

g e n es  w as  i n v esti g at e d  u p o n a n  a d diti o n al  N M D A R  a nt a g o nist  a n d gl u c oli p ot o xi cit y  as 

di a b et o g e ni c  str ess or . F or  t his  p ur p os e,  R N A -s e q or  q P C R  d at a ,  o bt ai n e d fr o m r es p e cti v e 

p a n cr e ati c  isl et tr e at m e nts wit h M K -8 0 1  a n d  hi g h -p al mit at e  +  hi g h -gl u c o s e w er e  a n al y z e d  

(Fi g ur e 2 2  a n d Fi g ur e 2 3 ). 
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N M D A R s ar e m e m br a n e -b o u n d i o n otr o pi c gl ut a m at e r e c e pt ors pr e v al e ntl y l o c at e d o n 

t h e  s urf a c e  of  n e ur o ns, pl a y i n g a  criti c al  r ol e  i n  s y n a pti c  tr a ns missi o n  a n d  pl asti cit y  i n  t h e 

C N S .2 9 1, 2 9 2  W h er e a s t h e r ol e of N M D A Rs is e xt e nsi v el y c h ar a ct eri z e d f or n e ur o ns, n ot m u c h is 

k n o w n a b o ut t h eir f u n cti o n o n ot h er tiss u e c ell t y p es, i n cl u di n g b et a c ell s. N ot a bl y, st u di es 

s u g g est a c o ntr o v ersi al a n d m u c h m or e c o m pl e x r ol e of N M D A Rs o n p a n cr e ati c isl ets, w hi c h 

is n ot y et f ull y u n d erst o o d.1 6  I n n e ur o n s a n d s y n a psis, N M D A R h y p of u n cti o n is ass o ci at e d wit h 

E R - a n d o xi d ati v e str ess i n d u cti o n b y i n cr e as e d R O S pr o d u cti o n a n d G S H d e pl eti o n. 2 9 3 -2 9 5  I n 

c o ntr a st,  s ust ai n e d  N M D A R  a cti v ati o n  is  r e p ort e d  t o  m e di at e  a  v ast  n u m b er  of  n e g ati v e 

eff e cts  i n b et a  c ell s  f u n cti o n alit y  a n d  s ur vi v al,  r e a c hi n g  fr o m  t h e  i n d u cti o n  of  t h e A T F 4 -

ass o ci at e d  U P R  br a n c h,  of b et a  c ell  d e diff er e nti ati o n  a n d  d ysf u n cti o n,  fi n all y  l e a di n g  t o 

a p o pt osis. 1 0 9, 1 9 5, 2 9 6  H o w e v er ,  tr e at m e nt  of  di a b eti c  mi c e a n d  d ysf u n cti o n al b et a  c ell s  usi n g 

N M D A R  a nt a g o nists m e m a nti n e  or  M K -8 0 1, ar e  r e p ort e d  t o  e n h a n c e  p a n cr e ati c isl et  c ell 

s ur vi v al a n d  r e v ers e isl et d ysf u n cti o n, s u bs e q u e ntl y t o  pr ol o n g e d hi g h -gl u c os e tr e at m e nt. 1 0 9  

T h er ef or e, N M D A R a nt a g o nists h a v e b e e n pr o p os e d as  p ot e nti al a nti -di a b eti c dr u gs. 1 8 2, 1 8 4  

M K -8 0 1  i s  a  s el e cti v e  a n d  s p e cifi c  i n hi bit or  of  N M D A R,  w hi c h  w as  d e m o nstr at e d  t o 

e n h a n c e G SI S vi a K A T P  c h a n n el s i n p a n cr e ati c isl ets, aft er a c ut e ( 1 h) tr e at m e nt. 1 8 4, 2 9 7  T h e R N A -

s e q a n al ysis r e v e al e d t h at t h e i n hi biti o n of N M D A R b y c hr o ni c ( 4 8 h) tr e at m e nt wit h 1 0 µ M 

M K -8 0 1 i n d u c es si mil ar , b ut l ess pr o n o u n c e d u pr e g ul ati o n of g e n es e n c o di n g f or m e m b ers of 

t h e A T F 4 -ass o ci at e d  U P R br a n c h a n d  t h os e of  t h e s eri n e -li n k e d mt O C M , c o m p ar e d t o  c hr o ni c 

tr e at m e nt wit h 1 0  µ M  D X O  (Fi g ur e 2 2 ). Si n c e D X O is a l ess s el e cti v e N M D A R a nt a g o nist, t he s e  

r es ults  s u g g est  t h at  ot h er  m e c h a nis ms mi g ht  als o  c o ntri b ut e  t o t h e  i n d u cti o n  of isl et 

d ysf u n cti o n , t h e str o n g  u pr e g ul ati o n of s eri n e -li n k e d mt O C M g e n es , a n d t h e e n h a n c e m e nt of 

c ell s ur vi v al. I n f a ct, bl o c ki n g t h e N M D A R is li k el y t o b e n ot s uffi ci e nt t o a c hi e v e t h es e eff e cts, 

as p a n cr e ati c isl ets of mi c e l a c ki n g t h e Gri n 1  g e n e  ( Gl u N 1-K O) , w hi c h  e n c o d es  t h e ess e nti al 

N M D A R  s u b u nit  Gl u N 1,  di d  n ot  e x hi bit  pr ot e cti o n  a g ai nst  c yt o ki n es. 1 8 6  H o w e v er , vi a bilit y 

ass a ys  wit h p a n cr e ati c  isl ets  of  Gl u N 1 -K O  mi c e  d e m o n s tr at e d  t h at f u n cti o n al  N M D A Rs ar e  

i n dis p e ns a bl e  f or  t h e  D X O-m e di at e d isl et  c ell pr ot e cti o n  a g ai nst  c yt o ki n e  i n d u c e d  c ell 

d e at h. 1 8 6  E v e n t h o u g h c ell pr ot e cti v e f e at ur e s  of M K -8 0 1 w er e n ot s cr uti ni z e d i n t his st u d y, 

pr e vi o us  n oti o n  a n d  h er e  pr es e nt e d  d at a  s u g g est  t h at  N M D A R  i n hi biti o n b y  D X O  is  n ot 

u ni q u el y  r es p o nsi bl e  f or  e n h a n c e d  c ell s ur vi v al.  I n  t his  c o nt e xt,  t h e p ersis ti n g c ell  str ess  

sit u ati o ns ,  s u c h  as  t h os e  i n d u c e d  b y c hr o ni c  hi g h -d os e  D X O  tr e at m e nt  a n d  t h e  r es ulti n g 

h y p eri ns uli n e mi a , mi g ht  u n d erl y t h e  str o n g c ell pr ot e cti o n  c o nf err e d b y D X O . 
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C hr o ni c all y  el e v at e d c o n c e ntr ati o ns of gl u c os e a n d f att y a ci ds h a v e d el et eri o us eff e cts 

o n b et a c ell s, r es ulti n g i n str o n gl y i m p air e d G SI S a n d b et a c ell  d e at h. 2 9 8 -3 0 0  I n c o m bi n ati o n, 

b ot h  f a ct ors d e v el o p a  s y n er gisti c  eff e ct,  w hi c h  u nf ol d s  a  m or e  s e v er e  t o xi cit y,  t er m e d 

gl u c oli p ot o xi cit y. 9 6, 3 0 1, 3 0 2  A s gl u c oli p ot o xi cit y i n d u c es e n d o g e n o us c ell str ess l e a di n g t o b et a 

c ell  f ail ur e, it is c o nsi d er e d t h e a ct u al k e y f a ct or a n d dri v er of T 2 D M.3 2, 5 9  T o s cr uti ni z e w h et h er 

c hr o ni c hi g h -d os e D X O tr e at m e nt r e v e al e d n e w p h ysi ol o gi c al i nsi g hts of b et a c ell s or i n d u c es 

n o n -p h ysi ol o gi c al artif a cts, it w as cr u ci al t o v ali d at e t h e tr a ns cri pt o mi c c h a n g es i n d u c e d b y 

D X O i n a t y pi c al di a b et o g e ni c mili e u, t hr o u g h hi g h -p al mit at e + hi g h -gl u c os e tr e at m e nt  (Fi g ur e 

2 3 ). As e x p e ct e d a n d pr e vi o usl y r e p ort e d, hi g h-p al mit at e + hi g h -gl u c os e tr e at m e nt i n d u c e d a 

r o b ust  u pr e g ul ati o n  of  al m ost  all  a n al y z e d  g e n es.  I n  f a ct,  c hr o ni c  li p ot o xi cit y  w as  alr e a d y 

r e p ort e d t o i n d u c e E R str ess vi a t h e A T F 4 -ass o ci at e d  U P R br a n c h, a n d t o e n h a n c e o xi d ati v e 

str ess. 3 0 3, 3 0 4  T h e u pr e g ul ati o n of S h mt 2 , Mt hf d 2  a n d Al d h 1l 2  is als o i n li n e wit h t h e pr e vi o us 

n oti o n t h at gl u c oli p ot o xi cit y i n d u c es s eri n e -li n k e d mt O C M g e n es. 1 0 0, 3 0 5, 3 0 6  E v e n t h o u g h t his 

st u d y  di d n eit h er a n al y z e isl et  c ell f u n cti o n alit y  n or  s ur vi v al u p o n  hi g h -p al mit at e  +  hi g h -

gl u c os e tr e at m e nt, t h e str o n g u pr e g ul ati o n of Atf 4  a n d t h e s eri n e -li n k e d mt O C M g e n es mi g ht  

i n di c at e t h at isl et c ells u n d er g o a m et a b oli c a d a pt ati o n t o all e vi at e t h e i n d u c e d c ell str ess, 

p ot e nti all y r e d u ci n g t h e s e cr et or y  f u n cti o n. H o w e v er,  lit er at ur e  d o es  n ot  pr o vi d e  us ef ul 

i nsi g hts i n r e g ar d of p ossi bl e e x p e ct ati o ns. Alt h o u g h n u m er o us st u di es h a v e pr e vi o usl y b e e n 

c o n d u ct e d , i n v esti g ati n g t h e  eff e cts of gl u c oli p ot o xi cit y  o n  p a n cr e ati c  isl ets , t h e  o v er all 

e m er gi n g c o n cl u si o n is t h at n u m er o us f a ct ors, i n cl u di n g t h e us e d li pi d s p e ci es, t h e tr e at m e nts 

d ur ati o n,  t h e  fr e e  f att y  a ci ds c o n c e ntr ati o ns,  t h e  t y p e  of gl u c o s e us e d wit hi n  t h e 

gl u c oli p ot o xi c tr e at m e nt , as w ell as t h e s us c e pti bilit y of t h e is ol at e d p a n cr e ati c isl ets ar e li k el y 

t o i n d u c e diff er e nt o ut c o m es.9 6, 3 0 7  T h er ef or e, t h e h er ei n missi n g a n al ys e s o n G SI S a n d isl et 

c ell  s ur vi v al u p o n gl u c oli p ot o xi c tr e at m e nt h a v e t o b e p erf or m e d a c c or di n g t o t h e h er ei n us e d 

m et h o d ol o g y , i n  or d er  t o i nt erli n k  t h e  u pr e g ul ati o n  of Atf 4  a n d  t h e  s eri n e -lin k e d mt O C M 

g e n es wit h t h e a c hi e v e d eff e cts  a n d f or f urt h er d at a i nt er pr et ati o n. 

O v er all, t h e  i n hi biti o n  of  N M D A R  a n d  c hr o ni c  e x p os ur e  of  p a n cr e ati c  isl ets  t o 

di a b et o g e ni c str ess c o ntri b ut e d t o t h e s a m e tr a ns cri pt o mi c c h a n g es as o bs er v e d u p o n c hr o ni c 

hi g h -d os e D X O tr e at m e nt. T h es e r es ults pr o vi d e pr eli mi n ar y e vi d e n c e  t h at t h e u pr e g ul ati o n 

of t h e s eri n e -li n k e d mt O C M a n d t h e u n v eil e d p at h w a y  mi g ht  pl a y a u ni v ers al a n d pi v ot al r ol e 

i n b et a  c ell  f u n cti o n alit y  a n d  p h ysi ol o g y u p o n  diff er e nt G SI S -i n d u ci n g  a n d  c ell ul ar  str ess 

c o n diti o ns .  
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6. 3. 2  P er si st e nt h y p eri n s uli n e mi a i n d u c e d b y  K A T P -d e p e n d e nt  i n s uli n s e cr et a g o g u e s 

e n h a n c e s  i sl et c ell s ur vi v al at t h e e x p e n s e of t h eir f u n cti o n alit y 

As  p r e vi o u sl y dis c uss e d  i n  c h a pt er 6. 3. 1 , t h e  s eri n e-li n k e d mt O C M is als o  e n h a n c e d 

i n d e p e n d e ntl y  fr o m  D X O  tr e at m e nt  a n d  N M D A R  i n hi biti o n.  T o  e v al u at e w h et h er  i ns uli n 

h y p ers e cr eti o n is a g e n er al tri g g er of Atf 4  u pr e g ul ati o n, isl et d ysf u n cti o n, a n d e n h a n c e d isl et 

c ell  s ur vi v al , t h e  i n v esti g ati o ns  o n  p a n cr e ati c  m o us e  isl ets  w er e e xt e n d e d  t o  c hr o ni c 

tr e at m e nt wit h i ns uli n s e cr et a g o g u es Gli b a n d E x -4  (Fi g ur e 2 4 , Fi g ur e 2 5 , a n d Fi g ur e 2 6 ). 

Alt h o u g h a c ut e a d mi nistr ati o n of i ns uli n s e cr et a g o g u es, i n cl u di n g D X O, Gli b a n d E x -4, 

h as b e e n s h o w n t o eff e cti v el y r est or e i m p air e d G SI S , pr ol o n g e d a n d p ersist e nt us e of i ns uli n 

s e cr et a g o g u es oft e n pr o v es t o b e i n eff e cti v e i n t h e l o n g-t er m, l e a di n g t o a d e cli n e i n isl et c ell 

f u n cti o n alit y.3 9, 1 7 5, 1 7 8  Ulti m at el y,  p ati e nts  wit h  s e v er e  T 2 D M  r e q uir e  i ns uli n  i nj e cti o ns  t o 

c o m p e ns at e f or t h e l oss of isl et s e cr et or y f u n cti o n. T h er ef or e,  it w as i nt er esti n g t o i n v esti g at e 

w h et h er t h es e eff e cts m a y  u n d erl y t h e s a m e m et a b oli c a d a pt ati o ns as o bs er v e d u p o n  c hr o ni c 

hi g h -d os e D X O tr e at m e nt. N ot a bl y, c o nti n u o us tr e at m e nt wit h Gli b  i n d u c es a c o m p ar a bl e isl et 

d ysf u n cti o n , d e cr e as e d  i ns uli n c o nt e nt , a n d t h e u pr e g ul ati o n  of  g e n e  e x pr essi o n  l e v els as 

c hr o ni c hi g h  d os e s of  D X O, w h er e as E x -4 h as still G SI S e n h a n ci n g pr o p ert i es wit h o ut  aff e ct i n g 

t h e i ns uli n c o nt e nt (Fi g ur e 2 4 ). I nt er esti n gl y, R e m e di a n d Ni c h ols als o r e p ort e d a b o ut  Gli b -

i n d u c e d isl et d ysf u n cti o n aft er pr ol o n g e d tr e at m e nt.1 7 6  C o ntr ar y t o t h eir e x p e ct ati o ns, t his 

d ysf u n cti o n  di d  n ot  l e a d  t o  isl et  c ell  a p o pt osis  b ut  w as  i nst e a d  f o u n d  t o  b e  r a pi dl y 

r e v ersi bl e.1 7 6  I n a d diti o n t o t h eir o bs er v ati o ns, t his st u d y r e v e als t h at c hr o ni c tr e at m e nt wit h 

Gli b als o pr ot e cts p a n cr e ati c isl et c ell s  fr o m S T Z -i n d u c e d c ell d e at h , si mil ar li k e  D X O. A s b ot h 

s e cr et a g o g u es i n d u c e i ns uli n s e cr eti o n vi a K A T P  c h a n n el s, t h e e n h a n c e d isl et c ell s ur vi v al mi g ht  

p ot e nti all y b e i n d u c e d b y a  c o m m o n M O A , vi a t h e u pr e g ul ati o n of t h e s eri n e -li n k e d mt O C M  

(Fi g ur e 2 5 ). 

I n  c o ntr ast  t o  t his  st u d y,  ot h er st u di es  r e p ort t h at E x -4  i m pr o v e s  b et a  c ell  s ur vi v al 

d uri n g  E R  str ess,  i n  pri m ar y  h u m a n -, d b /d b  a n d  r at’s isl ets.1 1 3, 3 0 8  Si n c e  c o nti n u o us  E x -4 

tr e at m e nt als o s h o ws o nl y sli g ht a n d  f e w  si g nifi c a nt  u pr e g ul ati o n  of  s o m e  s eri n e -li n k e d 

mt O C M g e n es, it is li k el y t h at t his u pr e g ul ati o n is n ot s uffi ci e nt t o i n d u c e s ur vi v al e n h a n ci n g 

eff e cts, e v e n l ess a g ai nst hi g h -d os e S T Z -i n d u c e d c ell d e at h (Fi g ur e 2 6 ).1 1 3  E v e n t h o u g h g e n e 

e x pr es si o n l e v el s of P h g d h , Mt hf d 2 , a n d Al d h 1l 2  w er e si g nifi c a ntl y u pr e g ul at e d  b y E x -4 , t h e 

f ol d c h a n g es  ar e  v er y l o w c o m p ar e d t o t h os e i n d u c e d b y Gli b tr e at m e nt. It w o ul d h a v e b e e n 

w ort h t o us e hi g h er E x -4 c o n c e ntr ati o ns, t o p ossi bl y i n d u c e b ot h b e n efi ci al eff e cts  w hi c h ar e 
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a s s o ci at e d  wit h  E x -4  a n d  G L P -1 R  a g o nists  i n  g e n er al,  n a m el y  e n h a n c e d  G SI S  a n d isl et  c ell 

s ur vi v al .1 1 3, 3 0 9  H o w e v er, it w as r e p ort e d t h at h u m a n isl ets w hi c h w er e tr a ns pl a nt e d i nt o t h e 

a nt eri or c h a m b er of t h e e y e s  of mi c e , d e v el o p e d si g ns of d ysf u n cti o n w h e n tr e at e d d ail y wit h 

a G L P -1 R a g o nist f or 2 5 0 d a ys. 1 7 7  T h e  sli g ht u pr e g ul ati o n i n g e n e e x pr essi o n l e v els p ot e nti all y 

i n di c at e  a  d e v el o pi n g  isl et  d ysf u n cti o n, w hi c h  mi g ht  pr o gr ess a n d  o ns et  aft er a l o n g er 

i n c u b ati o n.  

T a k e n t o g et h er, t h e  c hr o ni c tr e at m e nt  wit h  i ns uli n  s e cr et a g o g u es  Gli b  a n d  E x -4 

r e v e al e d t h at t h os e w hi c h a ct vi a t h e KA T P -d e p e n d e nt M O A, s u c h as Gli b a n d D X O, str o n gl y 

i n d u c e Atf 4  a n d s eri n e -li n k e d mt O C M g e n e e x pr essi o n l e v els , a n d e n h a n c e isl et c ell s ur vi v al  

a g ai nst S T Z -i n d u c e d c ell str ess. C o n v ers el y , t h es e  i ns uli n s e cr et a g o g u es als o i n d u c e isl et c ell 

d ysf u n cti o n  i n  a  l o n g  t er m. T h es e  r es ults  o n c e  m or e  s u g g est t h at  t h e  u n v eil e d  m et a b oli c 

p at h w a y is p art of  a  g e n er al p h ysi ol o gi c al m e c h a nis m of p a n cr e ati c isl et c ells w hi c h pri ori ti z e 

s ur vi v al o v er f u n cti o n alit y . H o w e v er, t h e a cti v ati o n of t h is p at h w a y is pr o b a bl y stri ctl y r eli a nt 

o n t h e d ur ati o n a n d c o n c e ntr ati o n of t h e i ns uli n s e cr et a g o g u es  tr e at m e nt. T h er ef or e, it w o ul d 

b e i nt er esti n g t o i n v esti g at e, w h et h er l o n g er e x p os u re  or hi g h er c o n c e ntr ati o ns of E x -4 w o ul d 

as w ell i n d u c e t his p at h w a y , t o u n v eil w h et h er e n h a n ci n g isl et c ell d ysf u n cti o n at t h e e x p e ns e 

of s e cr et or y f u n cti o n is o nl y li mit e d t o i ns uli n s e cr et a g o g u es w hi c h tri g g er t h e K A T P -d e p e n d e nt 

G SI S . N e v ert h el ess,  t o  o bt ai n  fi n al  pr o of  f or  pr ol o n g e d  h y p eri ns uli n e mi a’s  r ol e  i n  t h e 

u pr e g u l ati o n of s eri n e-li n k e d mt O C M g e n es a n d e n h a n ci n g isl et c ell s ur vi v al, it w o ul d als o b e 

i nt er esti n g t o a n al y z e w h et h er bl o c ki n g t h e s e cr eti o n of i ns uli n w o ul d i m p e d e t h e i n d u cti o n 

of isl et d ysf u n cti o n.  

O v er all,  t h es e  fi n di n gs mi g ht  c o ntri b ut e  t o  a  b ett er  u n d erst a n di n g  of  t h e  c o m pl e x 

m e c h a nis ms g o v er ni n g isl et c ell f u n cti o n ality a n d d ysf u n cti o n i n di a b et es, p ot e nti all y h el pi n g  

t o i m pr o v e di a b et es m a n a g e m e nt or fi n d n o v el t h er a p e uti c a p pr o a c h es.  
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6. 4  T h e r ol e  of  t h e N R F 2 -m e di at e d a nti o xi d a nt  r e s p o n s e  i n i sl et  c ell f u n cti o n alit y  a n d 

s ur vi v al  

T his  st u d y  pr o vi d es n u m er o us  d at a  w hi c h  c oll e cti v el y  pr o v e  t h e  e xist e n c e  of  a  u ni v ers al 

m et a b oli c p at h w a y w hi c h i ntri c at el y li n ks t h e f u n cti o n alit y a n d s ur vi v al of p a n cr e ati c isl et c ells 

t hr o u g h  t h e  gl y c ol yti c  fl u x.  T his  p at h w a y  e n h a n c es isl et  c ell s ur vi v al  at  t h e  e x p e ns e  of 

s e cr et or y  f u n cti o n i n r es p o n s e t o h y p eri ns uli n e mi a  a n d pr o b a bl y t o t h e r es ulti n g e x c es si v e 

R O S g e n er ati o n. E v e n t h o u g h A T F 4  a n d e n z y m es of t h e s eri n e-li n k e d mt O C M  w er e i d e ntifi e d 

as k e y pl a y ers of t his m et a b oli c p at h w a y, G o F  a n d L o F e x p eri m e nts d i d n ot p oi nt t o a s p e cifi c 

pri m ar y  m e di at or  of  t h e  i n d u c e d eff e cts.  I nst e a d,  t h es e e x p eri m e nts  r at h er s u g g est  t h e 

i n v ol v e m e nt of a n a d diti o n al, y et u n k n o w n  f a ct or i n t his i ntri c at e i nt er pl a y. 

R e c e nt s ci e ntifi c lit er at ur e pr o vi d e n u m er o us  p u bli c ati o ns p oi nti n g t o t h e pi v ot al r ol e 

of t h e n u cl e ar f a ct or er yt hr oi d -2 -r el at e d f a ct or 2 (N R F 2 ) i n v ari o us  dis e as e c o nt e xts, i n cl u di n g 

n e ur o d e g e n er ati v e  dis or d ers,  c ar di o v as c ul ar  dis e as es,  c a n c er,  a n d d i a b et es m ellit us .3 1 0 -3 1 4  

N ot a bl y, N R F 2  is dir e ctl y ass o ci at e d  wit h A T F 4  a n d t h e  u pr e g ul ati o n  of g e n e s  e n c o di n g 

e n z y m es of t h e  s eri n e -li n k e d mt O C M. 1 1 1, 2 0 7  T hi s tr a n s cri pti o n f a ct or is cr u ci al f or t h e i n d u cti o n 

of c ell ul ar d ef e n s e m e c h a nis ms a g ai nst o xi d ati v e str ess a n d i nfl a m m ati o n . I n f a ct, it is stri ctl y 

r el at e d t o t h e d e n o v o  g e n er ati o n a n d r e c y cli n g pr o c ess es of gl ut at hi o n e .2 0 7, 3 1 3, 3 1 5  N R F 2  i s a 

tr a n s cri pti o n f a ct or, w hi c h u n d er g o es n u cl e ar tr a nsl o c ati o n aft er  a cti v ati o n  b y t h e U P R , t h e 

i n d u cti o n  of A T F 4 , or  b y el e v at e d i ntr a c ell ul ar R O S  l e v els .1 1 1, 2 0 7, 3 1 6  D u e  t o  it s m ultif a c et e d  

r ol es, N R F 2  h as e m er g e d as a p arti c ul ar  i nt er esti n g f a ct or w it hi n t h e s p e cifi c fi el d of r es e ar c h 

of D M . I n f a ct, N R F 2  w as f o u n d t o b e a pi v ot al r e g ul at or of t h e a nti o xi d a nt r es p o ns e, s ur vi v al, 

a n d pr olif er ati o n of  b et a c ell s .3 1 0, 3 1 7  T h er ef or e,  t h e tr a ns cri pti o n f a ct or w as e v e n pr o p os e d t o 

b e c o n si d er e d  a p ot e nti al bi o m ar k er f or t h e i d e ntifi c ati o n of i n di vi d u als wit h c o m pr o mis e d 

c ell ul ar  str ess  r es p o ns es  a n d a n  el e v at e d  s us c e pti bilit y  t o  D M .3 1 1  M or e o v er,  d u e  t o its 

a d diti o n al b e n efi ci al  eff e cts  o n  p eri p h er al  tiss u es,  s u c h  as  i m pr o vi n g  i ns uli n  s e nsiti vit y  a n d 

i n d u c e  b o d y  w ei g ht  r e d u cti o n,  t h e  p h ar m a c ol o gi c  a cti v ati o n  of N R F 2  w as  s u g g est e d  as  a 

p ossi bl e  a p pr o a c h  f or  n o v el  t h er a p e uti c  i nt er v e nti o n,  u n d erli ni n g  its  p ot e nti al  i n  t h e 

tr e at m e nt of D M.3 1 1  

Alt h o u g h N R F 2  is c o m m o nl y pr ais e d t o pr o m ot e b et a c ell  f u n cti o n ality a n d  s ur vi v al , 

a n d t o p ot e nti all y  pr e di ct or e v e n r e v ers e D M, its pr ol o n g e d a cti v ati o n l e a ds t o a d v ers e si d e 

eff e cts . I n f a ct, pr ol o n g e d  N R F 2  a cti v ati o n a n d i n g e n er al t h e c hr o ni c d e m a n d f or a nti o xi d a nts 

is  t h o u g ht  t o disr u pt  criti c al a n d  f u n cti o n al R O S si g n ali n g  p at h w a ys, ulti m at el y r es ulti n g  i n 
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r e d u c e d G SI S a n d d ysf u n cti o n .2 6 1, 3 1 8 -3 2 0  M o st n ot a bl y, N R F 2  h as als o b e e n f o u n d t o m e di at e 

d e vi ati o ns of t h e gl y c ol yti c fl u x fr o m t h e T C A c y cl e i nt o t h e s eri n e-li n k e d O C M i n c a n c er c ells , 

t hr o u g h t h e u pr e g ul ati o n of s o m e of t h e g e n es r e p ort e d wit hi n t his st u d y. 2 0 7  

St arti n g  fr o m  t h e  pr e mis e  t h at n eit h er N R F 2  n or  t h e  r e d o x  h o m e ost asis h a v e  b e e n 

a n al y z e d i n t his st u d y, a n d c o nsi d eri n g t h e n u m er o us p ar all els b et w e e n t h e N R F 2  a cti o n a n d 

t h e eff e cts i n d u c e d b y tr e at m e nts wit h a c ut e, c hr o ni c, l o w-, a n d hi g h d os es of  D X O  a n d ot h er 

G SI S -e n h a n ci n g  a g e nts, t his tr a ns cri pti o n  f a ct or c o ul d  i n d e e d r e pr es e nt t h e  y et  u n k n o w n 

f a ct or  w hi c h  dir e ctl y  i nt erli n ks isl et  c ell f u n cti o n alit y a n d  s ur vi v al.  T h er ef or e , its  pr ol o n g e d 

a cti v ati o n c o ul d p ot e nti all y e x pl ai n t h e pr es e n c e of a  r e d u c e d f u n cti o n al b et a c ell  m ass , w hi c h 

w as  o bs er v e d  i n  s e v er al  T 2 D M  p ati e nts. 1 4, 2 2 9, 2 3 9, 2 4 0  F urt h er m or e , a str o n gl y  e n h a n c e d 

a nti o xi d a nt s yst e m c o ul d  p ot e nti all y u n d erl y c ert ai n f or ms of T 2 D M , t h us r e m o vi n g t h e c a us e 

of o xi d ati v e str ess, b y dr asti c c al ori c r estri cti o ns mi g ht r es ult i n a s u c c essf ul r e missi o n. L ast 

b ut n ot l e ast, N R F 2  is als o ass o ci at e d t o t h e b e n efi ci al eff e cts of G L P -1 , i n a d os e d e p e n d e nt 

m a n n er. 3 2 1  

T a k e n  t o g et h er , N R F 2  a n d  its  i n d u c e d a d a pti v e  a nti o xi d a nt  r es p o ns e e m er g e  t o  b e 

i ntri c at el y  i n v ol v e d  i n  t h e  m ol e c ul ar  p at h w a y, w hi c h i nt erli n ks isl et  c ell f u n cti o n alit y  a n d 

s ur vi v al. E v e n t h o u g h N R F 2  w as n ot a n al y z e d wit h i n t his st u d y, t h e a cti v ati o n of N R F 2 , w hi c h 

is li k el y b ut n ot pr o v e n t o b e a c hi e v a bl e b y c hr o ni c hi g h -d os e D X O tr e at m e nt , p ot e nti all y  a cts 

as  a m e di ati n g  f a ct or i n  t h e u pr e g ul ati o n  of t h e s eri n e -li n k e d mt O C M p at h w a y  a n d  its 

c o n c o mit a nt eff e cts . Gi v e n t h at  t h e u pr e g ul ati o n of  t h e N R F 2 -m e di at e d a nti o xi d a nt r es p o n s e 

s e e m s  t o b e a  g e n er al  c ell ul ar  a d a pti o n t o p ersist e nt a n d str o n g G SI S i n d u cti o n , t h e i n d u cti o n 

of  isl et  d ysf u n cti o n  b y  t h e  h er ei n  pr es e nt e d  m et a b oli c  p at h w a y c o ul d  b e  c o nsi d er e d a 

u ni v ers al  d ef e n s e m e c h a nis m  of isl et c ells  a g ai nst el e v at e d R O S l e v els . H e n c e , t h e i n d u cti o n 

of t his  m e c h a nis m  e m er g e s t o b e tri g g er e d b y  v ari o us a g e nts w hi c h e x c essi v el y e n h a n c e t h e 

G SI S , b e y o n d  c hr o ni c  hi g h -d os e D X O tr e at m e nt . F urt h er m or e, t h e u n c o v er e d p at h w a y s e e ms 

t o b e r e v ersi bl e b y r e m o vi n g t h e u n d erl yi n g c a us e of c ell str ess, as d e m o nstr at e d wit hi n t his 

st u d y. T h us, r e d u ci n g  t h e  c a us e  f or  t h e  e n h a n c e d a nti o xi d a nt  r es p o ns e , w hi c h mi g ht  b e 

a c hi e v e d  b y a  ti g ht  gl y c e mi c  c o ntr ol  or r e d u ci n g  t h e  c al ori c  u pt a k e,  t h er e b y all e vi at i n g 

h y p eri ns uli n e mi a  a n d  o xi d ati v e  str ess , e m er g es  t o b e  t h e  k e y  t o m ai nt ai n  or  p ot e nti all y 

r est or e isl et c ell f u n cti o n alit y. H o w e v er, f u rt h er e x p eri m e nts o n N R F 2 -m e di at e d a nti o xi d a nt 

r es p o ns e n e e d t o b e c o n d u ct e d, t o c a us all y li n k N R F 2  t o D X O’s M O A. 
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6. 5  C o n cl u si o n  

I n c o n cl usi o n, t his c o m pr e h e nsi v e st u d y pr o vi d es n o v el i nsi g hts i nt o t h e p h ysi ol o g y of isl et 

c ells a n d t h e criti c al r ol e of t h e s eri n e -li n k e d mt O C M p at h w a y i n t h e r e g ul atio n of  isl et c ell 

f u n cti o n alit y  a n d  s ur vi v al.  T his  st u d y pr o vi d es  r o b ust  e vi d e n c e  t h at  c hr o ni c  hi g h-d os e  D X O 

tr e at m e nt i n d u c es t h e A T F 4 -ass o ci at e d  U P R br a n c h, r es ulti n g i n a str o n g  u pr e g ul ati o n of t h e 

s eri n e -li n k e d mt O C M.  T h e  c o n d u ct e d  e x p eri m e nts c o nfir m e d  a  pr e vi o usl y h y p ot h esi z e d  

m et a b oli c m o d el t h at li n ks t h e u pr e g ul ati o n of A T F 4  a n d s eri n e -li n k e d mt O C M e n z y m es t o t h e 

i n d u cti o n of r e v ersi bl e isl et d ysf u n cti o n a n d e n h a n c e d s ur vi v al a g ai nst S T Z -i n d u c e d c ell d e at h. 

I n t his c o nt e xt, t h e a n al yse s of t h e gl y c ol yti c fl u x i n di c at es a d e vi ati o n of gl u c os e i nt er m e di at es 

fr o m  t h e  T C A  c y cl e  t o w ar ds  t h e  s eri n e-li n k e d  O C M,  at  t h e  b asis  of  i n d u c e d isl et  c ell 

d ysf u n cti o n  a n d e n h a n c e d  c ell s ur vi v al .  H o w e v er, p at h w a y m a ni p ul at i o ns ass ess e d  b y  G o F 

a n d L o F e x p eri m e nts t ar g eti n g Atf 4 , P h g d h , S h mt 2 , or Mt hf d 2 , di d n ot r e v e al m e di ati v e r ol es  

of a n y of t h e a n al y z e d g e n es i n t h e D X O c o nf err e d isl et c ell pr ot e cti o n. 

I n v esti g ati o ns of  g e n e e x pr essi o n l e v els, G SI S, a n d isl et c ell s ur vi v al u p o n S T Z  r e v e al e d 

t h e u pr e g ul ati o n of t h e v ali d at e d p at h w a y i n D X O i n d e p e n d e nt tr e at m e nts . N ot a bl y, c hr o ni c 

tr e at m e nt wit h t h e s ulf o n yl ur e a gli b e n cl a mi d e i n d u c e d a str o n g u pr e g ul ati o n of s eri n e -li n k e d 

mt O C M g e n es a n d e n h a n c e d isl et c ell s ur vi v al at t h e e x p e ns e of G SI S, c o m p ar a bl e t o c hr o ni c 

hi g h -d os e D X O tr e at m e nt. T h es e r es ults s u g g est t h at t h e i n d u cti o n of t h e a n al y z e d  m et a b oli c 

p at h w a y is a g e n er al m e c h a nis m i n isl et c ells r es p o n di n g  t o v ari o us tr e at m e nts t h at i n d u c e 

p ersist e nt a n d e x c essi v e i ns uli n s e cr eti o n. Alt h o u g h n o a n al ys es w er e p erf or m e d r e g ar di n g 

c ell ul ar  r e d o x  h o m e ost asis  or  t h e q u a ntifi c ati o n  of  R O S,  s e v er al  i n di c ati o ns  p oi nt  t o  t h es e 

m et a b oli c  a d a pt ati o ns  b ei n g  tri g g er e d  b y  e x c essi v e  R O S  a n d  t h e  r es ulti n g  a nti o xi d a nt 

r es p o ns e, p ot e nti all y m e di at e d b y N R F 2 . 

O v er all,  t his  st u d y pr o vi d es  d e e p  i nsi g hts  i nt o  t h e  m et a b oli c  r e g ul ati o n  of isl et  c ell 

f u n cti o n alit y  a n d  s ur vi v al, hi g hli g hti n g  t h at  i m p air e d  G SI S  i n  e arl y-o ns et  T 2 D M mi g ht  

p ot e nti all y  d e p e n d  o n  a  r e d u c e d  f u n cti o n al b et a  c ell  m ass  r at h er  t h a n  a p o pt osis.  T h e 

r e v ersi bilit y  of  t his  m e c h a nis m  s u g g ests  t h at  r e d u ci n g  c al ori c  i nt a k e  a n d  m ai nt ai ni n g  ti g ht 

gl y c e mi c  c o ntr ol,  t h us  all e vi ati n g  h y p eri ns uli n e mi a,  c o ul d  r e v ers e  e arl y -o ns et  T 2 D M  or 

pr e v e nt f urt h er pr o gr essi o n of l at e -o ns et T 2 D M. T h er ef or e, t his p at h w a y mi g ht  h ol d cr u ci al 

i m pli c ati o ns  f or tr a nsl ati o n al  o p p ort u niti es  a n d  tr e at m e nts  ai mi n g at  pr es er vi n g isl et  c ell 

f u n cti o n alit y a n d s ur vi v al. El u ci d ati n g  t h es e m ol e c ul ar i nt erli n k a g es mi g ht p a v e t h e w a y f or 

t h e d e v el o p m e nt of pr e v e nti v e i nt er v e nti o ns f or T 2 D M. 
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6. 6  O utl o o k  

I n t h e i ntri c at e p u z zl e of isl et c ell p h ysi ol o g y, t his st u d y c o ntri b ut es a cr u ci al pi e c e b y r e v e ali n g 

a n o v el m et a b oli c p at h w a y t h at li n ks f u n cti o n alit y a n d s ur vi v al i n v ari o us c o nt e xts, w hil e als o 

i d e ntif yi n g k e y r e g ul at ors. H o w e v er, t h er e ar e still missi n g el e m e nts w aiti n g t o b e dis c o v er e d, 

a n d i ntri g ui n g as p e cts t h at ar e w ort hf ul t o  b e e x pl or e d . 

 T o  ulti m at el y  pr o v e  t h at  t h e  u n v eil e d  m e c h a nis m is  a  g e n er al  m et a b oli c  p at h w a y 

tri g g er e d  b y  p ersist e nt  a n d  e x c essi v e  G SI S  i n d u cti o n,  t h e  a n al yse s  o n  c hr o ni c  E x -4 -tr e at e d 

isl ets  s h o ul d  b e  r e p e at e d  at  hi g h er  c o n c e ntr ati o ns,  i n d u ci n g  a  s eri n e-li n k e d mt O C M  g e n e 

u pr e g ul ati o n  at  c o m p ar a bl e l e v els  as  Gli b.  If  s e cr et or y  d ysf u n cti o n  c a n n ot  b e  i n d u c e d,  t h e 

m et a b oli c p at h w a y w o ul d e x cl usi v el y u n d erl i e t h e i n d u cti o n of KA T P  d e p e n d e nt G SI S -i n d u ci n g 

a g e nts.  

Alt h o u g h t h e s eri n e -li n k e d mt O C M w as i d e ntifi e d t o r e g ul at e t h e vi a bilit y a n d s ur vi v al 

of p a n cr e ati c isl et c ells a g ai nst c ell d e at h i n d u cti o n , t h e m e di ati n g k e y f a ct or r es p o n si bl e f or 

D X O -i n d u c e d c ell pr ot e cti o n a g ai nst  S T Z -i n d u c e d c ell d e at h  r e m ai ns t o b e i d e ntifi e d. D u e t o 

its str o n g a nti-o xi d a nt f e at ur e s , e n h a n c e d G S H l e v els, a n d its r ol e i n e n h a n c e d isl et c ell s ur vi v al 

a g ai nst o xi d ati v e str ess , w o ul d b e i nt er esti n g  t o b e i n v esti g at e d. T h er ef or e,  L o F e x p eri m e nts 

t ar g eti n g  t h e  G S H-G S S G r e c y cli n g e n z y m e gl ut at hi o n e  r e d u ct as e  (G S R ) or  t h e c yst ei n e  

g e n er ati n g c yst at hi o ni n e g a m m a -l y as e (C T H ), s er vi n g f or G S H g e n er ati o n i n c o m bi n ati o n  t o a 

s e nsiti v e m ass -s p e ctr o m etri c ,  t hi ol  q u a ntif yi n g r e a d-o ut  a n al ysis a n d  vi a bilit y  ass a ys c o ul d 

u n v eil t h e cr u ci al  r ol e  of  G S H i n t h e r e g ul ati o n  of t h e isl et  c ell r e d o x  st ate  a n d  e n h a n c e d 

s ur vi v al , i n d u c e d b y D X O. F urt h er, its u pstr e a m r e g ul at or N R F 2  r e q uir es t o b e i n v esti g at e d b y 

a m et h o d ol o g y w hi c h a d diti o n all y c o m pris e t h e a n al ysis of t h e gl y c ol yti c  fl u x, t o d et er mi n e 

w h et h er it m e di at es t h e D X O -i n d u c e d eff e cts t o a si mil ar or e v e n gr e at er e xt e nt t o  A T F 4 . 

F urt h er m or e,  i n v esti g at i n g t h e  c o m p e ns at or y  a cti o ns  wit hi n  t h e  c yt os oli c  a n d 

mit o c h o n dri al f ol at e  c y cl e of t h e  O C M  c o ul d r e v e al i nt er esti n g i nsi g hts . Alt h o u g h c h all e n gi n g 

d u e t o t h e O C M’s c o m pl e xit y , a n al y zi n g e x pr essi o n l e v els of t h e c yt os oli c is o e n z y m es, S H M T 1  

a n d M T H F D 1 , i n u ntr e at e d a n d c hr o ni c hi g h -d os e D X O tr e at e d si -P h g d h  +  S h mt 2  +  Mt hf d 2  

tr a nsf e ct e d ps e u d o -isl ets c o ul d  b e c o nsi d er e d f e asi bl e t o r e v e al i ntri g ui n g a d a pt ati o ns. T his 

a n al ysis  m a y  r e v e al  i ntri g ui n g  a d a pt ati o ns  ai m e d  at  m ai nt ai ni n g  t h e  vi a bilit y  of  s e v er el y 

d ysf u n cti o n al isl ets a n d p ot e nti all y r e v e al n e w  t ar g ets  f or D M t h er a p e uti c str at e gi es. 

Wit hi n t his t h esis, a pr ol o n g e d a n d e x c essi v e i ns uli n s e cr eti o n w as h y p ot h esi z e d as t h e 

m ai n tri g g er f or isl et c ell d ysf u n cti o n, t h e u pr e g ul ati o n of t h e s eri n e -li n k e d mt O C M p at h w a y, 
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a n d  t h e  r es ulti n g  c ell  pr ot e cti o n  a g ai nst  S T Z -i n d u c e d  c ell  d e at h.  T o  a n al y z e  w h et h er  t h es e 

eff e cts u n d erl y t h e c hr o ni c hi g h -d os e D X O tr e at m e nt, it w o ul d b e i nt er esti n g t o p erf or m t h e 

D X O -tr e at m e nt  o n  isl ets  wit h  p h ar m a c ol o gi c  i n hi bit e d  i ns uli n  s e cr eti o n.  Th er ef or e, D X O 

tr e at e d isl ets c o ul d b e pr e- or c o -tr e at e d f or e x a m pl e wit h di a z o xi d e or nif e di pi n e a n d b e us e d 

f or vi a bilit y ass a ys , g e n e e x pr essi o n-, a n d gl y c ol yti c fl u x a n al ys e s. I n c as e of n o c ell pr ot e cti o n, 

n o  u pr e g ul ati o n  of  s eri n e -li n k e d mt O C M  g e n es,  or  n o  gl y c ol yti c  fl u x  d e vi ati o n,  t h es e 

e x p eri m e nt s  w o ul d  c a us all y  li n k  all  eff e cts  t o  t h e  D X O -i n d u c e d  i ns uli n  h y p ers e cr eti o n  a n d 

ulti m at el y  r e v e al  t h e  c ell  pr ot e cti o n  a g ai nst  c ell  d e at h  i n d u cti o n  as  a  c o ns e q u e n c e  of  t h e 

gl y c ol yti c fl u x d e vi ati o n i nt o t h e u pr e g ul at e d O C M.  

A  less f e asi bl e b ut t h e or eti c all y r es e ar c h -w ort h y a p pr o a c h , is i n v esti g atin g  t h e r ol e of 

O C M a n d t h e a d a pti v e a nti o xi d a nt r es p o ns e i n isl ets of T 2 D M p ati e nts . C o nsi d eri n g t h at isl et 

d ysf u n cti o n  is  o nl y  o n e k e y  c h ar a ct eristi c  of  T 2 D M b esi d es i ns uli n  r esist a n c e, it c o ul d  b e  

i nt er esti n g  t o  a n al y z e  t h e  vi a bilit y  a n d  s eri n e-lin k e d mt O C M  g e n e  e x pr essi o n  l e v els  of 

p a n cr e ati c isl ets fr o m d o n ors dis pl a y i n g s e cr et or y d ysf u n cti o ns or  o b esit y -r el at e d di a b et es. 

T h es e isl ets c o ul d a d diti o n all y b e us e d t o  i n v esti g at e r e v ersi bilit y b y c ult uri n g t h e m t o l o w 

gl u c os e m e di a ( 5  –  1 0 m M gl u c os e), pr e vi o usl y t o a G SI S ass a y . H o w e v er, t h es e a p pr o a c h es 

r e m ai n  el usi v e, d u e  t o  p ot e nti al  artif a cts  g e n er at e d  d uri n g  t h e  isl et  is ol ati o n  a n d  e x  vi v o  

c ult uri n g . 
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7  P u bli c ati o n s  

T h e d at a s h o w n wit hi n t his diss ert ati o n w er e us e d f or f oll o wi n g p u bli c ati o n:  

 

P elli gr a  A .* ,  Mr u g al a  J.* ,  Gri ess  K.* ,  Kirs c h n er P. ,  N ort m a n n  O.,  B art osi ns k a  B.,  Kö st er  A ., 

Kr u p e n k o  N .I.,  G e b el  D.,  W est h off  P., St e c k el  B. , E b er h ar d  D.,  H er e bi a n  D.,  B el g ar dt  B -F., 

S c hr a d er  J.,  W e b er  A. P. M.,  Kr u p e n k o  S. A.,  L a m m ert  E. P a n cr e ati c  i sl et  pr ot e cti o n  at  t h e 

e x p e n s e of s e cr et or y f u n cti o n i n v ol v e s s eri n e -li n k e d mit o c h o n dri al o n e-c ar b o n m et a b oli s m . 

C el l R e p orts  4 2 , d oi . or g/1 0. 1 0 1 6/j. c elr e p. 2 0 2 3. 1 1 2 6 1 5, 2 0 2 3 . 

* e q u all y  c o ntri b ut e d  

 

 

Ot h er p u bli c ati o ns:  

 

Gri ess K., Ri e c k M., M ull er N., K ars ai G., H art wi g S., P elli gr a A. , H ar dt R., S c hl e g el C., K u b ot h J., 

U hl e m e y er C.,  Tr e n n k a m p S.,  J er u s c h k e K., W ei ss J., P eif er-W eiss L., X u W,. C a m es S., Yi X., 

C n o p M., B ell er M., St ar k H., K o n d a di A. K., R ei c h ert A. S., M ar k gr af D., W a m m ers M., Li c k ert 

H., L a m m ert E., R o d e n M., Wi nt er D., Al -H as a ni H., H ö gli n g er D., H or n e m a n n T., Br ü ni n g J. C., 

B el g ar dt B -F. S p hi n g oli pi d s u bt y p e s diff er e nti all y c o ntr ol pr oi n s uli n pr o c e s si n g a n d s y st e mi c 

gl u c o s e h o m e o st a si s . N atur e  C ell Bi ol o g y  2 5 , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 5 6-0 2 2 -0 1 0 2 7 -2, 2 0 2 2 . 

 

K u h n T., K ais er K., L e b e k S., Alt e n h of e n D., K n e b el B., H er wi g R., P elli gr a A. , G öri g k., K h u o n g 

J. M-A.,  V o g el  H.,  S c h ür m a n n  A.,  Bl ü h er  M.,  C h a dt  A.,  Al -H as a ni  H. C o m p ar ati v e  g e n o mi c 

a n al y s e s  of  m ulti pl e  b a c k -cr o s s  m o u s e  p o p ul ati o n s  s u g g e st  S G C G  a s  a  n o v el  p ot e nti al 

o b e sit y -m o difi er g e n e . H u ma n  M ol e c ul ar  G e n et i cs 3 1 , d oi. or g/1 0. 1 0 9 3/ h m g/ d d a c 1 5 0, 2 0 2 2.  
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8  Li st of A b br e vi ati o n s  

A   

A C  A d e n yl at e c y cl as e  

A d  A d e n o vir u s  

A D P  A d e n osi n e di p h os p h at e  

A G E  A d v a n c e d gl y c ati o n e n d  

A L D H 1 L 1  Al d e h y d e d e h y dr o g e n as e 1 f a mil y m e m b er L 1  

A L D H 1 L 2  Al d e h y d e d e h y dr o g e n as e 1 f a mil y m e m b er L 2  

A N O V A  A n al ysis of v ari a nt  

Atf 4  A cti v ati n g tr a ns cri pti o n f a ct or 4  

A T F 6  A cti v ati n g tr a ns cri pti o n f a ct or 6  

A T P  A d e n osi n e tri p h os p h at e  

  

B   

B 9  F oli c a ci d  

B G  Bl o o d gl u c os e  

Bi P  Bi n di n g i m m u n o gl o b uli n  pr ot ei n  

B MI  B o d y -m ass i n d e x  

b p  B as e p airs  

B S A  B o vi n e s er u m al b u mi n  

  

C   

C 1  O n e -c ar b o n u nit  

C a 2 +  C al ci u m  

C a Cl 2  C al ci u m c hl ori d e  

c A M P  C y cli c a d e n osi n e m o n o p h os p h at e  

C C 3  Cl e a v e d C as p as e 3  

c D N A  C o m pl e m e nt ar y D N A  

C H O P  C/ E B P h o m ol o g o us pr ot ei n  

C M R L  C o n n a u g ht m e di c al r es e ar c h l a b or at ori es m e di u m 1 0 6 6  
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C M V  C yt o m e g al o vir us  

C N S  C e ntr al n er v e s yst e m  

C O 2  C ar b o n di o xi d e  

C T  C y cl e of t hr es h ol d  

C T H  C yst at hi o ni n e g a m m a -l y as e  

Ctrl  C o ntr ol  

  

D   

d b /d b  M o us e m o d el f or o b esit y a n d T 2 D M  

D dit 3  D N A d a m a g e i n d u ci bl e tr a ns cri pt 3  (C H O P ) 

D D Z  D e uts c h es Di a b et es Z e ntr u m  

DI P  Di a b et es m ellit us i n pr e g n a n c y  

D M  Di a b et es m ellit us  

D M E M  D ul b e c c o’s m o difi e d e a gl e m e di u m  

D M S O  Di m et h yl s ulf o xi d e  

D N A  D es o x yri b o n u cl ei c a ci d  

D N S S  D e n o v o  s eri n e s y nt h esis   

D P B S  D ul b e c c o's p h os p h at e -b uff er e d s ali n e  

D P P -4  Di p e pti d yl p e pti d as e 4  

D X M  D e xtr o m et h or p h a n  

D X O  D e xtr or p h a n  

  

E   

E D T A  Et h yl e n e di a mi n et etr a a c eti c a ci d  

eI F 2 a  e u k ar y oti c i niti ati o n f a ct or 2  

E LI S A  E n z y m e -li n k e d i m m u n o-s or b e nt ass a y  

E R  E n d o pl as mi c r eti c ul u m  

E T C  El e ctr o n tr a ns p ort c h ai n  

Et h D -1  Et hi di u m h o m o di m er -1  

E x -4  E x e n di n -4  
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F   

F F A  Fr e e f att y a ci d  

f-T H F  F or m yl -t etr a h y dr of ol at e 

F B S  F et al b o vi n e s er u m  

F C  F ol d c h a n g e  

F gf 2 1  Fi br o bl ast gr o wt h f a ct or 2 1 

F P  F or w ar d pri m er  

F P K M  Fr a g m e nts p er kil o b as e of tr a ns cri pt p er milli o n m a p p e d r e a ds  

F V S  Fi x a bl e vi a bilit y st ai n  

  

G   

G C -M S  G as c hr o m at o gr a p h y -m ass s p e ctr o m etr y  

G D M  G est ati o n al di a b et es m ellit us  

G D S  G er m a n Di a b et es St u d y  

G F P  Gr e e n fl u or es c e nt pr ot ei n 

Gli b  Gli b e n cl a mi d e  

G L P -1  Gl u c a g o n -li k e p e pti d e 1 

G L P -1 R  Gl u c a g o n -li k e p e pti d e 1 r e c e pt or 

Gl u N 1  S u b u nit of t h e N M D A R ( Gri n 1 ) 

Gl u N 1 -K O  K n o c k o ut of Gri n 1  N M D A R s u b u nit  

G L U T -2  Gl u c os e tr a ns p ort er 2  

G oI  G e n e of i nt er est  

G o F  G ai n -of -f u n cti o n 

G P x  Gl ut at hi o n e p er o xi d as e  

Gri n 1  Gl ut a m at e i o n otr o pi c r e c e pt or N M D A t y p e s u b u nit 1  ( Gl u N 1) 

G R P 7 8  7 8 k D a gl u c os e -r e g ul at e d pr ot ei n ( Hs p a 5, Bi P) 

G S H  Gl ut at hi o n e (r e d u c e d)  

G SI S  Gl u c os e -sti m ul at e d i ns uli n e x pr essi o n  

G S R  Gl ut at hi o n e r e d u ct as e  

G S S G  Gl ut at hi o n e ( o xi di z e d)  
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H   

h  h o urs  

H 2 O  Di h y dr o g e n m o n o xi d e ( w at er)  

H 2 O 2  H y dr o g e n p er o xi d e  

H b  h e m o gl o bi n  

H b A 1 c  Gl y c at e d h e m o gl o bi n A 1 c  

H B S S  H a n k’s B al a n c e d S alt S ol uti o n  

H Cl  H y dr o g e n c hl ori d e  

H E P E S  H y dr o x y et h yl pi p er a zi n e et h a n e s ulf o ni c a ci d  

H er p u d 1  H o m o c yst ei n e i n d u ci bl e E R pr ot ei n wit h u bi q uiti n li k e d o m ai n 1  

HI P  H y p er gl y c e mi a i n pr e g n a n c y  

H prt  H y p o x a nt hi n e -g u a ni n e p h os p h ori b os yl tr a nsf er as e  

H R P  H ors er a dis h p er o xi d as e  

Hs p a 5  H e at S h o c k Pr ot ei n F a mil y A ( Hs p 7 0)  M e m b er 5 ( Gr p 7 8, Bi P)  

  

I  

I D D M I ns uli n-d e p e n d e nt di a b et es m ellit us  

I D F I nt er n ati o n al Di a b et es F e d er ati o n  

I N S-1 E  R at i ns uli n o m a b et a c ell  li n e 

I ns 1 I ns uli n 1 (I ns uli n) 

I ns 2 I ns uli n 2 (I ns uli n) 

IR E 1  I n osit ol-r e q uiri n g e n z y m e 1 

  

K   

K A T P  A T P -s e n siti v e  p ot assi u m c h a n n els  

K Cl  P ot assi u m c hl ori d e  

K D  K n o c k d o w n  

k D a  Kil o D alt o n  

K O  K n o c k o ut  

K R H  Kr e bs Ri n g er  
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L   

L A N U V  L a n d es a mt f ür N at ur, U m w elt u n d V er br a u c h ers c h ut z N R W  

L o F  L oss -of -f u n cti o n 

L o g 2  F C  Bi n ar y l o g arit h mi c F ol d C h a n g e  

  

M   

M  M ol ar  

m -T H F  M et h yl -t etr a h y dr of ol at e 

M + 0 –  M + 5  Is ot o p ol o g u es 

M af A  M A F B ZI P tr a ns cri pti o n f a ct or A  

M a p k 1  Mit o g e n -a cti v at e d pr ot ei n ki n as e 1  

M A R D  Mil d a g e -r el at e d di a b et es 

mi n  Mi n ut e  

MI N 6  M o us e i ns uli n o m a c ells  

M K -8 0 1  Di z o cil pi n e  

M O A  M e c h a nis m of a cti o n  

M O D  Mil d o b esit y -r el at e d di a b et es 

M O D Y  M at urit y -o ns et of di a b et es of t h e y o u n g  

M OI  M ulti pli cit y of i nf e cti o n  

m R N A  M ess e n g er ri b o n u cl ei c a ci d  

mt  Mit o c h o n dri al  

mt O C M  Mit o c h o n dri al o n e -c ar b o n m et a b olis m  

M T H F D 1  M et h yl -T etr a h y dr of ol at e d e h y dr o g e n as e 1  

M T H F D 1 L  M et h yl e n et etr a h y dr of ol at e D e h y dr o g e n as e ( N A D P + ) 1 Li k e 

M T H F D 2  M et h yl -T etr a h y dr of ol at e d e h y dr o g e n as e 2  

M T H F R  M et h yl -T etr a h y dr of ol at e r e d u ct as e  

M T R  M et hi o ni n e s y nt h as e  

m T O R C 1  M a m m ali a n t ar g et of r a p a m y ci n c o m pl e x 1  
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N   

N a +  S o di u m  

N a Cl  S o di u m c hl ori d e  

N A D( H)  Ni c oti n a mi d e a d e ni n e di n u cl e oti d e  

N A D P( H)  Ni c oti n a mi d e a d e ni n e di n u cl e oti d e p h os p h at e  

N a F  S o di u m fl u ori d  

N a H C O 3  S o di u m bi c ar b o n at e  

N E A A  N o n -ess e nti al a mi n o a ci d  

N D M  N e o n at al di a b et es m ellit us  

N F D M  N o n -f at dri e d mil k 

N k x 6. 1  N K 6 h o m e o b o x 1  

N M D A  N -m et h yl D -as p art at e  

N M D A R  N M D A r e c e pt or  

N O D  N o n -o b es e di a b eti c m o us e m o d el  

N R F 2  N u cl e ar f a ct or er yt hr oi d -2 -r el at e d f a ct or 

  

O   

O 2 - s u p er o xi d e a ni o n  

O C M  O n e -c ar b o n m et a b olis m  

O E  O v er e x pr essi o n  

O G T T  Or al gl u c os e t ol er a n c e t est  

O H - h y dr o x yl r a di c al  

  

P   

3 -P G  3 -P h o s p h o -gl y c er at e  

P B S  P h os p h at e -b uff er e d s ali n e  

P C M V  Pr o m ot er of c yt o m e g al o vir us  

P c n a  Pr olif er ati n g -c ell -n u cl e ar -a nti g e n  

P C R  P ol y m er as e c h ai n r e a cti o n  

P d x 1  P a n cr e ati c a n d d u o d e n al h o m e o b o x 1  

P E R K  Pr ot ei n ki n as e R N A -li k e E R ki n as e 
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P F A  P ar af or m al d e h y d e  

P H G D H  P h os p h o gl y c er at e d e h y dr o g e n as e  

Pi  P h os p h at e  

P K A  Pr ot ei n ki n as e A  

P P  P a n cr e ati c p ol y p e pti d e  

P S A T 1  P h os p h os eri n e a mi n otr a nsf er as e  

P S P H  P h os p h os eri n e p h os p h at as e  

P V D F  p ol y vi n yli d e n e difl u ori d e  

  

Q   

q P C R  Q u a ntit ati v e r e al -ti m e p ol y m er as e c h ai n r e a cti o n 

  

R   

RI P A  R a di oi m m u n o pr e ci pit ati o n ass a y  

R N A  Ri b o n u cl ei c a ci d  

R N A -s e q  R N A -s e q u e n ci n g  

R N S  R e a cti v e nitr o g e n s p e ci es  

R O S  R e a cti v e o x y g e n s p e ci es  

R P  R e v ers e pri m er  

R T  R o o m t e m p er at ur e  

R T -P C R  R e v ers e -tr a ns cri pti o n p ol y m er as e c h ai n r e a cti o n 

  

S   

S A M  S -A d e n os yl m et hi o ni n e  

S E M  St a n d ar d err or of t h e m e a n  

S H M T 1  S eri n e h y dr o x y m et h yltr a nsf er as e 1  

S H M T 2  S eri n e h y dr o x y m et h yltr a nsf er as e 2  

SI D D  S e v er e i ns uli n d efi ci e nt di a b et es  

SI R D  S e v er e i ns uli n -r esist a nt di a b et es  

si -R N A  S m all i nt erf eri n g ri b o n u cl ei c a ci d  

Sl c 2 a 2  S ol ut e c arri er f a mil y 2 m e m b er 2  ( GL U T -2)  
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S O D  S u p er o xi d e dis m ut as e  

St at 3  Si g n al tr a ns d u c er a n d a cti v at or of tr a ns cri pti o n  3  

S T Z  Str e pt o z ot o ci n  

  

T   

T 1 D M  T y p e 1 di a b et es m ellit us  

T 2 D M  T y p e 2 di a b et es m ellit us  

T C A  Tri c ar b o x yli c a ci d c y cl e  

T d  T a n d e m di m er  

T H F  5, 6, 7, 8 -T etr a h y dr of ol at e  

Tri b 3  Tri b bl es ps e u d o ki n as e 3  

  

U   

[ U-1 3 C]  U bi q uit o u sl y l a b el e d wit h Is ot o p e 1 3 of C ar b o n at o m  

U  U nits  

U P L C  Ultr a -p erf or m a n c e li q ui d c hr o m at o gr a p h y  

U P R  U nf ol d e d pr ot ei n r es p o ns e  

  

V   

V  V olt  

V A T  Vis c er al a di p os e tiss u e  

V D C C  V olt a g e -g at e d C a 2 + c h a n n el  
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9  R ef er e n c e s  

1.  P a n d ol, S.J. ( 2 0 1 0). T h e E x o cri n e P a n cr e as. I n S a n R af a el ( C A): M or g a n & Cl a y p o ol Lif e 
S ci e n c es. 1 0. 4 1 9 9/ C 0 0 0 2 6 E D 1 V 0 1 Y 2 0 1 1 0 2I S P 0 1 4.  

2.  At ki ns o n, M. A., C a m p b ell -T h o m ps o n, M., K us m arts e v a, I., a n d K a est n er, K. H. ( 2 0 2 0). 
Or g a nis ati o n of t h e h u m a n p a n cr e as i n h e alt h a n d i n di a b et es. Di a b et ol o gi a 6 3 , 1 9 6 6-
1 9 7 3. 1 0. 1 0 0 7/s 0 0 1 2 5 -0 2 0 -0 5 2 0 3 -7.  

3.  W eir,  G. C.,  a n d  B o n n er -W eir,  S.  ( 2 0 1 3).  Isl et  b et a  c ell  m ass  i n  di a b et es  a n d  h o w  it 
r el at es  t o  f u n cti o n,  birt h,  a n d  d e at h.  A n n  N  Y  A c a d  S ci 1 2 8 1 ,  9 2-1 0 5. 
1 0. 1 1 1 1/ n y as. 1 2 0 3 1.  

4.  U n g er, R. H., a n d C h erri n gt o n, A. D. ( 2 0 1 2). Gl u c a g o n o c e ntri c r estr u ct uri n g of di a b et es: 
a  p at h o p h ysi ol o gi c  a n d  t h er a p e uti c  m a k e o v er.  J  Cli n  I n v est 1 2 2 ,  4-1 2. 
1 0. 1 1 7 2/J CI 6 0 0 1 6.  

5.  B a u m,  J.,  Si m o ns,  B. E.,  Jr.,  U n g er,  R. H.,  a n d  M a dis o n,  L. L.  ( 1 9 6 2).  L o c ali z ati o n  of 
gl u c a g o n  i n  t h e  al p h a  c ells  i n  t h e  p a n cr e ati c  isl et  b y  i m m u n ofl u or es c e nt  t e c h ni cs. 
Di a b et es 1 1 , 3 7 1-3 7 4.  

6.  Br u -T ari, E., Or o p e z a, D., a n d H err er a, P. L. ( 2 0 2 0). C ell H et er o g e n eit y a n d P ar a cri n e 
I nt er a cti o ns i n H u m a n Isl et F u n cti o n: A P ers p e cti v e F o c us e d i n b et a-C ell R e g e n er ati o n 
Str at e gi es. Fr o nt E n d o cri n ol ( L a us a n n e) 1 1 , 6 1 9 1 5 0. 1 0. 3 3 8 9/f e n d o. 2 0 2 0. 6 1 9 1 5 0. 

7.  T o k ar z, V. L., M a c D o n al d, P. E., a n d Kli p, A. ( 2 0 1 8). T h e c ell bi ol o g y of s yst e mi c i ns uli n 
f u n cti o n. J C ell Bi ol 2 1 7 , 2 2 7 3-2 2 8 9. 1 0. 1 0 8 3/j c b. 2 0 1 8 0 2 0 9 5.  

8.  Z h a o,  F. Q.,  a n d  K e ati n g,  A. F.  ( 2 0 0 7).  F u n cti o n al  pr o p erti es  a n d  g e n o mi cs  of  gl u c os e 
tr a ns p ort ers. C urr G e n o mi cs 8 , 1 1 3-1 2 8. 1 0. 2 1 7 4/ 1 3 8 9 2 0 2 0 7 7 8 0 3 6 8 1 8 7.  

9.  D u art e, A.I., C a n d ei as, E., C orr ei a, S. C., S a nt os, R. X., C ar v al h o, C., C ar d os o, S., Pl a ci d o, 
A., S a nt os, M. S., Oli v eir a, C. R., a n d M or eir a, P.I. ( 2 0 1 3). Cr osst al k b et w e e n di a b et es 
a n d  br ai n:  gl u c a g o n -li k e  p e pti d e-1  mi m eti cs  as  a  pr o misi n g  t h er a p y  a g ai ns t 
n e ur o d e g e n er ati o n.  Bi o c hi m  Bi o p h ys  A ct a 1 8 3 2 ,  5 2 7-5 4 1. 
1 0. 1 0 1 6/j. b b a dis. 2 0 1 3. 0 1. 0 0 8.  

1 0.  Br a z e a u,  P.,  E p el b a u m,  J.,  T a n n e n b a u m,  G. S.,  R orst a d,  O.,  a n d  M arti n,  J. B.  ( 1 9 7 8). 
S o m at ost ati n:  is ol ati o n,  c h ar a ct eri z ati o n,  distri b uti o n,  a n d  bl o o d  d et er mi n ati o n. 
M et a b olis m 2 7 , 1 1 3 3-1 1 3 7. 1 0. 1 0 1 6/ 0 0 2 6 -0 4 9 5( 7 8) 9 0 0 3 1 -8.  

1 1.  B a k hti, M., B ött c h er, A., Li c k ert, H., a n d ( 2 0 1 9). M o d elli n g t h e e n d o cri n e p a n cr e as i n 
h e alt h a n d dis e as e. N at R e v E n d o cri n ol 1 5 , 1 5 5-1 7 1. 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 7 4 -0 1 8 -0 1 3 2 -z.  

1 2.  D ol e nš e k, J., R u p ni k, M. S., St o ž er, A., a n d ( 2 0 1 5). Str u ct ur al si mil ariti es a n d diff er e n c es 
b et w e e n  t h e  h u m a n  a n d  t h e  m o us e  p a n cr e as.  Isl ets 7 ,  e 1 0 2 4 4 0 5. 
1 0. 1 0 8 0/ 1 9 3 8 2 0 1 4. 2 0 1 5. 1 0 2 4 4 0 5.  

1 3.  L arss o n,  L.I.,  S u n dl er,  F.,  a n d  H a k a ns o n,  R.  ( 1 9 7 6).  P a n cr e ati c  p ol y p e pti d e - a 
p ost ul at e d n e w h or m o n e: i d e ntifi c ati o n of its c ell ul ar st or a g e sit e b y li g ht a n d el e ctr o n 
mi cr os c o pi c i m m u n o c yt o c h e mistr y. Di a b et ol o gi a 1 2 , 2 1 1-2 2 6. 1 0. 1 0 0 7/ B F 0 0 4 2 2 0 8 8.  

1 4.  R a hi er,  J.,  G o e b b els,  R. M.,  H e n q ui n,  J. C.,  a n d  ( 1 9 8 3).  C ell ul ar  c o m p ositi o n  of  t h e 
h u m a n di a b eti c p a n cr e as. Di a b et ol o gi a 2 4 , 3 6 6-3 7 1. 1 0. 1 0 0 7/ B F 0 0 2 5 1 8 2 6.  

1 5.  L a m m ert, E., a n d Z e e b, M. ( 2 0 1 4). M et a b olis m of H u m a n Dis e as es - Or g a n P h ysi ol o g y 
a n d P at h o p h ysi ol o g y ( S pri n g er). 1 0. 1 0 0 7/ 9 7 8 -3 -7 0 9 1 -0 7 1 5 -7.  

1 6.  Ott er,  S.,  a n d  L a m m ert,  E.  ( 2 0 1 6).  E x citi n g  Ti m es  f or  P a n cr e ati c  Isl ets:  Gl ut a m at e 
Si g n ali n g  i n  E n d o cri n e  C ells.  Tr e n ds  E n d o cri n ol  M et a b 2 7 ,  1 7 7-1 8 8. 
1 0. 1 0 1 6/j.t e m. 2 0 1 5. 1 2. 0 0 4.  
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1 7.  W H O.  M e a n  f asti n g  bl o o d  gl u c os e htt ps:// w w w. w h o.i nt/ d at a/ g h o/i n di c at or -
m et a d at a -r e gistr y/i mr-d et ails/ 2 3 8 0 . 

1 8.  I D F-Di a b et es -Atl as  ( 2 0 2 1).  I D F  Di a b et es  Atl as  1 0t h  e diti o n. 
htt ps:// di a b et es atl as. or g/ atl as/t e nt h -e diti o n/ . 

1 9.  K e n n e d y,  H.J.,  P o uli,  A. E.,  Ai ns c o w,  E. K.,  J o u a vill e,  L. S.,  Ri z z ut o,  R.,  a n d  R utt er,  G. A. 
( 1 9 9 9).  Gl u c os e  g e n er at es  s u b-pl as m a  m e m br a n e  A T P  mi cr o d o m ai ns  i n  si n gl e  isl et 
b et a -c ells.  P ot e nti al  r ol e  f or  str at e gi c all y  l o c at e d  mit o c h o n dri a.  J  Bi ol  C h e m 2 7 4 , 
1 3 2 8 1 -1 3 2 9 1. 1 0. 1 0 7 4/j b c. 2 7 4. 1 9. 1 3 2 8 1.  

2 0.  As h cr oft,  F. M.,  H arris o n,  D. E.,  a n d  As h cr oft,  S.J.  ( 1 9 8 4).  Gl u c os e  i n d u c es  cl os ur e  of 
si n gl e p ot assi u m c h a n n els i n is ol at e d r at p a n cr e ati c b et a -c ells. N at ur e 3 1 2 , 4 4 6-4 4 8. 
1 0. 1 0 3 8/ 3 1 2 4 4 6 a 0.  

2 1.  C o o k,  D. L.,  a n d  H al es,  C. N.  ( 1 9 8 4).  I ntr a c ell ul ar  A T P  dir e ctl y  bl o c ks  K +  c h a n n els  i n 
p a n cr e ati c B -c ells. N at ur e 3 1 1 , 2 7 1-2 7 3. 1 0. 1 0 3 8/ 3 1 1 2 7 1 a 0.  

2 2.  As h cr oft, F. M., a n d R ors m a n, P. ( 2 0 1 2). Di a b et es m ellit us a n d t h e b et a c ell: t h e l ast t e n 
y e ars. C ell 1 4 8 , 1 1 6 0-1 1 7 1. 1 0. 1 0 1 6/j. c ell. 2 0 1 2. 0 2. 0 1 0.  

2 3.  Y a n g, S. N., a n d B er g gr e n, P. O. ( 2 0 0 6). T h e r ol e of v olt a g e -g at e d c al ci u m c h a n n els i n 
p a n cr e ati c  b et a -c ell  p h ysi ol o g y  a n d  p at h o p h ysi ol o g y.  E n d o cr  R e v 2 7 ,  6 2 1-6 7 6. 
1 0. 1 2 1 0/ er. 2 0 0 5 -0 8 8 8.  

2 4.  S u d h of, T. C., a n d R ot h m a n, J. E. ( 2 0 0 9). M e m br a n e f usi o n: gr a p pli n g wit h S N A R E a n d 
S M pr ot ei ns. S ci e n c e 3 2 3 , 4 7 4-4 7 7. 1 0. 1 1 2 6/s ci e n c e. 1 1 6 1 7 4 8.  

2 5.  J a h n,  R.,  a n d  F ass h a u er,  D.  ( 2 0 1 2).  M ol e c ul ar  m a c hi n es  g o v er ni n g  e x o c yt osis  of 
s y n a pti c v esi cl es. N at ur e 4 9 0 , 2 0 1-2 0 7. 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 1 1 3 2 0.  

2 6.  H olst, J.J. ( 2 0 0 7). T h e p h ysi ol o g y of gl u c a g o n -li k e p e pti d e 1. P h ysi ol R e v 8 7 , 1 4 0 9-1 4 3 9. 
1 0. 1 1 5 2/ p h ysr e v. 0 0 0 3 4. 2 0 0 6.  

2 7.  R ors m a n, P., a n d Br a u n, M. ( 2 0 1 3). R e g ul ati o n of i ns uli n s e cr eti o n i n h u m a n p a n cr e ati c 
i sl ets. A n n u R e v P h ysi ol 7 5 , 1 5 5-1 7 9. 1 0. 1 1 4 6/ a n n ur e v -p h ysi ol -0 3 0 2 1 2 -1 8 3 7 5 4.  

2 8.  H e n q ui n,  J. C.,  D ufr a n e,  D.,  a n d  N e n q ui n,  M.  ( 2 0 0 6).  N utri e nt  c o ntr ol  of  i ns uli n 
s e cr eti o n  i n  is ol at e d  n or m al  h u m a n  isl ets.  Di a b et es 5 5 ,  3 4 7 0-3 4 7 7.  1 0. 2 3 3 7/ d b 0 6 -
0 8 6 8.  

2 9.  Gr o m a d a, J., B o k vist, K., Di n g, W. G., H olst, J.J., Ni els e n, J. H., a n d R ors m a n, P. ( 1 9 9 8). 
Gl u c a g o n -li k e p e pti d e 1 ( 7-3 6) a mi d e sti m ul at es e x o c yt osis i n h u m a n p a n cr e ati c b et a -
c ells  b y  b ot h  pr o xi m al  a n d  dist al  r e g ul at or y  st e ps  i n  sti m ul us -s e cr eti o n  c o u pl i n g. 
Di a b et es 4 7 , 5 7-6 5. 1 0. 2 3 3 7/ di a b. 4 7. 1. 5 7.  

3 0.  Br a u n,  M.,  R a mr a c h e y a,  R.,  J o h ns o n,  P. R.,  a n d  R ors m a n,  P.  ( 2 0 0 9).  E x o c yt oti c 
pr o p erti es  of  h u m a n  p a n cr e ati c  b et a -c ells.  A n n  N  Y  A c a d  S ci 1 1 5 2 ,  1 8 7-1 9 3. 
1 0. 1 1 1 1/j. 1 7 4 9 -6 6 3 2. 2 0 0 8. 0 3 9 9 2. x.  

3 1.  S wis a, A., Gl as er, B., a n d D or, Y. ( 2 0 1 7). M et a b oli c Str ess a n d C o m pr o mis e d I d e ntit y of 
P a n cr e ati c B et a C ells. Fr o nt G e n et 8 , 2 1. 1 0. 3 3 8 9/f g e n e. 2 0 1 7. 0 0 0 2 1. 

3 2.  Pr e nt ki, M., a n d N ol a n, C.J. ( 2 0 0 6). Isl et b et a c ell f ail ur e i n t y p e 2 di a b et es. J Cli n I n v est 
1 1 6 , 1 8 0 2-1 8 1 2. 1 0. 1 1 7 2/J CI 2 9 1 0 3.  

3 3.  W oll h ei m,  C. B.,  a n d  M a e c hl er,  P.  ( 2 0 1 5).  B et a  c ell  gl ut a m at e  r e c e pt or  a nt a g o nists: 
n o v el or al a nti di a b eti c dr u gs ? N at M e d 2 1 , 3 1 0-3 1 1. 1 0. 1 0 3 8/ n m. 3 8 3 5.  

3 4.  H olt er, M. M., S ai ki a, M., a n d C u m mi n gs, B. P. ( 2 0 2 2). Al p h a -c ell p ar a cri n e si g n ali n g i n 
t h e r e g ul ati o n of b et a-c ell i ns uli n s e cr eti o n. Fr o nt E n d o cri n ol ( L a us a n n e) 1 3 , 9 3 4 7 7 5. 
1 0. 3 3 8 9/f e n d o. 2 0 2 2. 9 3 4 7 7 5.  

3 5.  G ott m a n n, P., S p e c k m a n n, T., St a di o n, M., Z ulj a n, E., A g a, H., St err, M., B utt n er, M., 
S a nt os, P. M., J a h n ert, M., B or nst ei n, S. R., et al. ( 2 0 2 2). H et er o g e n e o us D e v el o p m e nt 

https://www.who.int/data/gho/indicator-metadata-registry/imr-details/2380
https://www.who.int/data/gho/indicator-metadata-registry/imr-details/2380
https://diabetesatlas.org/atlas/tenth-edition/
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of  b et a -C ell  P o p ul ati o ns  i n  Di a b et es -R esist a nt  a n d -S us c e pti bl e  Mi c e.  Di a b et es 7 1 , 
1 9 6 2 -1 9 7 8. 1 0. 2 3 3 7/ d b 2 1 -1 0 3 0.  

3 6.  D orr ell, C., S c h u g, J., C a n a d a y, P. S., R uss, H. A., T arl o w, B. D., Gr o m p e, M. T., H ort o n, T., 
H e br o k,  M.,  Str e et er,  P. R.,  K a est n er,  K. H.,  a n d  Gr o m p e,  M.  ( 2 0 1 6).  H u m a n  isl ets 
c o nt ai n  f o ur  disti n ct  s u bt y p es  of  b et a  c ells.  N at  C o m m u n 7 ,  1 1 7 5 6. 
1 0. 1 0 3 8/ n c o m ms 1 1 7 5 6.  

3 7.  A vr a h a mi, D., W a n g, Y.J., Kl o c h e n dl er, A., D or, Y., Gl as er, B., a n d K a est n er, K. H. ( 2 0 1 7). 
b et a -C ells  ar e  n ot  u nif or m  aft er  all -N o v el  i nsi g hts  i nt o  m ol e c ul ar  h et er o g e n eit y  of 
i ns uli n-s e cr eti n g c ells. Di a b et es O b es M et a b 1 9 S u p pl 1 , 1 4 7-1 5 2. 1 0. 1 1 1 1/ d o m. 1 3 0 1 9.  

3 8.  Or a m, R. A., Si ms, E. K., a n d E v a ns -M oli n a, C. ( 2 0 1 9). B et a c ells i n t y p e 1 di a b et es: m ass 
a n d f u n cti o n; sl e e pi n g or d e a d ? Di a b et ol o gi a 6 2 , 5 6 7-5 7 7. 1 0. 1 0 0 7/s 0 0 1 2 5 -0 1 9 -4 8 2 2 -
4.  

3 9.  C h att erj e e, S., K h u nti, K., a n d D a vi es, M.J. ( 2 0 1 7). T y p e 2 di a b et es. T h e L a n c et 3 8 9 , 
2 2 3 9 -2 2 5 1. 1 0. 1 0 1 6/s 0 1 4 0 -6 7 3 6( 1 7) 3 0 0 5 8 -2.  

4 0.  W hit e, M. G., S h a w, J. A., a n d T a yl or, R. ( 2 0 1 6). T y p e 2 Di a b et es: T h e P at h ol o gi c B asis of 
R e v ersi bl e b et a -C ell D ysf u n cti o n. Di a b et es C ar e 3 9 , 2 0 8 0-2 0 8 8. 1 0. 2 3 3 7/ d c 1 6 -0 6 1 9.  

4 1.  Y e,  J.  ( 2 0 1 3).  M e c h a nis ms  of  i ns uli n  r esist a n c e  i n  o b esit y.  Fr o nt  M e d 7 ,  1 4-2 4. 
1 0. 1 0 0 7/s 1 1 6 8 4 -0 1 3 -0 2 6 2 -6.  

4 2.  C hrist -Cr ai n, M., Wi n z el er, B., a n d R ef ar dt, J. ( 2 0 2 1). Di a g n osis a n d m a n a g e m e nt of 
di a b et es  i nsi pi d us  f or  t h e  i nt er nist:  a n  u p d at e.  J  I nt er n  M e d 2 9 0 ,  7 3-8 7. 
1 0. 1 1 1 1/j oi m. 1 3 2 6 1.  

4 3.  B ett e n c o urt -Sil v a,  R.,  A g ui ar,  B.,  S a -Ar a uj o,  V.,  B arr eir a,  R.,  G u e d es,  V.,  M ar q u es 
Ri b eir o,  M.J.,  C ar v al h o,  D.,  Ostl u n d h,  L.,  a n d  P a ul o,  M. S.  ( 2 0 1 9).  Di a b et es -r el at e d 
s y m pt o ms, a c ut e c o m pli c ati o ns a n d m a n a g e m e nt of di a b et es m ellit us of p ati e nts w h o 
ar e r e c ei vi n g p alli ati v e c ar e: a pr ot o c ol f or a s yst e m ati c r e vi e w. B MJ O p e n 9 , e 0 2 8 6 0 4. 
1 0. 1 1 3 6/ b mj o p e n -2 0 1 8 -0 2 8 6 0 4.  

4 4.  W H O ( 2 0 1 1). Gl y c at e d h a e m o gl o bi n ( H b A 1 c) f or t h e di a g n osis of di a b et es.  
4 5.  R o d e n,  M.  ( 2 0 1 2).  [ Di a b et es  m ellit us:  D efi niti o n,  cl assifi c ati o n  a n d  di a g n osis].  Wi e n 

Kli n W o c h e ns c hr 1 2 4 S u p pl 2 , 1-3. 1 0. 1 0 0 7/s 0 0 5 0 8 -0 1 2 -0 2 6 9 -z.  
4 6.  El S a y e d,  N. A.,  Al e p p o,  G.,  Ar o d a,  V. R.,  B a n n ur u,  R. R.,  Br o w n,  F. M.,  Br u e m m er,  D., 

C olli ns,  B. S.,  Hilli ar d,  M. E.,  Is a a cs,  D.,  J o h ns o n,  E. L.,  et  al.  ( 2 0 2 3).  A d d e n d u m.  2. 
Cl assifi c ati o n a n d Di a g n osis of Di a b et es: St a n d ar ds of C ar e i n Di a b et es -2 0 2 3. Di a b et es 
C ar e 2 0 2 3; 4 6( S u p pl. 1): S 1 9 -S 4 0. Di a b et es C ar e. 1 0. 2 3 3 7/ d c 2 3 -a d 0 8.  

4 7.  M arti n -Ti m o n,  I.,  S e vill a n o -C oll a nt es,  C.,  S e g ur a -G ali n d o,  A.,  a n d  D el  C a ni z o -G o m e z, 
F.J. ( 2 0 1 4). T y p e 2 di a b et es a n d c ar di o v as c ul ar dis e as e: H a v e all ris k f a ct ors t h e s a m e 
str e n gt h ? W orl d J Di a b et es 5 , 4 4 4-4 7 0. 1 0. 4 2 3 9/ wj d. v 5.i 4. 4 4 4.  

4 8.  J ais w al, M., Di v ers, J., D a b el e a, D., Is o m, S., B ell, R. A., M arti n, C. L., P ettitt, D.J., S a y d a h, 
S.,  Pi h o k er,  C.,  St a n dif or d,  D. A.,  et  al.  ( 2 0 1 7).  Pr e v al e n c e  of  a n d  Ris k  F a ct ors  f or 
Di a b eti c P eri p h er al N e ur o p at h y i n Y o ut h Wit h T y p e 1 a n d T y p e 2 Di a b et e s: S E A R C H f or 
Di a b et es i n Y o ut h St u d y. Di a b et es C ar e 4 0 , 1 2 2 6-1 2 3 2. 1 0. 2 3 3 7/ d c 1 7 -0 1 7 9.  

4 9.  C a n n at a,  D.,  Fi er z,  Y.,  Vij a y a k u m ar,  A.,  a n d  L e R oit h,  D.  ( 2 0 1 0).  T y p e  2  di a b et es  a n d 
c a n c er: w h at is t h e c o n n e cti o n ? Mt Si n ai J M e d 7 7 , 1 9 7-2 1 3. 1 0. 1 0 0 2/ msj. 2 0 1 6 7.  

5 0.  Bl u est o n e,  J. A.,  H er ol d,  K.,  a n d  Eis e n b art h,  G.  ( 2 0 1 0).  G e n eti cs,  p at h o g e n esis  a n d 
cli ni c al  i nt er v e nti o ns  i n  t y p e  1  di a b et es.  N at ur e 4 6 4 ,  1 2 9 3-1 3 0 0. 
1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 0 8 9 3 3.  

5 1.  J e k er,  L. T.,  B o ur-J or d a n,  H.,  a n d  Bl u est o n e,  J. A.  ( 2 0 1 2).  Br e a k d o w n  i n  p eri p h er al 
t ol er a n c e i n t y p e 1 di a b et es i n mi c e a n d h u m a ns. C ol d S pri n g H ar b P ers p e ct M e d 2 , 
a 0 0 7 8 0 7. 1 0. 1 1 0 1/ cs h p ers p e ct. a 0 0 7 8 0 7.  



R ef er e n c es  

 9 8  

5 2.  P u gli es e, A., Y a n g, M., K us m art e v a, I., H ei pl e, T., V e n dr a m e, F., W ass erf all, C., R o w e, 
P.,  M or as ki,  J. M.,  B all,  S.,  J e bs o n,  L.,  et  al.  ( 2 0 1 4).  T h e  J u v e nil e  Di a b et es  R es e ar c h 
F o u n d ati o n  N et w or k  f or  P a n cr e ati c  Or g a n  D o n ors  wit h  Di a b et es  ( n P O D)  Pr o gr a m: 
g o als,  o p er ati o n al  m o d el  a n d  e m er gi n g  fi n di n gs.  P e di atr  Di a b et es 1 5 ,  1-9. 
1 0. 1 1 1 1/ p e di. 1 2 0 9 7.  

5 3.  L o hr, M., a n d Kl o p p el, G. ( 1 9 8 7). R esi d u al i ns uli n p ositi vit y a n d p a n cr e ati c atr o p h y i n 
r el ati o n  t o  d ur ati o n  of  c hr o ni c  t y p e  1  (i ns uli n-d e p e n d e nt)  di a b et es  m ellit us  a n d 
mi cr o a n gi o p at h y. Di a b et ol o gi a 3 0 , 7 5 7-7 6 2. 1 0. 1 0 0 7/ B F 0 0 2 7 5 7 4 0.  

5 4.  L a m, C.J., J a c o bs o n, D. R., R a n ki n, M. M., C o x, A. R., a n d K us h n er, J. A. ( 2 0 1 7). b et a C ells 
P ersist  i n  T 1 D  P a n cr e at a  Wit h o ut  E vi d e n c e  of  O n g oi n g  b et a -C ell  T ur n o v er  or 
N e o g e n esis. J Cli n E n d o cri n ol M et a b 1 0 2 , 2 6 4 7-2 6 5 9. 1 0. 1 2 1 0/j c. 2 0 1 6 -3 8 0 6.  

5 5.  M a cl e a n,  N.,  a n d  O gil vi e,  R. F.  ( 1 9 5 9).  O bs er v ati o ns  o n  t h e  p a n cr e ati c  isl et  tiss u e  of 
y o u n g di a b eti c s u bj e cts. Di a b et es 8 , 8 3-9 1. 1 0. 2 3 3 7/ di a b. 8. 2. 8 3.  

5 6.  D ott a, F., C e nsi ni, S., v a n H alt er e n, A. G., M ars elli, L., M asi ni, M., Di o nisi, S., M os c a, F., 
B o g gi, U., M u d a, A. O., D el Pr at o, S., et al. ( 2 0 0 7). C o xs a c ki e B 4 vir us i nf e cti o n of b et a 
c ells a n d n at ur al kill er c ell i ns ulitis i n r e c e nt -o ns et t y p e 1 di a b e ti c p ati e nts. Pr o c N atl 
A c a d S ci U S A 1 0 4 , 5 1 1 5-5 1 2 0. 1 0. 1 0 7 3/ p n as. 0 7 0 0 4 4 2 1 0 4.  

5 7.  Zi e gl er, A. G., S c h mi d, S., H u b er, D., H u m m el, M., a n d B o nif a ci o, E. ( 2 0 0 3). E arl y i nf a nt 
f e e di n g a n d ris k of d e v el o pi n g t y p e 1 di a b et es-ass o ci at e d a ut o a nti b o di es. J A M A 2 9 0 , 
1 7 2 1 -1 7 2 8. 1 0. 1 0 0 1/j a m a. 2 9 0. 1 3. 1 7 2 1.  

5 8.  B utl er, A. E., J a ns o n, J., B o n n er -W eir, S., Rit z el, R., Ri z z a, R. A., a n d B utl er, P. C. ( 2 0 0 3). 
B et a -c ell  d efi cit  a n d  i n cr e as e d  b et a -c ell  a p o pt osis  i n  h u m a ns  wit h  t y p e  2  di a b et es. 
Di a b et es 5 2 , 1 0 2-1 1 0. 1 0. 2 3 3 7/ di a b et es. 5 2. 1. 1 0 2.  

5 9.  N ol a n, C.J., a n d Pr e nt ki, M. ( 2 0 1 9). I ns uli n r esist a n c e a n d i ns uli n h y p ers e cr eti o n i n t h e 
m et a b oli c s y n dr o m e a n d t y p e 2 di a b et es: Ti m e f or a c o n c e pt u al fr a m e w or k s hift. Di a b 
V as c Dis R es 1 6 , 1 1 8-1 2 7. 1 0. 1 1 7 7/ 1 4 7 9 1 6 4 1 1 9 8 2 7 6 1 1.  

6 0.  It a ni, S.I., R u d er m a n, N. B., S c h mi e d er, F., a n d B o d e n, G. ( 2 0 0 2). Li pi d-i n d u c e d i ns uli n 
r esist a n c e i n h u m a n m us cl e is ass o ci at e d wit h c h a n g es i n di a c yl gl y c er ol, pr ot ei n ki n as e 
C, a n d I k a p p a B -al p h a. Di a b et es 5 1 , 2 0 0 5-2 0 1 1. 1 0. 2 3 3 7/ di a b et es. 5 1. 7. 2 0 0 5.  

6 1.  S z e n dr o e di,  J.,  S a x e n a,  A.,  W e b er,  K. S.,  Str ass b ur g er,  K.,  H er d er,  C.,  B ur k art,  V., 
N o w ot n y, B., I c ks, A., K uss, O., Zi e gl er, D., et al. ( 2 0 1 6). C o h ort pr ofil e: t h e G er m a n 
Di a b et es St u d y ( G D S). C ar di o v as c Di a b et ol 1 5 , 5 9. 1 0. 1 1 8 6/s 1 2 9 3 3-0 1 6 -0 3 7 4 -9.  

6 2.  H er d er,  C.,  a n d  R o d e n,  M.  ( 2 0 2 2).  A  n o v el  di a b et es  t y p ol o g y:  t o w ar ds  pr e cisi o n 
di a b et ol o g y  fr o m  p at h o g e n esis  t o  tr e at m e nt.  Di a b et ol o gi a 6 5 ,  1 7 7 0-1 7 8 1. 
1 0. 1 0 0 7/s 0 0 1 2 5 -0 2 1 -0 5 6 2 5 -x.  

6 3.  A hl q vist,  E.,  Pr as a d,  R. B.,  a n d  Gr o o p,  L.  ( 2 0 2 0).  S u bt y p es  of  T y p e  2  Di a b et es 
D et er mi n e d Fr o m Cli ni c al P ar a m et ers. Di a b et es 6 9 , 2 0 8 6-2 0 9 3. 1 0. 2 3 3 7/ d bi 2 0 -0 0 0 1.  

6 4.  A hl q vist, E., St or m, P., K är äj ä m ä ki, A., M arti n ell, M., D or k h a n, M., C arlss o n, A., Vi k m a n, 
P., Pr as a d, R. B., Al y, D. M., Al m gr e n, P., et al. ( 2 0 1 8). N o v el s u b gr o u ps of a d ult -o ns et 
di a b et es  a n d  t h eir  ass o ci ati o n  wit h  o ut c o m es:  a  d at a -dri v e n  cl ust er  a n al y sis  of  si x 
v ari a bl es. L a n c et Di a b et es E n d o cri n ol 6 , 3 6 1-3 6 9. 1 0. 1 0 1 6/ S 2 2 1 3 -8 5 8 7( 1 8) 3 0 0 5 1 -2.  

6 5.  N at h a n,  D. M.,  B us e,  J. B.,  D a vi ds o n,  M. B.,  F err a n ni ni,  E.,  H ol m a n,  R. R.,  S h er wi n,  R., 
Zi n m a n, B., A m eri c a n Di a b et es, A., a n d E ur o p e a n Ass o ci ati o n f or St u d y of, D. ( 2 0 0 9). 
M e di c al m a n a g e m e nt of h y p er gl y c e mi a i n t y p e 2 di a b et es: a c o ns e ns us al g orit h m f or 
t h e  i niti ati o n  a n d  a dj ust m e nt  of  t h er a p y:  a  c o ns e ns us  st at e m e nt  of  t h e  A m eri c a n 
Di a b et es Ass o ci ati o n a n d t h e E ur o p e a n Ass o ci ati o n f or t h e St u d y of Di a b et es. Di a b et es 
C ar e 3 2 , 1 9 3-2 0 3. 1 0. 2 3 3 7/ d c 0 8 -9 0 2 5.  
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6 6.  K a h n, S. E., C o o p er, M. E., a n d D el Pr at o, S. ( 2 0 1 4). P at h o p h ysi ol o g y a n d tr e at m e nt of 
t y p e 2 di a b et es: p ers p e cti v es o n t h e p ast, pr es e nt, a n d f ut ur e. L a n c et 3 8 3 , 1 0 6 8-1 0 8 3. 
1 0. 1 0 1 6/ S 0 1 4 0 -6 7 3 6( 1 3) 6 2 1 5 4 -6.  

6 7.  H o w ar d, J. Y., a n d W atts, S. A. ( 2 0 1 7). B ol us I ns uli n Pr es cri bi n g R e c o m m e n d ati o ns f or 
P ati e nts Wit h T y p e 2 Di a b et es M ellit us. F e d Pr a ct 3 4 , S 2 6-S 3 1.  

6 8.  G ui d o n e, C., M a n c o, M., V al er a -M or a, E., I a c o n elli, A., G ni uli, D., M ari, A., N a n ni, G., 
C ast a g n et o, M., C al v a ni, M., a n d Mi n gr o n e, G. ( 2 0 0 6). M e c h a nis ms of r e c o v er y fr o m 
t y p e  2  di a b et es  aft er  m al a bs or pti v e  b ari atri c  s ur g er y.  Di a b et es 5 5 ,  2 0 2 5-2 0 3 1. 
1 0. 2 3 3 7/ d b 0 6 -0 0 6 8.  

6 9.  T a yl or,  R.  ( 2 0 2 1).  T y p e  2  di a b et es  a n d  r e missi o n:  pr a cti c al  m a n a g e m e nt  g ui d e d  b y 
p at h o p h ysi ol o g y. J I nt er n M e d 2 8 9 , 7 5 4-7 7 0. 1 0. 1 1 1 1/j oi m. 1 3 2 1 4.  

7 0.  P ur n ell,  J. Q.,  S el z er,  F.,  W a h e d,  A. S.,  P e n d er,  J.,  P ori es,  W.,  P o m p,  A.,  D a ki n,  G., 
Mit c h ell, J., G ar ci a, L., St at e n, M. A., et al. ( 2 0 1 6). T y p e 2 Di a b et es R e missi o n R at es Aft er 
L a p ar os c o pi c  G astri c  B y p ass  a n d  G astri c  B a n di n g:  R es ults  of  t h e  L o n git u di n al 
Ass ess m e nt of B ari atri c S ur g er y St u d y. Di a b et es C ar e 3 9 , 1 1 0 1-1 1 0 7. 1 0. 2 3 3 7/ d c 1 5 -
2 1 3 8.  

7 1.  A u n g, L., L e e, W.J., C h e n, S. C., S er, K. H., W u, C. C., C h o n g, K., L e e, Y. C., a n d C h e n, J. C. 
( 2 0 1 6). B ari atri c S ur g er y f or P ati e nts Wit h E arl y-O ns et vs L at e -O ns et T y p e 2 Di a b et es. 
J A M A S ur g 1 5 1 , 7 9 8-8 0 5. 1 0. 1 0 0 1/j a m as ur g. 2 0 1 6. 1 1 3 0.  

7 2.  M ur p h y, R., Ell ar d, S., a n d H att ersl e y, A. T. ( 2 0 0 8). Cli ni c al i m pli c ati o ns of a m ol e c ul ar 
g e n eti c cl assifi c ati o n of m o n o g e ni c b et a -c ell di a b et es. N at Cli n Pr a ct E n d o cri n ol M et a b 
4 , 2 0 0-2 1 3. 1 0. 1 0 3 8/ n c p e n d m et 0 7 7 8.  

7 3.  W y n n e, K., D e v er e a u x, B., a n d D or n h orst, A. ( 2 0 1 9). Di a b et es of t h e e x o cri n e p a n cr e as. 
J G astr o e nt er ol H e p at ol 3 4 , 3 4 6-3 5 4. 1 0. 1 1 1 1/j g h. 1 4 4 5 1.  

7 4.  F er n er,  R. E.  ( 1 9 9 2).  Dr u g -i n d u c e d  di a b et es.  B ailli er es  Cli n  E n d o cri n ol  M et a b 6 ,  8 4 9-
8 6 6. 1 0. 1 0 1 6/s 0 9 5 0 -3 5 1 x( 0 5) 8 0 1 7 0 -3.  

7 5.  N ot ki ns,  A. L.  ( 1 9 7 7).  Vir us -i n d u c e d  di a b et es  m ellit us.  Ar c h  Vir ol 5 4 ,  1-1 7. 
1 0. 1 0 0 7/ B F 0 1 3 1 4 3 7 4.  

7 6.  H o d, M., K a p ur, A., S a c ks, D. A., H a d ar, E., A g ar w al, M., Di R e n z o, G. C., C a b er o R o ur a, 
L., M cI nt yr e, H. D., M orris, J. L., a n d Di v a k ar, H. ( 2 0 1 5). T h e I nt er n ati o n al F e d er ati o n of 
G y n e c ol o g y  a n d  O bst etri cs  ( FI G O)  I niti ati v e  o n  g est ati o n al  di a b et es  m ellit u s:  A 
pr a g m ati c g ui d e f or di a g n osis, m a n a g e m e nt, a n d c ar e. I nt J G y n a e c ol O bst et 1 3 1 S u p pl 
3 , S 1 7 3-2 1 1. 1 0. 1 0 1 6/ S 0 0 2 0 -7 2 9 2( 1 5) 3 0 0 3 3 -3.  

7 7.  Ni c ol osi, B. F., V er ni ni, J. M., C ost a, R. A., M a g al h a es, C. G., R u d g e, M. V. C., C orr e nt e, J. E., 
C e c atti,  J. G.,  a n d  C al d er o n,  I. M. P.  ( 2 0 2 0).  M at er n al  f a ct ors  ass o ci at e d  wit h 
h y p er gl y c e mi a  i n  pr e g n a n c y  a n d  p eri n at al  o ut c o m es:  a  Br a zili a n  r ef er e n c e  c e nt er 
c o h ort st u d y. Di a b et ol M et a b S y n dr 1 2 , 4 9. 1 0. 1 1 8 6/s 1 3 0 9 8-0 2 0 -0 0 5 5 6 -w.  

7 8.  A ni k, A., C atli, G., A b a ci, A., a n d B o b er, E. ( 2 0 1 5). M at urit y -o ns et di a b et es of t h e y o u n g 
( M O D Y):  a n  u p d at e.  J  P e di atr  E n d o cri n ol  M et a b 2 8 ,  2 5 1-2 6 3.  1 0. 1 5 1 5/j p e m -2 0 1 4 -
0 3 8 4.  

7 9.  R u bi o -C a b e z as, O., Fl a n a g a n, S. E., D a m h uis, A., H att ersl e y, A. T., a n d Ell ar d, S. ( 2 0 1 2). 
K A T P c h a n n el m ut ati o ns i n i nf a nts wit h p er m a n e nt di a b et es di a g n os e d aft er 6 m o nt hs 
of lif e. P e di atr Di a b et es 1 3 , 3 2 2-3 2 5. 1 0. 1 1 1 1/j. 1 3 9 9 -5 4 4 8. 2 0 1 1. 0 0 8 2 4. x.  

8 0.  B o m m er, C., H e es e m a n n, E., S a g al o v a, V., M a n n e -G o e hl er, J., At u n, R., B ar ni g h a us e n, 
T., a n d V oll m er, S. ( 2 0 1 7). T h e gl o b al e c o n o mi c b ur d e n of di a b et es i n a d ults a g e d 2 0 -
7 9  y e ars:  a  c ost -of -ill n ess  st u d y.  L a n c et  Di a b et es  E n d o cri n ol 5 ,  4 2 3-4 3 0. 
1 0. 1 0 1 6/ S 2 2 1 3 -8 5 8 7( 1 7) 3 0 0 9 7 -9.  
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8 1.  Ki n g, H., A u b ert, R. E., a n d H er m a n, W. H. ( 1 9 9 8). Gl o b al b ur d e n of di a b et es, 1 9 9 5 -2 0 2 5: 
pr e v al e n c e,  n u m eri c al  esti m at es,  a n d  pr oj e cti o ns.  Di a b et es  C ar e 2 1 ,  1 4 1 4-1 4 3 1. 
1 0. 2 3 3 7/ di a c ar e. 2 1. 9. 1 4 1 4.  

8 2.  A b b asi, A., J us z c z y k, D., v a n J a ars v el d, C. H. M., a n d G ullif or d, M. C. ( 2 0 1 7). B o d y M ass 
I n d e x  a n d  I n ci d e nt  T y p e  1  a n d  T y p e  2  Di a b et es  i n  C hil dr e n  a n d  Y o u n g  A d ults:  A 
R etr os p e cti v e C o h ort St u d y. J E n d o cr S o c 1 , 5 2 4-5 3 7. 1 0. 1 2 1 0/j s. 2 0 1 7 -0 0 0 4 4.  

8 3.  F a z eli F ars a ni, S., v a n d er A a, M. P., v a n d er V orst, M. M., K ni b b e, C. A., a n d d e B o er, A. 
( 2 0 1 3). Gl o b al tr e n ds i n t h e i n ci d e n c e a n d pr e v al e n c e of t y p e 2 di a b et es i n c hil dr e n 
a n d a d ol es c e nts: a s yst e m ati c r e vi e w a n d e v al u ati o n of m et h o d ol o gi c al a p pr o a c h es. 
Di a b et ol o gi a 5 6 , 1 4 7 1-1 4 8 8. 1 0. 1 0 0 7/s 0 0 1 2 5 -0 1 3 -2 9 1 5 -z.  

8 4.  ( N C D-Ris C),  N. R. F. C.  ( 2 0 1 7).  W orl d wi d e  tr e n ds  i n  b o d y -m ass  i n d e x,  u n d er w ei g ht, 
o v er w ei g ht,  a n d  o b esit y  fr o m  1 9 7 5  t o  2 0 1 6:  a  p o ol e d  a n al ysis  of  2 4 1 6  p o p ul ati o n -
b as e d m e as ur e m e nt st u di es i n 1 2 8· 9 milli o n c hil dr e n, a d ol es c e nts, a n d a d ults L a n c et 
3 9 0 , 2 6 2 7-2 6 4 2. 1 0. 1 0 1 6/ S 0 1 4 0 -6 7 3 6( 1 7) 3 2 1 2 9 -3.  

8 5.  H arr o n,  K. L.,  F elt b o w er,  R. G.,  M c Ki n n e y,  P. A.,  B o d a ns k y,  H.J.,  C a m p b ell,  F. M.,  a n d 
P arsl o w, R. C. ( 2 0 1 1). Risi n g r at es of all t y p es of di a b et es i n s o ut h Asi a n a n d n o n -s o ut h 
Asi a n c hil dr e n a n d y o u n g p e o pl e a g e d 0 -2 9 y e ars i n W est Y or ks hir e, U. K., 1 9 9 1 -2 0 0 6. 
Di a b et es C ar e 3 4 , 6 5 2-6 5 4. 1 0. 2 3 3 7/ d c 1 0 -1 5 1 2.  

8 6.  P ettitt,  D.J.,  T alt o n,  J.,  D a b el e a,  D.,  Di v ers,  J.,  I m p er at or e,  G.,  L a wr e n c e,  J. M.,  Li es e, 
A. D., Li n d er, B., M a y er -D a vis, E.J., Pi h o k er, C., et al. ( 2 0 1 4). Pr e v al e n c e of di a b et es i n 
U. S. y o ut h i n 2 0 0 9: t h e S E A R C H f or di a b et es i n y o ut h st u d y. Di a b et es C ar e 3 7 , 4 0 2-4 0 8. 
1 0. 2 3 3 7/ d c 1 3 -1 8 3 8.  

8 7.  K u o,  T.,  M c Q u e e n,  A.,  C h e n,  T. C.,  a n d  W a n g,  J. C.  ( 2 0 1 5).  R e g ul ati o n  of  Gl u c os e 
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1 0. 1 0 2 1/ a cs. c h e mr est o x. 2 c 0 0 0 5 8.  

1 3 2.  F or m a n, H.J., a n d Z h a n g, H. ( 2 0 2 1). T ar g eti n g o xi d ati v e str ess i n dis e as e: pr o mis e a n d 
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A. L., Kt or z a, A., C ast eill a, L., a n d P e ni c a u d, L. ( 2 0 0 9). Mit o c h o n dri al r e a cti v e o x y g e n 
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t o xi cit y  i n  p a n cr e ati c  isl et  b et a  c ells  i n  di a b et es.  J  Bi ol  C h e m 2 7 9 ,  4 2 3 5 1-4 2 3 5 4. 
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1 3 8.  C o o p er,  M. E.  ( 2 0 0 4).  I m p ort a n c e  of  a d v a n c e d  gl y c ati o n  e n d  pr o d u cts  i n  di a b et es -
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R ef er e n c es  

 1 0 4  
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1 2 1 -1 3 4. 1 0. 1 0 1 6/s 1 3 8 3 -5 7 4 2( 0 2) 0 0 0 4 4 -3.  
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1 4 7.  P a dr o n -B art h e, L., Vill al b a -Or er o, M., G o m e z -S ali n er o, J. M., A ci n -P er e z, R., C o gli ati, S., 
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1 5 2.  D u c k er, G. S., C h e n, L., M ors c h er, R.J., G h er g ur o vi c h, J. M., Es p osit o, M., T e n g, X., K a n g, 
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s u b gr o u ps  a n d  p ot e nti al  m e di c ati o n  str at e gi es  i n  r el ati o n  t o  eff e cts  o n  i ns uli n 
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i m pli c ati o ns  f or  di a b et es  a n d  c a n c er.  N at  R e v  E n d o cri n ol 1 0 ,  1 4 3-1 5 6. 
1 0. 1 0 3 8/ nr e n d o. 2 0 1 3. 2 5 6.  
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( 2 0 1 6).  O n c e-d ail y  d el a y e d -r el e as e  m etf or mi n  l o w ers  pl as m a  gl u c os e  a n d  e n h a n c es 
f asti n g  a n d  p ost pr a n di al  G L P-1  a n d  P Y Y:  r es ults  fr o m  t w o  r a n d o mis e d  tri als. 
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1 6 6.  T a hr a ni,  A. A.,  V ar u g h es e,  G.I.,  S c ar p ell o,  J. H.,  a n d  H a n n a,  F. W.  ( 2 0 0 7).  M etf or mi n, 
h e art f ail ur e, a n d l a cti c a ci d osis: is m etf or mi n a bs ol ut el y c o ntr ai n di c at e d ? B MJ 3 3 5 , 
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1 5 1 , 1 7 0 7 4 9. 1 0. 1 0 1 6/j. p e pti d es. 2 0 2 2. 1 7 0 7 4 9. 

1 7 4.  D e a c o n, C. F., C arr, R. D., a n d H olst, J.J. ( 2 0 0 8). D P P -4 i n hi bit or t h er a p y: n e w dir e cti o ns 
i n t h e tr e at m e nt of t y p e 2 di a b et es. Fr o nt Bi os ci 1 3 , 1 7 8 0-1 7 9 4. 1 0. 2 7 4 1/ 2 7 9 9.  

1 7 5.  R os e n gr e n, A., Ji n g, X., Eli ass o n, L., a n d R e nstr o m, E. ( 2 0 0 8). W h y tr e at m e nt f ails i n 
t y p e 2 di a b et es. P L o S M e d 5 , e 2 1 5. 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p m e d. 0 0 5 0 2 1 5. 

1 7 6.  R e m e di,  M. S.,  a n d  Ni c h ols,  C. G.  ( 2 0 0 8).  C hr o ni c  a nti di a b eti c  s ulf o n yl ur e as  i n  vi v o: 
r e v ersi bl e  eff e cts  o n  m o us e  p a n cr e ati c  b et a -c ells.  P L o S  M e d 5 ,  e 2 0 6. 
1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p m e d. 0 0 5 0 2 0 6.  

1 7 7.  A b d ulr e d a, M. H., R o dri g u e z -Di a z, R., C ai c e d o, A., a n d B er g gr e n, P. O. ( 2 0 1 6). Lir a gl uti d e 
C o m pr o mis es P a n cr e ati c b et a C ell F u n cti o n i n a H u m a ni z e d M o us e M o d el. C ell M et a b 
2 3 , 5 4 1-5 4 6. 1 0. 1 0 1 6/j. c m et. 2 0 1 6. 0 1. 0 0 9.  

1 7 8.  v a n  R a alt e,  D. H.,  a n d  V er c h er e,  C. B.  ( 2 0 1 6).  Gl u c a g o n -Li k e  P e pti d e -1  R e c e pt or 
A g o nists: B et a -C ell Pr ot e cti o n or E x h a usti o n ? Tr e n ds E n d o cri n ol M et a b 2 7 , 4 4 2-4 4 5. 
1 0. 1 0 1 6/j.t e m. 2 0 1 6. 0 4. 0 0 9.  

1 7 9.  Si n h a, R., P a p a m ar g aritis, D., S ar g e a nt, J. A., a n d D a vi es, M.J. ( 2 0 2 3). Effi c a c y a n d S af et y 
of Tir z e p ati d e i n T y p e 2 Di a b et es a n d O b esit y M a n a g e m e nt. J O b es M et a b S y n dr 3 2 , 
2 5 -4 5. 1 0. 7 5 7 0/j o m es 2 2 0 6 7.  

1 8 0.  Mi n, T., a n d B ai n, S. C. ( 2 0 2 1). T h e R ol e of Tir z e p ati d e, D u al GI P a n d G L P -1 R e c e pt or 
A g o nist, i n t h e M a n a g e m e nt of T y p e 2 Di a b et es: T h e S U R P A S S Cli ni c al Tri als. Di a b et es 
T h er 1 2 , 1 4 3-1 5 7. 1 0. 1 0 0 7/s 1 3 3 0 0 -0 2 0 -0 0 9 8 1 -0.  

1 8 1.  F ar z a m, K., a n d P at el, P. ( 2 0 2 3). Tir z e p ati d e. St at P e arls.  
1 8 2.  W elt ers, A., Kl u p p el, C., Mr u g al a, J., W or m e y er, L., M eiss n er, T., M a y at e p e k, E., H eiss, 

C.,  E b er h ar d,  D.,  a n d  L a m m ert,  E.  ( 2 0 1 7).  N M D A R  a nt a g o nists  f or  t h e  tr e at m e nt  of 
di a b et es m ellit us -C urr e nt st at us a n d f ut ur e dir e cti o ns. Di a b et es O b es M et a b 1 9 S u p pl 
1 , 9 5-1 0 6. 1 0. 1 1 1 1/ d o m. 1 3 0 1 7.  

1 8 3.  M ar q u ar d,  J.,  Stir b a n,  A.,  S c hli ess,  F.,  Si e v ers,  F.,  W elt ers,  A.,  Ott er,  S.,  Fis c h er,  A., 
W n e n dt,  S.,  M eiss n er,  T.,  H eis e,  T.,  a n d  L a m m ert,  E.  ( 2 0 1 6).  Eff e cts  of 
d e xtr o m et h or p h a n  as  a d d -o n  t o  sit a gli pti n  o n  bl o o d  gl u c os e  a n d  s er u m  i ns uli n 
c o n c e ntr ati o ns  i n  i n di vi d u als  wit h  t y p e  2  di a b et es  m ellit us:  a  r a n d o mi z e d,  pl a c e b o -
c o ntr oll e d, d o u bl e -bli n d e d, m ulti pl e cr oss o v er, si n gl e -d os e cli ni c al tri al. Di a b et es O b es 
M et a b 1 8 , 1 0 0-1 0 3. 1 0. 1 1 1 1/ d o m. 1 2 5 7 6.  

1 8 4.  M ar q u ar d, J., Ott er, S., W elt ers, A., Stir b a n, A., Fis c h er, A., E gli n g er, J., H er e bi a n, D., 
Kl et k e, O., Kl e m e n, M. S., St o z er, A., et al. ( 2 0 1 5). C h ar a ct eri z ati o n of p a n cr e ati c N M D A 
r e c e pt ors  as  p ossi bl e  dr u g  t ar g ets  f or  di a b et es  tr e at m e nt.  N at  M e d 2 1 ,  3 6 3-3 7 2. 
1 0. 1 0 3 8/ n m. 3 8 2 2.  

1 8 5.  S c h ol z, O., Ott er, S., W elt ers, A., W or m e y er, L., D ol e ns e k, J., Kl e m e n, M. S., P o h or e c, 
V.,  E b er h ar d,  D.,  Mr u g al a,  J.,  H a m a c h er,  A.,  et  al.  ( 2 0 2 1).  P eri p h er all y  a cti v e 
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d e xtr o m et h or p h a n  d eri v ati v es  l o w er  bl o o d  gl u c os e  l e v els  b y  t ar g eti n g  p a n cr e ati c 
isl ets. C ell C h e m Bi ol 2 8 , 1 4 7 4-1 4 8 8 e 1 4 7 7. 1 0. 1 0 1 6/j. c h e m bi ol. 2 0 2 1. 0 5. 0 1 1.  

1 8 6.  Mr u g al a, J. ( 2 0 2 0). M ol e c ul ar i n v esti g ati o ns i nt o t h e eff e cts of t h e i ns uli n s e cr et a g o g u e 
d e xtr or p h a n  o n  p a n cr e ati c  isl et  c ell  f u n cti o n  a n d  vi a bilit y . I n a u g ur al  Diss ert ati o n 
( H ei nri c h-H ei n e U ni v ersit ät).  

1 8 7.  W ör m e y er, L. ( 2 0 2 1). I n v esti g ati o ns o n l o n g -t er m eff e cts of t h e N-m et h yl -D -as p art at e 
r e c e pt or a nt a g o nist d e xtr o m et h or p h a n o n isl et i nfl a m m ati o n a n d b et a c ell s ur vi v al i n 
t y p e 1 di a b et es. I n a u g ur al Diss ert ati o n ( H ei nri c h-H ei n e U ni v ersit ät).  

1 8 8.  S c h ol z,  O.  ( 2 0 2 0).  I n v esti g ati o n  of  p eri p h er all y  a cti v e  a n d  bl o o d  gl u c os e -l o w eri n g 
d e xtr o m et h or p h a n  d eri v ati v es  wit h o ut  c e ntr al  n er v o us  si d e  eff e cts . I n a u g ur al 
Diss ert ai o n ( H ei nri c h -H ei n e U ni v ersi ät).  

1 8 9.  S c h ol z, O., H uss, E., Ott er, S., H er e bi a n, D., H a m a c h er, A., L e v y, L. M., Hrist e v a, S., S a n z, 
M., Aj a ni, H., P u e nt es, A. R., et al. ( 2 0 2 3). Pr ot e cti o n of p a n cr e ati c isl ets fr o m o xi d ati v e 
c ell d e at h b y a p eri p h er all y -a cti v e m or p hi n a n wit h i n cr e as e d dr u g s af et y. M ol M et a b, 
1 0 1 7 7 5. 1 0. 1 0 1 6/j. m ol m et. 2 0 2 3. 1 0 1 7 7 5.  

1 9 0.  J ai n, C., A ns ar ull a h, Bil e k o v a, S., a n d Li c k ert, H. ( 2 0 2 2). T ar g eti n g p a n cr e ati c b et a c ells 
f or di a b et es tr e at m e nt. N at M et a b 4 , 1 0 9 7-1 1 0 8. 1 0. 1 0 3 8/s 4 2 2 5 5 -0 2 2 -0 0 6 1 8 -5.  

1 9 1.  T u n, S. B. B., C h u a, M., H as a n, R., K o hl er, M., Z h e n g, X., Ali, Y., A b d ulr e d a, M. H., J u ntti -
B er g gr e n,  L.,  B ar at hi,  V. A.,  a n d  B er g gr e n,  P. O.  ( 2 0 2 0).  Isl et  Tr a ns pl a nt ati o n  t o  t h e 
A nt eri or C h a m b er of t h e E y e -A F ut ur e Tr e at m e nt O pti o n f or I ns uli n -D efi ci e nt T y p e -2 
Di a b eti cs ? A C as e R e p ort fr o m a N o n h u m a n T y p e -2 Di a b eti c Pri m at e. C ell Tr a ns pl a nt 
2 9 , 9 6 3 6 8 9 7 2 0 9 1 3 2 5 6. 1 0. 1 1 7 7/ 0 9 6 3 6 8 9 7 2 0 9 1 3 2 5 6. 

1 9 2.  Ri c k els, M. R., a n d R o b erts o n, R. P. ( 2 0 1 9). P a n cr e ati c Isl et Tr a ns pl a nt ati o n i n H u m a ns: 
R e c e nt  Pr o gr ess  a n d  F ut ur e  Dir e cti o ns.  E n d o cr  R e v 4 0 ,  6 3 1-6 6 8.  1 0. 1 2 1 0/ er. 2 0 1 8 -
0 0 1 5 4.  

1 9 3.  B asil e, G., Q a dir, M. M. F., M a u v ais -J ar vis, F., V et er e, A., S h o b a, V., M o d ell, A. E., P ast ori, 
R. L., R uss, H. A., W a g n er, B. K., a n d D o mi n g u e z -B e n d al a, J. ( 2 0 2 2). E m er gi n g di a b et es 
t h er a pi es:  Bri n gi n g  b a c k  t h e  b et a-c ells.  M ol  M et a b 6 0 ,  1 0 1 4 7 7. 
1 0. 1 0 1 6/j. m ol m et. 2 0 2 2. 1 0 1 4 7 7.  

1 9 4.  W a g n er, B. K. ( 2 0 2 2). S m all -m ol e c ul e dis c o v er y i n t h e p a n cr e ati c b et a c ell. C urr O pi n 
C h e m Bi ol 6 8 , 1 0 2 1 5 0. 1 0. 1 0 1 6/j. c b p a. 2 0 2 2. 1 0 2 1 5 0. 

1 9 5.  H u a n g, X. T., Li, C., P e n g, X. P., G u o, J., Y u e, S.J., Li u, W., Z h a o, F. Y., H a n, J. Z., H u a n g, Y. H., 
Y a n g,  L.,  et  al.  ( 2 0 1 7).  A n  e x c essi v e  i n cr e as e  i n  gl ut a m at e  c o ntri b ut es  t o  gl u c os e -
t o xi cit y i n b et a-c ells vi a a cti v ati o n of p a n cr e ati c N M D A r e c e pt ors i n r o d e nt di a b et es. 
S ci R e p 7 , 4 4 1 2 0. 1 0. 1 0 3 8/sr e p 4 4 1 2 0. 

1 9 6.  H u a n g, X. T., Y u e, S.J., Li, C., H u a n g, Y. H., C h e n g, Q. M., Li, X. H., H a o, C. X., W a n g, L. Z., 
X u, J. P., Ji, M., et al. ( 2 0 1 7). A S ust ai n e d A cti v ati o n of P a n cr e ati c N M D A Rs Is a N o v el 
F a ct or  of  b et a -C ell  A p o pt osis  a n d  D ysf u n cti o n.  E n d o cri n ol o g y 1 5 8 ,  3 9 0 0-3 9 1 3. 
1 0. 1 2 1 0/ e n. 2 0 1 7 -0 0 3 6 6.  

1 9 7.  Gr es c h,  A.,  a n d  D uf er,  M.  ( 2 0 2 0).  D e xtr o m et h or p h a n  a n d  D e xtr or p h a n  I nfl u e n c e 
I ns uli n S e cr eti o n b y I nt er a cti n g wit h K A T P a n d L-t y p e C a( 2 +) C h a n n els i n P a n cr e ati c 
b et a -C ells. J P h ar m a c ol E x p T h er 3 7 5 , 1 0-2 0. 1 0. 1 1 2 4/j p et. 1 2 0. 2 6 5 8 3 5.  

1 9 8.  K o nr a d,  D.,  S o b et z k o,  D.,  S c h mitt,  B.,  a n d  S c h o e nl e,  E.J.  ( 2 0 0 0).  I ns uli n -d e p e n d e nt 
di a b et es  m ellit us  i n d u c e d  b y  t h e  a ntit ussi v e  a g e nt  d e xtr o m et h or p h a n.  Di a b et ol o gi a 
4 3 , 2 6 1-2 6 2. 1 0. 1 0 0 7/s 0 0 1 2 5 0 0 5 0 0 4 2.  

1 9 9.  M ull ar k y,  E.,  X u,  J.,  R o bi n,  A. D.,  H u g gi ns,  D.J.,  J e n ni n gs,  A.,  N o g u c hi,  N.,  Oll a n d,  A., 
L a ks h mi n ar asi m h a n,  D.,  Mill er,  M.,  T o mit a,  D.,  et  al.  ( 2 0 1 9).  I n hi biti o n  of  3 -
p h os p h o gl y c er at e d e h y dr o g e n as e ( P H G D H) b y i n d ol e a mi d es a br o g at es d e n o v o s eri n e 
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s y nt h e si s  i n  c a n c er  c ells.  Bi o or g  M e d  C h e m  L ett 2 9 ,  2 5 0 3-2 5 1 0. 
1 0. 1 0 1 6/j. b m cl. 2 0 1 9. 0 7. 0 1 1.  

2 0 0.  G a o, S., G e, A., X u, S., Y o u, Z., Ni n g, S., Z h a o, Y., a n d P a n g, D. ( 2 0 1 7). P S A T 1 is r e g ul at e d 
b y  A T F 4  a n d  e n h a n c es  c ell  pr olif er ati o n  vi a  t h e  G S K 3 b et a/ b et a -c at e ni n/ c y cli n  D 1 
si g n ali n g  p at h w a y  i n  E R -n e g ati v e  br e ast  c a n c er.  J  E x p  Cli n  C a n c er  R es 3 6 ,  1 7 9. 
1 0. 1 1 8 6/s 1 3 0 4 6 -0 1 7 -0 6 4 8 -4.  

2 0 1.  Li a o,  L.,  Y u,  H.,  G e,  M.,  Z h a n,  Q.,  H u a n g,  R.,  Ji,  X.,  Li a n g,  X.,  a n d  Z h o u,  X.  ( 2 0 1 9). 
U pr e g ul ati o n  of  p h os p h os eri n e  p h os p h at as e  c o ntri b ut es  t o  t u m or  pr o gr essi o n  a n d 
pr e di cts p o or pr o g n osis i n n o n -s m all c ell l u n g c a n c er p ati e nts. T h or a c C a n c er 1 0 , 1 2 0 3-
1 2 1 2. 1 0. 1 1 1 1/ 1 7 5 9 -7 7 1 4. 1 3 0 6 4.  

2 0 2.  K os e ki, J., K o n n o, M., As ai, A., C ol vi n, H., K a w a m ot o, K., Nis hi d a, N., S a k ai, D., K u d o, T., 
S at o h,  T.,  D o ki,  Y.,  et  al.  ( 2 0 1 8).  E n z y m es  of  t h e  o n e -c ar b o n  f ol at e  m et a b olis m  as 
a nti c a n c er t ar g ets pr e di ct e d b y s ur vi v al r at e a n al ysis. S ci R e p 8 , 3 0 3. 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 9 8-
0 1 7 -1 8 4 5 6 -x.  

2 0 3.  Ci c c ar es e,  F.,  a n d  Ci mi n al e,  V.  ( 2 0 1 7).  Es c a pi n g  D e at h:  Mit o c h o n dri al  R e d o x 
H o m e ost asis i n C a n c er C ells. Fr o nt O n c ol 7 , 1 1 7. 1 0. 3 3 8 9/f o n c. 2 0 1 7. 0 0 1 1 7. 

2 0 4.  C ut h b erts o n, C. R., Ar a b z a d a, Z., B a n k h e a d, A., 3r d, K y a ni, A., a n d N e a m ati, N. ( 2 0 2 1). 
A R e vi e w of S m all -M ol e c ul e I n hi bit ors of O n e -C ar b o n E n z y m es: S H M T 2 a n d M T H F D 2 
i n t h e S p otli g ht. A C S P h ar m a c ol Tr a nsl S ci 4 , 6 2 4-6 4 6. 1 0. 1 0 2 1/ a cs pts ci. 0 c 0 0 2 2 3.  

2 0 5.  N o g u c hi, K., K o n n o, M., K os e ki, J., Nis hi d a, N., K a w a m ot o, K., Y a m a d a, D., As a o k a, T., 
N o d a, T., W a d a, H., G ot o h, K., et al. ( 2 0 1 8). T h e mit o c h o n dri al o n e -c ar b o n m et a b oli c 
p at h w a y is ass o ci at e d wit h p ati e nt s ur vi v al i n p a n cr e ati c c a n c er. O n c ol L ett 1 6 , 1 8 2 7-
1 8 3 4. 1 0. 3 8 9 2/ ol. 2 0 1 8. 8 7 9 5.  

2 0 6.  A d a ms, C. M. ( 2 0 0 7). R ol e of t h e tr a ns cri pti o n f a ct or A T F 4 i n t h e a n a b oli c a cti o ns of 
i ns uli n a n d t h e a nti-a n a b oli c a cti o ns of gl u c o c orti c oi ds. J Bi ol C h e m 2 8 2 , 1 6 7 4 4-1 6 7 5 3. 
1 0. 1 0 7 4/j b c. M 6 1 0 5 1 0 2 0 0.  

2 0 7.  D e Ni c ol a, G. M., C h e n, P. H., M ull ar k y, E., S u d d ert h, J. A., H u, Z., W u, D., T a n g, H., Xi e, Y., 
As ar a,  J. M.,  H uff m a n,  K. E.,  et  al.  ( 2 0 1 5).  N R F 2  r e g ul at es  s eri n e  bi os y nt h esis  i n  n o n -
s m all c ell l u n g c a n c er. N at G e n et 4 7 , 1 4 7 5-1 4 8 1. 1 0. 1 0 3 8/ n g. 3 4 2 1.  

2 0 8.  B e n -S a hr a,  I.,  H o x h aj,  G.,  Ri c o ult,  S.J. H.,  As ar a,  J. M.,  a n d  M a n ni n g,  B. D.  ( 2 0 1 6). 
m T O R C 1  i n d u c es  p uri n e  s y nt h esis  t hr o u g h  c o ntr ol  of  t h e  mit o c h o n dri al 
t etr a h y dr of ol at e c y cl e. S ci e n c e 3 5 1 , 7 2 8-7 3 3. 1 0. 1 1 2 6/s ci e n c e. a a d 0 4 8 9.  

2 0 9.  P elli gr a, A., Mr u g al a, J., Gri ess, K., Kirs c h n er, P., N ort m a n n, O., B art osi ns k a, B., K ost er, 
A., Kr u p e n k o, N.I., G e b el, D., W est h off, P., et al. ( 2 0 2 3). P a n cr e ati c isl et pr ot e cti o n at 
t h e  e x p e ns e  of  s e cr et or y  f u n cti o n  i n v ol v es  s eri n e-li n k e d  mit o c h o n dri al  o n e-c ar b o n 
m et a b olis m. C ell R e p 4 2 , 1 1 2 6 1 5. 1 0. 1 0 1 6/j. c elr e p. 2 0 2 3. 1 1 2 6 1 5. 

2 1 0.  Gri ess, K., Ri e c k, M., M ull er, N., K ars ai, G., H art wi g, S., P elli gr a, A., H ar dt, R., S c hl e g el, 
C., K u b ot h, J., U hl e m e y er, C., et al. ( 2 0 2 3). S p hi n g oli pi d s u bt y p es diff er e nti all y c o ntr ol 
pr oi ns uli n  pr o c essi n g  a n d  s yst e mi c  gl u c os e  h o m e ost asis.  N at  C ell Bi ol 2 5 ,  2 0-2 9. 
1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 5 6 -0 2 2 -0 1 0 2 7 -2.  

2 1 1.  M a dis e n, L., Z wi n g m a n, T. A., S u n ki n, S. M., O h, S. W., Z ari w al a, H. A., G u, H., N g, L. L., 
P al mit er, R. D., H a wr yl y c z, M.J., J o n es, A. R., et al. ( 2 0 1 0). A r o b ust a n d hi g h -t hr o u g h p ut 
Cr e r e p orti n g a n d c h ar a ct eri z ati o n s yst e m f or t h e w h ol e m o us e br ai n. N at N e ur o s ci 
1 3 , 1 3 3-1 4 0. 1 0. 1 0 3 8/ n n. 2 4 6 7.  

2 1 2.  T h or e ns, B., T ar ussi o, D., M a estr o, M. A., R o vir a, M., H ei k kil a, E., a n d F err er, J. ( 2 0 1 5). 
I ns 1( Cr e)  k n o c k-i n  mi c e  f or  b et a  c ell-s p e cifi c  g e n e  r e c o m bi n ati o n.  Di a b et ol o gi a 5 8 , 
5 5 8 -5 6 5. 1 0. 1 0 0 7/s 0 0 1 2 5 -0 1 4 -3 4 6 8 -5.  



R ef er e n c es  

 1 0 9  

2 1 3.  Y e sil, P., Mi c h el, M., C h w al e k, K., P e d a c k, S., J a n y, C., L u d wi g, B., B or nst ei n, S. R., a n d 
L a m m ert, E. ( 2 0 0 9). A n e w c oll a g e n as e bl e n d i n cr e as es t h e n u m b er of isl ets is ol at e d 
fr o m m o us e p a n cr e as. Isl ets 1 , 1 8 5-1 9 0. 1 0. 4 1 6 1/i sl. 1. 3. 9 5 5 6.  

2 1 4.  Arri v a ult, S., G u e nt h er, M., I v a k o v, A., F eil, R., V osl o h, D., v a n D o n g e n, J. T., S ul pi c e, R., 
a n d Stitt, M. ( 2 0 0 9). Us e of r e v ers e -p h as e li q ui d c hr o m at o gr a p h y, li n k e d t o t a n d e m 
m ass s p e ctr o m etr y, t o pr ofil e t h e C al vi n c y cl e a n d ot h er m et a b oli c i nt er m e di at es i n 
Ar a bi d o psis r os ett es at diff er e nt c ar b o n di o xi d e c o n c e ntr ati o ns. Pl a nt J 5 9 , 8 2 6-8 3 9. 
1 0. 1 1 1 1/j. 1 3 6 5 -3 1 3 X. 2 0 0 9. 0 3 9 0 2. x.  
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r e g ul at e d s eri n e a n d li pi d m et a b olis m dri v e p eri p h er al n e ur o p at h y. N at ur e 6 1 4 , 1 1 8-
1 2 4. 1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 8 6 -0 2 2 -0 5 6 3 7 -6.  
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1 0. 1 0 3 8/ n c o m ms 7 7 6 1.  
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2 9 6.  H u a n g,  X.,  Xi o n g,  D.,  D e n g,  L.,  Li u,  W.,  a n d  T a n g,  S.  ( 2 0 2 2).  Pr ol o n g e d  a cti v ati o n  of 
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( 1 9 8 6). T h e a nti c o n v uls a nt M K-8 0 1 is a p ot e nt N -m et h yl -D -as p art at e a nt a g o nist. Pr o c 
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2 9 8.  H o p p a, M. B., C olli ns, S., R a mr a c h e y a, R., H o ds o n, L., A mist e n, S., Z h a n g, Q., J o h ns o n, 
P., As h cr oft, F. M., R ors m a n, P., a n d ( 2 0 0 9). C hr o ni c P al mit at e E x p os ur e I n hi bits I ns uli n 
S e cr eti o n b y Diss o ci ati o n of C a 2 + C h a n n els fr o m S e cr et or y Gr a n ul es. C ell M e t a b 1 0 , 
4 5 5 -4 6 5. 1 0. 1 0 1 6/j. c m et. 2 0 0 9. 0 9. 0 1 1.  

2 9 9.  K as h y a p, S., B elf ort, R., G ast al d elli, A., Pr ati p a n a w atr, T., B erri a, R., Pr ati p a n a w atr, W., 
B aj aj,  M.,  M a n d ari n o,  L.,  D e Fr o n z o,  R.,  a n d  C usi,  K.  ( 2 0 0 3).  A  s ust ai n e d  i n cr e as e  i n 
pl as m a  fr e e  f att y  a ci ds  i m p airs  i ns uli n  s e cr eti o n  i n  n o n di a b eti c  s u bj e cts  g e n eti c all y 
pr e dis p os e d  t o  d e v el o p  t y p e  2  di a b et es.  Di a b et es 5 2 ,  2 4 6 1-2 4 7 4. 
1 0. 2 3 3 7/ di a b et es. 5 2. 1 0. 2 4 6 1.  

3 0 0.  L e e, Y., Hir os e, H., O h n e d a, M., J o h ns o n, J. H., M c G arr y, J. D., a n d U n g er, R. H. ( 1 9 9 4). 
B et a -c ell li p ot o xi cit y i n t h e p at h o g e n esis of n o n -i ns uli n-d e p e n d e nt di a b et es m ellit us 
of o b es e r ats: i m p air m e nt i n a di p o c yt e -b et a -c ell r el ati o ns hi ps. Pr o c N atl A c a d  S ci U S 
A 9 1 , 1 0 8 7 8-1 0 8 8 2. 1 0. 1 0 7 3/ p n as. 9 1. 2 3. 1 0 8 7 8.  

3 0 1.  P oit o ut, V., A m y ot, J., S e m a c h e, M., Z arr o u ki, B., H a g m a n, D., a n d F o nt es, G. ( 2 0 1 0). 
Gl u c oli p ot o xi cit y  of  t h e  p a n cr e ati c  b et a  c ell.  Bi o c hi m  Bi o p h ys  A ct a 1 8 0 1 ,  2 8 9-2 9 8. 
1 0. 1 0 1 6/j. b b ali p. 2 0 0 9. 0 8. 0 0 6.  

3 0 2.  Ki m, J. W., a n d Y o o n, K. H. ( 2 0 1 1). Gl u c oli p ot o xi cit y i n P a n cr e ati c b et a -C ells. Di a b et es 
M et a b J 3 5 , 4 4 4-4 5 0. 1 0. 4 0 9 3/ d mj. 2 0 1 1. 3 5. 5. 4 4 4.  

3 0 3.  Vil as -B o as,  E. A.,  Al m ei d a,  D. C.,  R o m a,  L. P.,  Ortis,  F.,  a n d  C ar pi n elli,  A. R.  ( 2 0 2 1). 
Li p ot o xi cit y a n d b et a -C ell F ail ur e i n T y p e 2 Di a b et es: O xi d ati v e Str ess Li n k e d t o N A D P H 
O xi d as e a n d E R Str ess. C ells 1 0 . 1 0. 3 3 9 0/ c ells 1 0 1 2 3 3 2 8. 

3 0 4.  H at a n a k a, M., M ai er, B., Si ms, E. K., T e m pli n, A. T., K ul k ar ni, R. N., E v a ns -M oli n a, C., a n d 
Mir mir a,  R. G.  ( 2 0 1 4).  P al mit at e  i n d u c es  m R N A  tr a nsl ati o n  a n d  i n cr e as es  E R  pr ot ei n 
l o a d i n isl et b et a-c ells vi a a cti v ati o n of t h e m a m m ali a n t ar g et of r a p a m y ci n p a t h w a y. 
Di a b et es 6 3 , 3 4 0 4-3 4 1 5. 1 0. 2 3 3 7/ d b 1 4 -0 1 0 5.  

3 0 5.  C n o p,  M.,  A b d ul k ari m,  B.,  B ott u,  G.,  C u n h a,  D. A.,  I g oill o -Est e v e,  M.,  M asi ni,  M., 
T ur atsi n z e,  J. V.,  Gri e b el,  T.,  Vill at e,  O.,  S a nti n,  I.,  et  al.  ( 2 0 1 4).  R N A  s e q u e n ci n g 
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f att y a ci d p al mit at e. Di a b et es 6 3 , 1 9 7 8-1 9 9 3. 1 0. 2 3 3 7/ d b 1 3 -1 3 8 3.  

3 0 6.  H all,  E.,  V ol k o v,  P.,  D a y e h,  T.,  B a c os,  K.,  R o n n,  T.,  Nit ert,  M. D.,  a n d  Li n g,  C.  ( 2 0 1 4). 
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3 0 8.  C u n h a, D. A., L a dri er e, L., Ortis, F., I g oill o -Est e v e, M., G ur z o v, E. N., L u pi, R., M ar c h etti, 
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u pr e g ul ati o n of Bi P a n d J u n B. Di a b et es 5 8 , 2 8 5 1-2 8 6 2. 1 0. 2 3 3 7/ d b 0 9 -0 6 8 5.  

3 0 9.  Dr u c k er, D.J. ( 2 0 0 3). Gl u c a g o n -li k e p e pti d e-1 a n d t h e isl et b et a -c ell: a u g m e nt ati o n of 
c ell  pr olif er ati o n  a n d  i n hi biti o n  of  a p o pt osis.  E n d o cri n ol o g y 1 4 4 ,  5 1 4 5-5 1 4 8. 
1 0. 1 2 1 0/ e n. 2 0 0 3 -1 1 4 7.  
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M. E. ( 2 0 1 0). R O S si g n ali n g, o xi d ati v e str ess a n d Nrf 2 i n p a n cr e ati c b et a -c ell f u n cti o n. 
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3 2 0.  R e b el at o,  E.,  A b d ul k a d er,  F.,  C uri,  R.,  a n d  C ar pi n elli,  A. R.  ( 2 0 1 1).  C o ntr ol  of  t h e 
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https://www.ensembl.org/Mus_musculus/Tools/Blast/AlignmentProtein?tl=5ooaP2Gjz0EMneHU-9529168-924423627
https://www.ensembl.org/Mus_musculus/Tools/Blast/AlignmentProtein?tl=5ooaP2Gjz0EMneHU-9529168-924423627
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1 0  S u p pl e m e nt ar y I nf or m ati o n  

1 0. 1  R N A -s e q u e n ci n g  

All R N A -s e q u e n ci n g r a w a n d a n al y z e d d at a pr es e nt e d i n t his st u d y ar e p u blis h e d i n P elli gr a et 

al.  a n d h a v e b e e n d e p osit e d o n M e n d el e y D at a a n d c a n b e a c c ess e d t hr o u g h t h e f oll o wi n g 

li n ks2 0 9 : htt p s:// d at a. m e n d el e y. c o m/ d at as ets/ 4r w mr c 9 c pr/ 4   

 htt ps:// d at a. m e n d el e y. c o m/ d at as ets/ g 4 b d v w 6 c zr/ 2  

 

1 0. 2  W e st er n bl ot s  

F ull y u n cr o p p e d w est er n bl ot i m a g es s h o w n i n t his st u d y:  

 

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1  t o Fi g ur e 1 2 B a n d H : U n cr o p p e d w e st er n bl ot i m a g e s wit h m ol e c ul ar si z e m ar k er.  
Hi g hli g ht e d r e gi o ns ar e d e pi ct e d i n t h e c orr es p o n di n g fi g ur es.  
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https://data.mendeley.com/datasets/4rwmrc9cpr/4
https://data.mendeley.com/datasets/g4bdvw6czr/2
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 2  t o Fi g ur e 1 2 E : U n cr o p p e d w e st er n bl ot i m a g e s wit h m ol e c ul ar si z e m ar k er.  
Hi g hli g ht e d r e gi o ns ar e d e pi ct e d i n t h e c orr es p o n di n g fi g ur es.  

 

 

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 3  t o Fi g ur e 1 2 K : U n cr o p p e d w e st er n bl ot i m a g e s wit h m ol e c ul ar si z e m ar k er.  
Hi g hli g ht e d r e gi o ns ar e d e pi ct e d i n t h e c orr es p o n di n g fi g ur es.  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 4  t o Fi g ur e 1 6 A : U n cr o p p e d w e st er n bl ot i m a g e s wit h m ol e c ul ar si z e m ar k er.  
Hi g hli g ht e d r e gi o ns ar e d e pi ct e d i n t h e c orr es p o n di n g fi g ur es.  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 5  t o Fi g ur e 1 7 B : U n cr o p p e d w e st er n bl ot i m a g e s wit h m ol e c ul ar si z e m ar k er.  
Hi g hli g ht e d r e gi o ns ar e d e pi ct e d i n t h e c orr es p o n di n g fi g ur es.  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 6  t o Fi g ur e 1 8 B : U n cr o p p e d w e st er n bl ot i m a g e s wit h m ol e c ul ar si z e m ar k er.  
Hi g hli g ht e d r e gi o ns ar e d e pi ct e d i n t h e c orr es p o n di n g fi g ur es.  

 

 

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 7  t o Fi g ur e 2 0 A : U n cr o p p e d w e st er n bl ot i m a g e s wit h m ol e c ul ar si z e m ar k er.  
Hi g hli g ht e d r e gi o ns ar e d e pi ct e d i n t h e c orr es p o n di n g fi g ur es. 
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si- Ctrl si- Ctrlsi- Atf 4 si- Atf 4

2 4  h 1 0 µ M  T h a p si

k D a

1 3 0 -

1 8 0 -

1 0 0 -

4 0 -

5 5 -

7 0 -

3 5 -

2 5 -

1 5 -

4 0 -

5 5 -

7 0 -

3 5 -

2 5 -

1 5 -

Fi g. 1 3 B

5 0 -

7 5 -

3 7 -

2 5 -

k D a

5 0 -

7 5 -

3 7 -

2 5 -

B et a- a cti n
( 4 2 k D a)

P H G D H
( 5 7 k D a)

si- Ctrl si- P h g d h

# 1

+ 4 8 h 1 0 µ M D X O

# E x p.

5 0 -

7 5 -

3 7 -

2 5 -

k D a

5 0 -

7 5 -

3 7 -

2 5 -

si- Ctrl si- P h g d h

# 2
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B et a- a cti n
( 4 2 k D a)

Fi g. 1 6 D

5 0 -

7 5 -

3 7 -

5 0 -

7 5 -

3 7 -

k D a

5 0 -

7 5 -

3 7 -

k D a

5 0 -

7 5 -

3 7 -

S H M T 2
( 5 5 k D a)

si- Ctrl si- S h mt 2

# 1

+ 4 8  h 1 0 µ M  D X O

# E x p.

si- Ctrl si- S h mt 2

# 2

# 1

k D a

4 0 -

5 5 -

7 0 -

3 5 -

2 5 -

4 0 -

5 5 -

7 0 -

3 5 -

2 5 -

4 0 -

5 5 -

7 0 -

3 5 -

2 5 -

k D a

4 0 -

5 5 -

7 0 -

3 5 -

2 5 -

B et a- a cti n
( 4 2 k D a)

M T H F D 2
( 3 8 k D a)

si- Ctrl
-  + -  + +- +-

si- Mt hf d 2

# 2

si- Ctrl si- Mt hf d 2
4 8  h 1 0 µ M  D X O

# E x p.

Fi g. 1 6 G



S u p pl e m e nt  
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S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1 0  t o Fi g ur e 2 1 A:  U n cr o p p e d w e st er n bl ot i m a g e s wit h m ol e c ul ar si z e m ar k er.  
Hi g hli g ht e d r e gi o ns ar e d e pi ct e d i n t h e c orr es p o n di n g fi g ur es . 
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3 7 -

5 0 -

7 5 -

3 7 -
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k D a

5 0 -

7 5 -

3 7 -

P H G D H
( 5 7 k D a)

B et a- a cti n
( 4 2 k D a)

M T H F D 2
( 3 8 k D a)

S H M T 2
( 5 5 k D a)

B et a- a cti n
( 4 2 k D a)

Fi g. 1 5 A

5 0 -

7 5 -

3 7 -

5 0 -

7 5 -

3 7 -

k D a

5 0 -

7 5 -

3 7 -

5 0 -

7 5 -

3 7 -

5 0 -

7 5 -

3 7 -

k D a

5 0 -

7 5 -

3 7 -
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1 0. 3  I n s uli n c o nt e nt s 

I ns uli n  c o nt e nts  of  u ntr e at e d  a n d  4 8  h  1 0  µ M  D X O  tr e at e d  ps e u d o-isl ets  w hi c h  w er e 

tr a nsf e ct e d  wit h  si-P h g d h ,  si-S h mt 2 ,  si-Mt hf d 2  or  all  t hr e e  si -P h g d h  + S h mt 2  + Mt hf d 2  

si m ult a n e o usl y, s h o w n i n t his st u d y:  

 

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e  1 1  t o Fi g ur e 2 0 B, E, H, a n d Fi g ur e 2 1 B : I ns uli n c o nt e nt of u ntr e at e d a n d 4 8 h 1 0 µ M D X O tr e at e d 
p a n cr e ati c p s e u d o -i sl et s aft er tr a nsf e cti o n wit h A , si-P h g d h , B , si-S h mt 2,  C , si-Mt hf d 2 , a n d D , si-P h g d h +  S h mt 2 +  Mt hf d 2  
si m ult a n e o usl y  ( n  =  5  w ells). D at a  ar e  s h o w n  as  m e a n  ±  S E M  wit h  c orr es p o n di n g  p -v al u es.  St atisti c al  si g nifi c a n c e  w as 
d et er mi n e d  b y  t w o -w a y  A N O V A  f oll o w e d  b y  T u k e y’s  m ulti pl e  c o m p aris o n .  R es p e cti v e G SI S  ass a y  w er e  p erf or m e d  b y  A. 
P elli gr a ( A  , B, D) a n d K. Gri ess  ( C). 
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1 0. 4  Pr ot ei n B L A S T  

D N A –  Pr ot ei n B L A S T  of  A T F 4,  e n c o d e d  b y  h u m a n  G e nI D:  4 6 8,  R ef S e q:  B C 0 1 1 9 9 4  a n d  

c o m p ar e d t o C 5 7 B L/ 6  pr ot ei n d at a b as e , a c c or di n g t o t h e Alts c h ul et al ., usi n g t h e “ B L A S T X 

2. 1 2. 0 +  B L A S T ” t o ol b y E ns e m bl e. 2 1 9, 2 2 0  

 

Q u er y D N A:   H u m a n A T F 4 (R ef S e q: B C 0 1 1 9 9 4)  

Pr ot ei n D at a b as e:  M us _ m us c ul us. G R C m 3 9. p e p. all.f a  

B L A S T/ B L A T t y p e:  B L A S T X  ( N C BI B L A S T) 

Q u er y l o c ati o n:  U n n a m e d S e q 1 1 8 7 t o 2 0 4 1 ( +)  

D at a b as e l o c ati o n:  E N S M U S P 0 0 0 0 0 1 0 5 2 3 4 6 6 t o 3 4 9 ( +)  

G e n o mi c l o c ati o n:  1 5 8 0 1 4 0 6 9 5 t o 8 0 1 4 1 6 5 8 ( +)  

Ali g n m e nt s c or e:  3 6 6  

E -v al u e:   6. 0 1 e -1 2 1  

Ali g n m e nt l e n gt h:  2 8 5  

P er c e nt a g e i d e ntit y:  8 4. 9 1 2  

 

 

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1 2 t o C h a pt er 4. 9. 1 : Ali g n m e nt b et w e e n h u m a n a n d m o us e A T F 4 pr ot ei n s e q u e n c e s.  
S cr e e ns h ot fr o m B L A S T/ B L A T Ali g n m e nt r es ults .3 2 2  
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1 1  Ei d e s st a atli c h e Er kl är u n g  

I c h v ersi c h er e a n Ei d es St att, d ass  di e Diss ert ati o n „ D e xtr or p h a n u n c o v ers a r ol e of t h e s eri n e -

li n k e d mit o c h o n dri al o n e-c ar b o n m et a b olis m i n p a n cr e ati c isl et c ell s ur vi v al at t h e e x p e ns e of 

s e cr et or y f u n cti o n “  v o n  mir  s el bst ä n di g u n d o h n e u n z ul ässi g e fr e m d e Hilf e u nt er B e a c ht u n g 

d er  „ Gr u n ds ät z e  z ur  Si c h er u n g  g ut er  wiss e ns c h aftli c h er  Pr a xis  a n  d er  H ei nri c h -H ei n e -

U ni v ersit ät D üss el d orf “  erst ellt  w or d e n  ist.  I c h  h a b e  di e  Diss ert ati o n  w e d er  i n  d er  hi er 

v or g el e gt e n, n o c h i n ei n er ä h nli c h e n F or m, b ei ei n er a n d er e n F a k ult ät ei n g er ei c ht u n d h a b e 

bi s h er k ei n e Pr o m oti o ns v ers u c h e u nt er n o m m e n.  
 

D üss el d orf, d e n 1 8/ 1 2/ 2 0 2 3  

 

 

 

A n g el a P elli gr a  
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1 2  D a n k s a g u n g  

A n  di es er  St ell e  m ö c ht e  i c h  mi c h  b ei  all e n  b e d a n k e n,  di e  mi c h b ei  d er  A nf erti g u n g  m ei n er 

Diss ert ati o n  u nt erst üt zt  u n d a uf  d e m  W e g d ort hi n b e gl eit et  h a b e n.  O h n e  e ur e  Hilf e, 

R ats c hl ä g e u n d U nt erst üt z u n g w är e all di es ni c ht m ö gli c h g e w es e n.  

 

A n  erst er  St ell e  m ö c ht e  i c h  mi c h g a n z  b es o n d ers b ei  m ei n e m  D o kt or v at er, 

Pr of.  Dr.  E c k h ar d L a m m ert b e d a n k e n, d er es mi r er m ö gli c ht h at, m ei n e D o kt or ar b eit  i n s ei n e m 

I nstit ut z u a bs ol vi er e n u n d mi c h st ets i n m ei n er wiss e ns c h aftli c h e n Ar b eit u nt erst üt zt h at.  

 

Ei n e b e ns o h er zli c h er D a n k g e ht a n Dr. B e n gt -Fr e d eri k  B el g ar dt f ür di e Ü b er n a h m e d es  

Z w eit g ut a c ht ers  u n d  f ür  s ei n e  hilfr ei c h e n  R ats c hl ä g e,  s ei n e  f a c hli c h e  E x p ertis e  u n d  di e 

k o nstr u kti v e Kriti k . 

 

M ei n e n a ufri c hti g e n D a n k m ö c ht e i c h J essi c a  u n d  K ersti n a uss pr e c h e n. I c h d a n k e e u c h 

f ür  di e  w u n d er v oll e  Z us a m m e n ar b eit,  e ur e  Hilfs b er eits c h aft  u n d  vi elf älti g e  U nt erst üt z u n g, 

s o w o hl  i n n er h al b als  a u c h  a u ß er h al b  d es  I nstit uts.  Es  w ar  mir  ei n e  gr o ß e  E hr e,  mit  e u c h 

g e m ei ns a m als Erst a ut ori n n e n ei n e wiss e ns c h aftli c h e Ar b eit p u bli zi ert z u h a b e n.  

 

Vi el e n  D a n k  a u c h  a n  all e  a n d er e n  Mit gli e d er  d es  e h e m ali g e n  " Al d h 1l 2  T e a ms " - 

D o mi ni k,  Oli v er  u n d  J a n a , f ür  e ur e n  w ert v oll e n  B eitr a g  z u  di es er  Ar b eit  u n d  di e  pr o d u kti v e 

Z us a m m e n ar b eit.  

 

Ei n b es o n d er er D a n k g e ht a n D a ni el E b er h ar d f ür s ei n e hilfr ei c h e n V ors c hl ä g e. S ei n e  

L ös u n gs a ns ät z e h a b e n mir i n vi el e n Sit u ati o n e n s e hr g e h olf e n.  

 

Ei n gr o ß er D a n k g e b ü hrt a u ß er d e m all e n Mit gli e d er n d es " L a m m er L a b " T e a m s - Li n d a, 

P a ul a , S y d n e y,  F a bi e n n e,  El e n a,  P hili p ,  D at,  L e o ni e u n d  a u c h  d e n  e h e m ali g e n  Mit ar b eit er n 

O k k a, L a ur a W ., A n n a, Sil k e O., L a ur a H., C ari na , H ai k o  u n d S ofi a . Vi el e n li e b e n D a n k f ür di e 

g e m ei ns a m e Z eit, di e t oll e Z us a m m e n ar b eit , di e l usti g e n M o m e nt e i m L a b or, di e a ufr e g e n d e n 

Mitt a gs p a us e n ,  d as  A nst o ß e n  a uf  all e  d e n k b ar e n  u n d  f estli c h e n  A nl äss e u n d  di e  



D a n ks a g u n g  
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u n v er g essli c h e n K ar n e v als - u n d W ei h n a c htsf ei er n. I c h w er d e mi c h st ets mit Fr e u d e a n di es e 

w u n d er v oll e Z eit z ur ü c k eri n n er n.  

 

Ei n  b es o n d er er  D a n k  g e b ü hrt  a u c h  d e m  t e c h nis c h e n  u n d  a d mi nistr ati v e n  S u p p ort  - 

A n dr e a, B ar b ar a,  Sil k e  J.,  Est h er  u n d  F at m a - f ür  e ur e  t at kr äfti g e  U nt erst üt z u n g  u n d 

Hilfs b er eits c h aft  i n  all e n  B el a n g e n  r u n d  u m  di e  Or g a nis ati o n  u n d  D ur c hf ü hr u n g  d er 

E x p eri m e nt e. O h n e e u c h w är e vi el es ni c ht m ö gli c h g e w es e n.  

 

Ei n h er zli c h er D a n k g e ht a u c h a n all e a kt u ell e n u n d e h e m ali g e n Mit gli e d er d es I nstit uts 

f ür V as k ul ar- u n d I ns el z ell bi ol o gi e a m D D Z , i ns b es o n d er e a n N a di n e , C eli n a, C ar oli n e, J e n nif er 

u n d Mi c h e al.  I c h w ei ß e ur e  G e d ul d u n d Hilfs b er eits c h aft s e hr  z u s c h ät z e n , w e n n i c h i n e ur e n 

R ä u mli c h k eit e n m al wi e d er n a c h et w as s u c h e  o d er e ur e Hilf e b e n öti g e.  

 

Z us ät zli c h m ö c ht e i c h Pr of. Dr. H a di -Al H as a ni, Pr of. Dr. R e gi n a E ns e n a u er, Dr. Ni c ol e 

R o c k el, Dr. S a bri n a  Z a n d er  u n d  all e n Mit gli e d er n  d es  Gr a d ui ert e n k oll e gs  " G R K 2 5 7 6 -Vi vi d " 

m ei n e n  h er zli c h e n  D a n k  a uss pr e c h e n. D i e z a hlr ei c h e n , g e m ei ns a m e n  A b e nt e u er,  d as 

k o nstr u kti v e F e e d b a c k u n d di e U nt erst üt z u n g i m V erl a uf d er J a hr e h a b e n di es e Z eit z u et w as 

B es o n d er e m g e m a c ht.  

 

Z u g ut er L et zt d a n k e i c h m ei n er F a mili e u n d m ei n e n Fr e u n d e n f ür i hr V erst ä n d nis, i hr e 

G e d ul d  u n d  b e di n g u n gsl os e  U nt erst üt z u n g  w ä hr e n d  d er g es a mt e n  Z eit.  E ur e  a uf b a u e n d e n 

W ort e i n s c h wi eri g e n Z eit e n h a b e n mir vi el b e d e ut et, u n d e u er Gl a u b e a n mi c h h at mi c h st ets 

u n g e m ei n m oti vi ert.  

 

I n gr o ß er D a n k b ar k eit u n d i n G e d e n k e n a n m ei n e Gr o ß elt er n,  

A. P elli gr a, R . V er d er a m e u n d C. P elli gr a. 




