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Abstract 
Insulin secretion is a fundamental process of pancreatic β‐cells required for the 

maintenance of glucose homeostasis. Fuel‐stimulated insulin secretion occurs in 

proportion to the rate of metabolism of fuel substrates, yet the signals generated by 

metabolism of these secretagogues are incompletely understood.  The increased burden 

placed on the β‐cell in conditions of obesity and insulin resistance often leads to 

dysregulation of stimulous‐secretion coupling. Therefore, better understanding of the 

metabolic events required for insulin release is likely to be helpful in development of 

more effective treatments for diabetes. 

Previous work in our lab revealed a critical role for the pyruvate‐isocitrate 

cycling pathway in glucose‐stimulated insulin secretion. It has been our hypothesis that 

this series of reactions plays a unique role in the β‐cell, and may be responsible for the 

generation of second‐messenger signals critical for insulin secretion in response to 

increased fuel metabolism. One of the intermediates in the pyruvate/isocitrate cycle is 

cytosolic 2‐oxoglutarate (2OG).  In an effort to better understand the components of the 

pyruvate‐isocitrate cycle and the signals that it generates, we initially focused our 

studies on the transporter protein responsible for the return of 2OG to the mitochondria, 

the 2‐oxoglutarate carrier (OGC). 
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OGC was overexpressed and suppressed in both rat insulinoma 832/13 β‐cells 

and islets, and effects on metabolism and insulin secretion were measured. While 

overexpression of the OGC failed to alter insulin secretion, its siRNA‐mediated 

suppression resulted in decreased insulin secretion in response to glucose, glutamine + 

BCH, and dimethyl‐2‐oxoglutarate. Suppression of OGC did not affect core pathways of 

fuel metabolism such as glucose usage, glucose oxidation or ATP production during 

glucose‐stimulated insulin secretion (GSIS) or glutamine oxidation or ATP production 

during amino acid‐stimulated insulin secretion (AASIS). Similar to previous findings, 

glucose‐induced NADPH production was determined to be decreased in response to 

OGC suppression, whereas NADPH production during AASIS in untreated cells was 

already much lower than for GSIS, and suppression of OGC failed to decrease NADPH 

further. 

As an additional approach to studying the role of 2OG metabolism in insulin 

secretion, we also investigated the mitochondrial enzyme glutamate dehydrogenase 

(Glud1). Overexpression of wild‐type Glud1 failed to alter insulin secretion in 832/13 

cells or in islets; however, suppression of Glud1 decreased both GSIS and AASIS, but 

did not affect dimethyl‐2OG‐stimulated insulin secretion.  The reduction in AASIS was 

most likely the result of reduced glutamine oxidation. In contrast, during GSIS, NADPH 

production was decreased by Glud1 suppression, similar to our observation with the 

OGC. 
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In summary, these data expand our understanding of the metabolic pathways 

necessary for insulin secretion, and support the idea of a common metabolic pathway 

required for fuel‐stimulated insulin release, including flux through the OGC, Glud1, and 

ICDc. However, while these data support the hypothesis that NADPH production is 

necessary for robust GSIS, it plays a less‐prominent role during AASIS, and most likely 

works in concert with additional coupling‐factors and signals. 
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1. Introduction  
Glucose homeostasis in the blood is achieved through a complex whole‐body 

regulatory system involving glucose‐sensing by the endocrine pancreas coupled to 

changes in glucose metabolism by peripheral tissues such as muscle, fat, and liver. In the 

fasted state, glucose levels in healthy individuals should be maintained below 100 mg/ 

dl (5.5mM) (1). However, because glucose is the obligate metabolic fuel for the brain 

under physiologic conditions (2), it is critical that plasma levels not drop below ~3 mM, 

as functional brain failure (seizure, coma) and death can potentially result (3). Thus, the 

body has evolved a multitude of systems to prevent this from occurring, including 

glucagon secretion from the pancreas, such that hypoglycemia in the absence of insulin 

injection is an uncommon clinical event (4). In contrast, in the fed (postprandial) state, an 

acute increase in plasma glucose levels triggers a strong insulin secretory response, 

rapidly bringing glucose levels under conrol.   Dysregulated hormone secretion from the 

pancreas leads to loss of glycemic control and overt diabetes (5). 

 

1.1 Islets of Langerhans 

The structures that make up the endocrine pancreas and are responsible for 

glucose‐sensing and regulation are the islets of Langerhans, first described by Paul 

Langerhans in 1869 (6), but established by Banting and Best to be the structures 

responsible for the secretion of the hormone insulin.  Banting and Best were also the first 
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to show that insulin was able to reverse hyperglycemia in rabbits, leading to its use in 

treatment of juvenile diabetes (7; 8). Islets are approximately 150uM in size (9), number 

~2 million within the human pancreas (10), and are made up of several different cell 

types, each responsible for secreting a different hormone. Delta cells secrete 

somatostatin (11), epsilon cells secrete ghrelin (12), and PP cells secrete pancreatic 

polypeptide (13). The two most abundant cell types in the islet are the α‐cells and β‐

cells.  α‐cells are found in the periphery of the islet, and under fasting conditions secrete 

the hormone glucagon, which opposes the actions of insulin by mobilizing glucose 

stores in liver (14). In contrast, a few dozen to a few thousand β‐cells make up the vast 

majority of the core of each islet (15) and are responsible for secreting the hormone 

insulin, which under normal conditions in the fed state is responsible for suppressing 

glucagon release, facilitating plasma glucose uptake into muscle and fat and suppressing 

gluconeogenesis in the liver (16).  

While β‐cells are exquisitely fine‐tuned for their role in glucose sensing, they are 

also a relatively fragile cell type. A number of genetic factors and metabolic 

perturbations can lead to β‐cell dysfunction or death, resulting in unregulated blood 

glucose and diabetes. In type 1 diabetes, autoimmune destruction of β‐cells renders an 

individual unable to produce their own insulin; type 1 diabetics must therefore manage 

their plasma glucose levels by injection of insulin. Two rare forms of monogenic 

diabetes, maturity‐onset diabetes of the young (MODY) and permanent neonatal 
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diabetes mellitus (PNDM), are thought to be cause by mutations in single genes, leading 

to both insulin‐dependent and insulin‐resistant diabetic outcomes (17). Gestational 

diabetes affects ~14% of all pregnant women, and is caused by increased insulin 

resistance in the mother, potentially foreshadowing the development of type 2 diabetes 

later in life (18). Finally, type 2 diabetes is closely linked to increased insulin resistance 

in the peripheral tissues and liver, often within the context of patient obesity and excess 

visceral abdominal fat.   

  

1.2 Pathogenesis of Type 2 Diabetes 

Advances in agriculture and food distribution systems have virtually eliminated 

hunger from modern societies, but at the same time allowed for the ingestion of 

carbohydrate‐ and fat‐rich food on an almost continual basis. This situation has led to a 

drastic increase in the rate of obesity, which is one of a group of physiologic risk factors 

known as the “metabolic syndrome” shown to correlate with increased occurrence of 

heart disease and type 2 diabetes. Indeed, there is a close relationship between these two 

diseases; many of the risk factors for coronary artery disease (CAD) are metabolic (19), 

and as the incidence of obesity over the past few decades has increased at epidemic 

rates, so too has the incidence of diabetes. Currently, more than a third of adults 20 years 

or older in the US are considered obese, and approximately 24 million people are 

thought to have diabetes, with 95% of these cases being type 2 diabetes (20). 
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In contrast to type 1 diabetes, a hallmark trait of type 2 diabetes is insulin 

resistance, which limits the therapeutic effect that insulin can have on facilitating 

glucose uptake in the peripheral tissues and limiting glucose production by the liver. 

During the course of the disease, as insulin resistance in these tissues gradually 

increases, there is an initial increase in β‐cell number, such that higher plasma insulin 

levels are achieved during glucose challenge. Because of this compensatory effect the 

majority of obese individuals are not diabetic (21). However, as the disease progresses, 

the β‐cells gradually become impaired in their ability to sense glucose and secrete 

insulin. The loss of normal GSIS marks the transition from the pre‐diabetic insulin‐

resistant state to full‐blown type 2 diabetes (22). Over time, β‐cell survival also begins to 

decrease, further exacerbating the problem of maintaining glucose homeostasis. 

It is for these reasons that investigation of β‐cell function is of primary 

importance, since better understanding of the mechanisms behind glucose‐sensing and 

insulin secretion would be assumed to facilitate development of treatment strategies that 

address the functional failure observed during progression of type 2 diabetes (23). 

 

1.3 Glucose-Stimulated Insulin Secretion from Pancreatic β-cells 

Within the pancreas, the islets are located immediately adjacent to blood vessels 

and arteries, allowing them to directly monitor plasma glucose levels (24). Multiple lines 

of evidence indicate that glucose‐sensing by the β‐cells within the islets is dependent 
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upon the actual catabolic breakdown of glucose (25), as non‐metabolizable forms of 

glucose fail to stimulate insulin secretion (26; 27). In the postprandial state, as plasma 

glucose levels rise, glucose enters the β‐cells through facilitated transport by the Glut2 

transporter, which has a higher Km than the Glut4 transporter (found in muscle and 

other cell types) and is therefore more sensitive to changes in glucose within the 

physiologic range (28). Once inside the β‐cell, glucose then becomes phosphorylated by 

glucokinase (hexokinase IV). Glucokinase (GK) has a higher Km for glucose than the 

other hexokinases and is therefore also more sensitive to changes in glucose 

concentration within the 5‐20mM range. Overexpression of GK in rat islets leads to 

increased insulin secretion under stimulatory conditions (29), which demonstrates the 

importance of the GK reaction in glucose‐sensing.  

Phosphorylation of glucose plays an important role in regulating glucose 

metabolism by trapping it within the cell and committing it to one of several metabolic 

fates, including breakdown through glycolysis or entry into the pentose phosphate 

shunt, which is thought to have very limited flux in beta‐cells (30). Breakdown of 

glucose through glycolysis in the cytosol and subsequent oxidation in the tricarboxylic 

acid (TCA) cycle within the mitochondrial matrix generates an increase in the ATP to 

ADP ratio, with additional ATP being generated through the oxidation of reducing 

equivalents (NADH, FADH2) by the electron transport chain in the mitochondrial inner 

membrane.  
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1.3.1 KATP-channel 

Production of ATP is thought to be a critical signal for stimulating insulin 

release.  The increase in the ATP to ADP ratio that occurs in response to an increase in 

glucose metabolism (Fig. 1) results in closure of ATP‐dependent potassium channels 

(KATP‐channel) on the plasma membrane, which are responsible for K+ ion efflux out of 

the cell (31). Once closed, positive charge builds up within the cytosol until the cell 

depolarizes, similar to a neuron (32). Depolarization of the cell results in opening of L‐

type voltage‐dependent calcium channels (33) on the plasma membrane, and subsequent 

influx of extracellular calcium and release of calcium from internal stores (34). These 

events in turn culminate with activation of CAM kinases and vesicle‐associated SNARE 

family members, followed by trafficking and partial binding of insulin vesicles to the 

plasma membrane, and insulin release (35‐37).  

The KATP‐channel is composed of two protein subunits: a regulatory subunit 

(SUR1 receptor) and an inward rectifying subunit (Kir6.2) (38; 39). Identification and 

cloning of the KATP‐channel led to characterization of mutations in these proteins in 

humans, which have been shown to influence insulin secretion and glycemic control (40; 

41). Mice heterozygous for functional Kir6.2 subunit show hypersecretion of insulin (42), 

while the SUR1 receptor is the site of action of the antidiabetic drugs tolbutamide and 
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glipizide, which act to stimulate insulin release through direct depolarization of the β‐

cell (43).  

Although regulation of GSIS by the KATP‐channel has been firmly established, 

multiple lines of evidence indicate that that the channel is not the exclusive control 

mechanism, and that other signals and molecular players are also involved. Indeed, 

SUR1‐/‐ mice are able to maintain some degree of regulation of insulin release and 

control of glucose homeostasis, demonstrating intact feeding‐stimulated insulin 

secretion (44). Within that context, glucose can still stimulate a 6‐fold change in insulin 

release in SUR1‐/‐ mice (45), as well as an increase in intracellular Ca2+ (46).  

 

1.3.2 Biphasic Insulin Secretion 

Glucose‐stimulated insulin secretion (GSIS) was observed several decades ago to 

occur in two temporal phases (47). Upon initial glucose stimulation there is a rapid 

increase in the rate of insulin release, which constitutes the “first phase” of GSIS. After 

10‐15 minutes, insulin release decreases to a moderately‐elevated secretion rate, marking 

entry into the “second phase” of GSIS, which can be sustained for several hours if 

elevated blood glucose levels persist (47). 

The different phases of insulin secretion are thought to be due, in part, to rate 

limiting steps between different pools of insulin‐containing granules within the β‐cell 

(48). Closure of the KATP‐channel triggers the first phase of GSIS, in which the 
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“immediately‐releasable” pool of insulin‐containing granules is secreted (49). 

Interestingly, while the β‐cell has an abundance of insulin secretory vesicles, it is the 

pool of newly‐synthesized insulin granules that appears to be the first released upon 

glucose stimulation (50). Only 10% of insulin granules in the β‐cell are docked at the 

plasma membrane in a readily‐releasable form (48), so first‐phase insulin secretion 

generally results in the release of less than 1% (~100‐150 granules) of the total granules in 

the cell (51).  

In the absence of glucose, direct depolarization of the β‐cell with high 

extracellular concentrations of K+ (30mM KCl) plus diazoxide (which locks the KATP‐

channel in the open state, allowing influx of K+) only triggers first‐phase insulin 

secretion (52). However, under these conditions the addition of stimulatory 

concentrations of glucose still leads to additional significant increases in insulin release 

(53) that do not involve a further increase in intracellular [Ca2+] (52). Instead, glucose 

metabolism is thought to generate non‐ATP coupling factors (54) that work to either 

amplify the actions of Ca2+ on exocytosis (55) or work in a Ca2+‐independent manner (56), 

to drive the second phase of insulin secretion.  

Second‐phase insulin secretion involves both docked and readily‐releasable 

insulin granules from the intracellular storage pool, and occurs at a rate of 5‐40 granules 

per minute over a period of hours (51). Ultimately, the amplifying signals that occur 

during second‐phase insulin secretion contribute to as much as 70% of total GSIS, and 
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are independent of the actions of the KATP‐channel (54). The rate‐limiting step in second 

phase secretion is postulated to be the conversion of readily‐releasable insulin granules 

to the state of immediate releasability (48), and, in a glucose‐dependent manner, can be 

altered by a number of agonists, including glucagon‐like peptide 1 and free fatty acids, 

which require a threshold level of glucose (~6mM) for their effects (57). However, the 

exact identity of the metabolically‐generated coupling factors responsible for second 

phase insulin secretion is still unknown (58), and is clearly a prerequisite for coherent 

development of diabetes therapies that target  β‐cell function (25). 

 

1.3.3 KATP-Independent Signals in GSIS 

Based on the fact that a wide range of metabolic events occur once a β‐cell 

undergoes fuel stimulation, it is not surprisingly that numerous factors in addition to 

ATP have been shown to correlate with changes in glucose metabolism, and have 

therefore been proposed to function as second messengers in insulin secretion, including 

cAMP (59; 60), reactive oxygen species (ROS) (61; 62), and TCA cycle intermediates such 

as succinate (63).   

GTP has been proposed as a coupling factor in insulin secretion (64). Produced 

by mitochondrial GTP succinyl‐CoA synthetase (GTP‐SCS), GTP makes an interesting 

candidate molecule because it is presumably generated in a 1:1 ratio with glucose flux 

through the TCA cycle, and would therefore be very sensitive to changes in glucose 
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metabolism. In that regard, suppression of GTP‐SCS impairs the increase in intracellular 

calcium that occurs during GSIS (64).  However, preliminary data from our group 

indicates that GTP production may actually decrease during GSIS, and in the current 

absence of any identified molecular targets for GTP in regulation of insulin secretion, 

more research will be required to firmly establish a role for this nucleotide. 

Another signaling model that has attracted much attention is the malonyl‐CoA/ 

LC‐CoA hypothesis. Here, fuel‐induced increases in malonyl‐CoA lead to inhibition of 

mitochondrial carnitine palmitoyl transferase (CPT1) and β‐oxidation, which results in 

buildup of free fatty acids and long‐chain acyl‐CoA (LC‐CoA) (65). Although LC‐CoA 

does not stimulate insulin secretion in the absence of glucose (57), free fatty acids mimic 

the KATP‐channel independent actions of glucose (53), and addition of LC‐CoA to 

permeabilized cells stimulates granule exocytosis (66). 

These observations have led to the idea that LC‐CoA could play a role in FA‐

induced potentiation of GSIS, possibly via involvement of the G‐protein coupled 

receptor GPR40 (67). Both long and medium chain fatty acids activate the GPR40 

receptor (68), which is specifically expressed in the β‐cell and has been linked to 

impaired glucose homeostasis in mice (69). Although GPR40‐/‐ mice have normal 

glycemic control and insulin secretion in response to glucose, they exhibit markedly 

reduced fatty acid potentiation of insulin release (70). Futhermore, overexpression of 

GPR40 in mice leads to increased insulin secretion in the presence of 11mM glucose plus 
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palmitate (71). It is thought that GPR40 signaling through the Gαq PLC pathway leads to 

generation of IP3, ultimately augmenting insulin secretion by triggering release of 

calcium stores from the ER (72). 

However, despite the evidence of a role for GPR40 signaling in insulin secretion, 

disruption of LC‐CoA generation by acute treatment with the LC‐CoA synthetase 

inhibitor triacsin C did not affect insulin secretion (73).  Decreasing malonyl‐CoA levels 

by overexpression of malonyl‐CoA decarboxylase (MCD) also did not impair GSIS (74). 

In this regard, these data indicate it is likely that GPR40 plays more of a role in 

exogenous nutrient‐sensing than in autocrine signaling through endogenous FFA 

production by the β‐cell. 

Another factor that has attracted a great deal of attention is the amino acid 

glutamate (75), which functions as a neurotransmitter in the central nervous system (76). 

The hypothesis that glutamate serves as a coupling factor in insulin secretion is 

supported by the observations that glutamate levels increase during GSIS, and that 

reduction of glutamate levels by overexpression of glutamate decarboxylase leads to 

impairment of GSIS (77). Furthermore, (discussed in more detail in chapter 4), 

glutamine, which can be converted into glutamate through the glutaminase enzyme in 

the cytosol, has been shown to stimulate insulin secretion in the SUR1‐/‐ mouse (78), 

which was used as a model for non‐metabolic triggering of first phase insulin secretion 

in order to identify regulators of second‐phase insulin release.  



 

 12

However, additional experiments have produced conflicting results regarding 

the role of glutamate as a coupling factor in the β‐cell.  Although addition of 16.7mM 

glucose in the presence of a depolarizing concentration of K+ is able to augment insulin 

release, addition of dimethyl‐glutamate or glutamine to normal rodent islets only 

weakly increases insulin secretion (79). Instead, insulin release is only increased further 

by the addition of leucine, which activates glutamate dehydrogenase (80) and allows 

entry of glutamate into the TCA cycle as 2OG.  These data indicate that glutamate alone 

in the absence of increased fuel metabolism is unable to alter insulin secretion in islets 

that have both subunits of the KATP‐channel intact, even in the context of β‐cell 

depolarization. Still, in light of the potential involvement of glutamate metabotropic 

receptors in insulin secretion (81), an independent role for the amino acid in augmenting 

insulin release cannot currently be ruled out. 

To date, no study has conclusively identified the KATP‐independent signal 

responsible for augmenting the second phase of insulin secretion. At best, only strong 

correlations have been made between changes in the levels of likely candidate molecules 

and altered GSIS. Therefore, our approach has been to focus on a set of specific 

metabolic pathways and linked enzymatic reactions in the β‐cell, using a combination of 

gene manipulation, metabolic flux analysis and static metabolic profiling to investigate 

their potential involvement in insulin secretion. 
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1.3.4 Flux through Pyruvate Carboxylase 

One of the clues we have as to which metabolic pathways may be important for 

generating the additional signals necessary for GSIS comes from the observation that β‐

cells have an unusually high expression of the mitochondrial enzyme pyruvate 

carboxylase (PC), and that the ratio of pyruvate flux into the TCA cycle through PC 

versus pyruvate dehydrogenase (PDH) is approximately equal (30; 82; 83). While 

pyruvate dehydrogenase (PDH) decarboxylates pyruvate for entry into the TCA cycle as 

the two‐carbon compound acetyl‐CoA, PC is responsible for the addition of a carboxyl 

group to pyruvate to form the TCA cycle intermediate oxaloacetate.  Flux through PC 

plays an important role in anaplerosis (replenishment of TCA cycle intermediates) and, 

in the liver, gluconeogenesis. However, while β‐cells have recently been shown to also 

express one of the other enzymes necessary for gluconeogenesis, PEPCK, they are 

considered non‐gluconeogenic (84), and have low levels of fatty acid synthase 

expression and rates of lipogenesis (85); therefore, flux through PC is thought to serve an 

alternative purpose. 

Instead, our lab and others have demonstrated that flux through PC and the 

closely‐related process of pyruvate cycling (described in section 1.4) are directly linked 

to metabolic pathways necessary for glucose‐sensing and insulin secretion (23; 86). It has 

previously been established that 13C‐glucose can be used to estimate pyruvate cycling/ 

anaplerotic substrate oxidation by analyzing the NMR spectra of glutamate isolated 
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from the cells (87). Using this approach, we have studied several immortalized clonal 

INS‐1 β‐cell lines (88) with different insulin secretion capabilities (89), and previously 

showed that pyruvate flux through PC, and not pyruvate oxidation via PDH, was  

correlated with the capacity for GSIS in variously glucose‐responsive INS‐1‐derived cell 

lines (90).  

Furthermore, directly increasing PC flux using dimethyl malate (DMM), or 

decreasing flux using the PC inhibitor phenyl acetic acid (PAA), was shown to lead to a 

corresponding increase or decrease in insulin secretion, respectively, in the most 

responsive cell line (832/13) (90). In contrast, no relationship between PDH flux and 

insulin secretion has been observed, as overexpression of PDH kinase or phosphatase 

were previously reported to change PDH activity without affecting insulin secretion 

(91).  

Surprisingly, suppression of PC with siRNA did not alter insulin secretion; 

however, this was revealed to be due to compensatory up‐regulation in the activity of 

the remaining PC protein by buildup of acetyl‐CoA (92). Instead, inhibition of PC with 

phenylacetic acid (PAA), which impairs the allosteric regulation of the enzyme by 

acetyl‐CoA (93), was shown to decrease GSIS both in cell lines and islets (90; 94; 95).  

Additional evidence for the importance of PC in insulin secretion comes from 

studies investigating the role of lipids in insulin secretion. Chronic lipid culture results 

in upregulation of genes involved in beta‐oxidation of fatty acids (96), potentially 
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increasing flux of glucose‐derived pyruvate through PC via increases in its allosteric 

activator acetyl‐CoA (97).  Within this context, lipid‐induced impairment of β‐cell 

insulin secretion is associated with impairment in the glucose‐induced increment in 

pyruvate cycling, and impaired insulin secretion could be rescued by the pyruvate 

cycling substrate DMM (98; 99). Pyruvate cycling and PC activity were also shown to be 

increased under conditions of chronic hyperglycemia (100) and in insulin resistant pre‐

diabetic ZDF rats (101), suggesting that increased cycling may be an intrinsic 

compensatory mechanism for enhancing insulin secretion in the presence of increased 

insulin resistance. 

Together, these observations define a critical role for PC flux and pyruvate 

cycling in glucose‐sensing and insulin secretion in both normal and disease states. 

 

1.4 Metabolic Events Downstream of PC 

While flux through PC has been shown to be important for insulin secretion, our 

working hypothesis is that one or more of the metabolic pathways downstream of PC 

ultimately generates the key ATP‐independent second messenger signal necessary for 

robust and sustained GSIS. Specific and unresolved questions include the following:  

first, which specific metabolic reactions are involved in generating secretion coupling 

factors? And second, what is the nature of the coupling factors and how do they engage 

with the secretory granules to elicit insulin secretion?    
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To address these questions, we have focused our studies on a group of metabolic 

pathways linked to PC flux termed the “pyruvate cycling reactions”, which include the 

pyruvate‐malate, pyruvate‐citrate, and pyruvate‐isocitrate cycling reactions. The first 

step in these reactions is the efflux of TCA cycle intermediates (malate, citrate, and 

isocitrate) through various mitochondrial transporter proteins out of the mitochondria 

and into the cytosol. Because each molecule of pyruvate converted into OAA by PC 

results in a net gain of two carbons within the mitochondria (four‐carbon OAA minus 

two CO2 produced during oxidation) and the TCA cycle is not a carbon sink, efflux of 

intermediates must occur to balance flux through PC. Once in the cytosol, these TCA 

cycle intermediates can either be reconverted into pyruvate (hence the collective name 

“pyruvate cycling reactions”) or directed to re‐enter the mitochondria again through the 

mitochondrial transporters. 

Our approach to studying the role of the pyruvate cycling reactions in the β‐cell 

has centered on altering the activity/ expression of cycling pathway components and 

observing the corresponding effects on GSIS. These studies have revealed that only one 

of the three pathways appears to play a critical role in stimulating insulin secretion (23). 

 

1.4.1 Pyruvate-Malate Cycling 

The pyruvate‐malate cycle (Fig. 2) involves transport of mitochondrial malate 

into the cytosol through the dicarboxylate carrier (DIC), with direct conversion of malate 
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into pyruvate via the cytosolic form of malic enzyme (ME1, or MEc). Malate levels have 

been shown to be increased during glucose‐stimulation of clonal β‐cells (92) or isolated 

rodent islets (102), and overexpression of malic enzyme in 832/13 cells slightly increases 

GSIS (103). However, this is likely simply through augmenting anaplerosis in general, as 

DMM potentiates GSIS in mouse islets lacking MEc, indicating that in this context 

malate import, not export, into the mitochondria through the DIC is occurring (103). 

Furthermore, although adenovirus‐mediated siRNA suppression of MEc was shown to 

decrease GSIS in 832/13 β‐cells (104), it failed to decrease insulin secretion in isolated rat 

islets (105). Finally, islets from MOD‐/‐ mice, which lack MEc, exhibit normal GSIS (105).  

Taken together, these observations suggest limited involvement of pyruvate‐

malate cycling in generating signals that regulate GSIS in an in vivo setting. However, it 

is important to note an alternative role has recently been suggested for this cycle. β‐cells, 

unlike other metabolically‐responsive cells such as myocytes or hepatocytes, cannot 

accommodate increased glycolytic flux by increasing glycogen or lactate production; 

instead, substrate cycling, such as through the pyruvate‐malate cycle, is thought to be 

necessary for allowing glycolytic and mitochondrial fluxes to increase in direct 

proportion to circulating levels of fuel secretagogues (106). Within that context, one of 

the isoforms of mitochondrial malic enzyme, ME2, is thought to interact with the PDH 

complex (107), making ME2‐derived pyruvate a better substrate for PDH, and 
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potentially enhancing the use of glutamine as a respiratory fuel by shunting glutamate‐

derived malate towards the formation of pyruvate.  

These findings suggest that malic enzymes and the pyruvate‐malate cycle can 

contribute to cycling pathways that control fuel‐stimulated insulin secretion, but there is 

currently no indication that these reactions are directly responsible for the generation of 

second messenger coupling factors. 

 

1.4.2 Pyruvate-Citrate Cycling 

In addition to malate, other TCA cycle intermediates also increase during GSIS, 

including citrate and isocitrate (92). These metabolites are transported into the cytosol 

through the mitochondrial citrate/ isocitrate carrier (CIC) (108). Transport through the 

CIC has been shown to be a critical step for GSIS, as inhibition of the carrier using 1, 2, 3‐

benzene‐tricarboxylate as well as siRNA‐mediated suppression resulted in reduced 

insulin secretion (109). However, transport through the CIC is linked to several different 

metabolic pathways, including pyruvate‐citrate cycling (Fig. 3) (109), fatty acid 

biosynthesis (110), and pyruvate‐isocitrate cycling. 

In pyruvate‐citrate cycling, cytosolic citrate is first converted into oxaloacetate 

via citrate lyase (CL), then malate, and finally into pyruvate through the actions of MEc. 

Similar to MEc, inhibition of CL using hydroxycitrate as well as siRNA‐mediated 
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suppression failed to decrease GSIS (111), which indicates the pyruvate‐citrate cycle is 

also not responsible for generating coupling factors necessary for insulin secretion. 

Alternatively, conversion of citrate into oxaloacetate (and acetyl‐CoA) is also the 

first step in the production of fatty acids; acetyl‐CoA is then converted into malonyl‐

CoA by acetyl‐CoA carboxylase (ACC1) and finally fatty acids by fatty acid synthetase 

(FAS), which can then in turn generate LC‐CoA. Acute inhibition of ACC with 5‐

(tetradecyloxy)‐2‐furioc acid (TOFA) failed to decrease GSIS (112); furthermore, there is 

no insulin secretion phenotype in either the FAS‐/‐ mouse (113) or in cells lacking FAS 

(111). As discussed previously in section 1.3.3, these results indicate the production of 

fatty acids does not play a role in regulating second phase GSIS and is not the critical 

second messenger signal generated by fuel metabolism. 

 

1.4.3 Pyruvate-Isocitrate Cycling 

Also downstream of CIC is the cytosolic NADP‐dependent enzyme isocitrate 

dehydrogenase (ICDc), which catalyzes the conversion of isocitrate to α‐ketoglutarate (2‐

oxoglutarate, 2OG) while reducing NADP+ to NADPH (Fig. 4). ICDc is somewhat 

unique in β‐cells, which show minimal flux through the pentose‐phosphate shunt, in 

that it is one of only a handful of enzymes capable of making cytosolic NADPH. 

Variations in production of NADPH have previously been positively correlated with 

GSIS, in a similar manner as flux through PC; furthermore, suppression of ICDc 
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significantly decreased GSIS and NADPH production in two clonal β‐cell lines (832/3 

and 832/13), similar to the effects of CIC suppression, and also reduced GSIS in isolated 

primary rat islets (114).  However, although these observations indicate an important 

role for the pyruvate‐isocitrate cycle and ICDc in GSIS and suggest that NADPH may be 

a potential second messenger signal (114; 115), these experiments were not able to 

determine the relative importance of the other product of the ICDc reaction, 2OG.  

Moreover, the reactions through which the pyruvate‐isocitrate cycle is completed in β‐

cells have not been identified.  Indeed, recycling of TCA cycle intermediates to pyruvate 

may not be entirely necessary for GSIS, as 2OG itself has been implicated as a direct 

secretagogue (116). 

2OG has several potential metabolic fates downstream of generation by ICDc, 

including direct conversion into other TCA cycle intermediates within the mitochondria, 

thereby completing a pyruvate‐isocitrate cycle (without regenerating pyruvate). 

However, for this to occur, ICDc‐derived 2OG must first be transported back across the 

inner mitochondrial membrane through the 2‐oxoglutarate carrier. 

 

1.4.4 The 2-Oxoglutarate Carrier 

The 2‐oxoglutarate carrier (OGC, SLC25A11) is part of a ~50‐member family (in 

humans) of mitochondrial transporters, which includes the dicarboxylate carrier (DIC), 

ATP/ADP carrier (AAC), and uncoupling proteins (UCP) (117). These proteins all share 
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a high sequence homology of three tandemly repeated ~100 amino acid peptide 

domains, and are responsible for the facilitated diffusion of solutes across the 

mitochondrial inner membrane. The carrier proteins are encoded by nuclear DNA, 

synthesized as non‐cleavable mature‐sized proteins, and enter the mitochondria through 

a different pathway than cleavable proteins (118‐120). They play an important role in, 

among other processes, oxidative phosphorylation, fatty acid oxidation, transfer of 

reducing equivalents, and modulation of nucleotide pools in the mitochondrial matrix. 

A number of diseases have been linked to mutations in various carriers including 

neonatal myoclonic epilepsy (SLC25A22) and Amish microcephaly (SLC25A19) (108). 

The OGC is found within the inner mitochondrial membrane and is an 

electroneutral carrier, along with the monocarboxylate, dicarboxylate, and tricarboxylate 

carriers. It has been observed to act functionally as a monomer, but rapidly cycle 

between monomeric and dimeric forms, with the homodimer highly favored at 

equilibrium (121‐123). The OGC is a bi‐directional anti‐porter, capable of transporting 

both 2OG and malate simultaneously in opposite directions, either into or out of the 

mitochondrial matrix. One of the main physiologic roles of the OGC in yeast is thought 

to be supply of 2OG for cytoplasmic biosynthesis of glutamate (124).  

Interestingly, as discussed in more detail below, all fuel secretagogues are 

capable of making 2OG (125); this has lead to the idea that in addition to direct 

metabolism, 2OG itself may play a signaling role in the β‐cell. Therefore, the OGC was 
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chosen for study because it sits at a critical junction in 2OG metabolism, with 

manipulations to the OGC either facilitating or preventing return of 2OG to the 

oxidizing environment of the mitochondria. Within that framework, our investigations 

focused on altering 2OG transport with the hope that it might give us a better 

understanding of the importance of 2OG metabolism in control of insulin secretion. 

1.5 Non-Glucose Fuel Secretagogues 

In addition to stimulation by glucose, insulin secretion from β‐cells can be 

induced or augmented in response to a wide variety of other compounds and 

substances.  

The amino acid arginine stimulates insulin secretion, but through non‐metabolic 

mechanisms. Instead, it directly depolarizes the β‐cell membrane (126), similar to high 

extracellular concentrations of potassium. 

As mentioned previously, fatty acids increase secretion in the presence of 

stimulating concentrations of glucose, through signaling via the GPR40 (68) receptor as 

well as altering glucose metabolism and pyruvate cycling (98). Similarly, the incretin 

hormones glucagon‐like peptide‐1 (GLP‐1) and glucose‐dependent insulinotropic 

peptide (GIP) can also augment insulin secretion in the presence of glucose. These 

hormones, which signal through G‐protein coupled receptor‐mediated cascades, are 

produced by the intestinal L‐cells or K‐cells, respectively, and are released during 

feeding (127); the GLP‐1 signaling pathway in particular has been targeted for 



 

 23

development of therapies that increase insulin secretion in type II diabetes, which 

include Exendin‐4 (GLP‐1 receptor agonist, based on the venom of the lizard Heloderma 

suspectum (128)) and inhibitors of DPP‐4 (which cleaves Exendin‐4 and GLP‐1) (129).  

Regarding metabolic fuel secretagogues, pyruvate is able to stimulate insulin 

secretion in clonal immortalized INS‐1 cell lines (832/13 and others), but is not a 

secretagogue in isolated islets (130). However, the sole reason for this appears to be that 

primary rat β‐cells do not express the pyruvate transporter on their plasma membrane 

(131).  Thus, metabolically, pyruvate alone is perfectly capable of stimulating insulin 

release in the β‐cell.  

Methyl esthers of TCA cycle intermediates, which are able to diffuse across cell 

and organelle membranes, are also effective as metabolic secretogogues, to varying 

degrees in cell lines and primary tissue. Dimethyl‐succinate stimulates insulin secretion 

in rat but not mouse islets, and is metabolized even more effectively in the presence of 

acetoacetate (which provides acetyl‐CoA for the citrate synthase reaction in the TCA 

cycle) (132). 

Dimethyl‐2OG (dm‐2OG) has mixed reports on its function as a secretagogue.  

Willenborg, et al. observed that 15mM dm‐2OG failed to stimulate insulin release in the 

absence of glucose (133). However, our lab and others (116) have used this compound to 

investigate insulin secretion in both immortalized β‐cell lines and islets, and find that it 
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is perfectly capable of triggering insulin release, although, as discussed later in chapter 

3, with varying effectiveness between the β‐cell lines and islets. 

Another non‐glucose fuel secretagogue is the amino acid glutamine. Upon 

exposure, extracellular glutamine enters the cytosol of the β‐cell and is converted to 

glutamate through the glutaminase reaction (also producing ammonia). Glutamate is 

then able to participate in a number of other reactions within the cytosol, or it can be 

transported into the mitochondria through the aspartate/ glutamate (Slc25A12, 

Slc25A13) or glutamate (Slc25A18, Slc25A22) carriers (134). However, at this point 

glutamine and glutamate by themselves are unable to stimulate insulin secretion above 

baseline levels; instead, the β‐cell must also be simultaneously exposed to compounds 

that activate the mitochondrial enzyme glutamate dehydrogenase (Glud1), which 

include the amino acid leucine or the non‐hydrolyzable leucine analogue BCH (2‐amino‐

2‐norbornane carboxylic acid). Activation of Glud1 allows conversion of glutamate to 

2OG (and vice‐versa), thereby opening the door to metabolism in the TCA cycle. It is 

unclear, however, what additional events are necessary for the full stimulatory effect of 

glutamine, and how these compare with glucose as a secretagogue.  

Interestingly, although Glud1 is found in all living organisms, only animal Glud1 

is regulated by a large and diverse range of metabolites and post‐translational 

modifications, which include inhibition by ATP, GTP, palmitoyl CoA, NADH, and 

ribosylation by SirT4 (135), balanced with activation by ADP and leucine (136). Such 
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tight regulation suggests a pivotal role for Glud1 in animal metabolism. As mentioned, 

activation of Glud1 is a requirement for glutamine‐stimulated insulin secretion in β‐

cells; additionally, activating mutations in Glud1, which eliminate inhibition by GTP, 

have been found to be responsible for neonatal hyperinsulinemia and abnormal insulin 

secretion in the presence of low concentrations of amino acids alone (137). For these 

reasons, Glud1 is an attractive target for investigating the processes responsible for 

insulin secretion. 

 

1.6 Project Goals 

In designing my thesis project investigating insulin secretion from pancreatic β‐

cells, the goal has been to expand upon previous research addressing two main areas. 

The first is determining the contributions of various metabolic pathways in stimulating 

insulin release from β‐cells. The second area is identification of the second‐messenger 

coupling factor(s) responsible for second‐phase ATP‐independent insulin secretion. 

To that end, my research initially investigated enzymes that were differentially 

expressed between high‐responding and low‐responding β‐cell lines, and covered a 

diverse range of metabolic processes including branched‐chain amino acid metabolism 

(Hibadh, Bdk), isomerase reactions in beta‐oxidation of fatty acids (Ech), and synthesis 

of monounsaturated fatty acids (Scd). However, while we are continuing to investigate 

other aspects of β‐cell metabolism, the bulk of my thesis project has focused on two 
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genes closely linked to the pyruvate cycling reactions, OGC and Glud1, and their roles 

in insulin secretion. 

My initial hypothesis for this project was that if the generation of either cytosolic 

or mitochondrial 2OG was the sole critical signal for insulin secretion, then OGC 

suppression would be presumed to leave either glucose‐ or glutamine‐insulin secretion 

unaffected, as each fuel directly produces 2OG in either cytosolic or mitochondrial 

compartments, respectively. Likewise, if cytosolic production of 2OG was important, 

dm‐2OG‐stimulated insulin secretion should also remain unaffected by OGC 

suppression. However, if OGC suppression reduced insulin secretion by all forms of fuel 

stimulation, this would indicate the entire pyruvate‐isocitrate cycling pathway as a 

whole needs to remain intact. Results of these studies are described in chapter 3. 

As a complementary extension to our interest in the role that 2OG metabolism 

plays in insulin secretion, I also investigated the effects of Glud1 suppression on both 

GSIS and AASIS, in a manner similar to the OGC studies. Here, I hypothesized that any 

effects of Glud1 suppression on AASIS would be due to decreased glutamine oxidation, 

while a reduction in GSIS would instead be due to decreased production of second 

messenger coupling factors, indicating that Glud1 plays a different but no less important 

role in insulin secretion in response to glucose metabolism. Results of these studies are 

discussed in chapter 4. 
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Ultimately, the end goal of this combined research was not only to better 

understand the role of these specific components and their reaction pathways during 

insulin secretion in response to different fuel sources, but also to use these approaches to 

better pinpoint the potential second messenger signals produced by these pathways and 

correlate changes in these candidate coupling factors with alterations in insulin 

secretion. 
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Figure 1: Mechanism of Glucose‐Stimulated Insulin Secretion 

Diagram showing the series of events necessary for GSIS, from Jensen, et al (23). Glucose 

is transported into the β‐cell through the Glut‐2 transporter, where it is then broken 

down through glycolysis in the cytosol, and oxidation in the TCA cycle within the 

mitochondria. Catabolism of glucose generates ATP, which increases the ratio of 

ATP:ADP and results in the closure of KATP‐dependent ion channels followed by cell 

depolarization, which then leads to opening of L‐type voltage‐dependent calcium 

channels, influx of calcium, and ultimately activation of Ca2+‐dependent secretion 

machinery and insulin release. However, multiple lines of evidence indicate that 

addition ATP‐independent coupling fators are also needed for the full secretion 

response, and are potentially generated through the pyruvate cycling reactions. 

 



 

 29

 

Figure 2: Pyruvate‐Malate Cycling 

Diagram showing the pyruvate‐malate cycling reactions, taken from Jensen, et al (23). 

Mitochondrial malate can be directly converted into pyruvate through the actions of 

mitochondrial malic enzyme (MEm). Alternatively, malate can be transported into the 

cytosol through the dicarboxylate carrier (DIC), and reconverted into pyruvate by 

cytosolic malic enzyme (MEc). 
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Figure 3: Pyruvate‐Citrate Cycling 

Diagram showing the pyruvate‐citrate cycling reactions, taken from Jensen, et al (23). 

Citrate and isocitrate are transported into the cytosol through the citrate/ isocitrate‐

carrier (CIC). Citrate can then be converted back into pyruvate through the actions of 

citrate lyase (CL), malate dehydrogense, and malic enzyme (MEc), while the acetyl‐CoA 

generated by the CL reaction can be used for the production of long chain‐CoA (LC‐

CoA). 
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Figure 4: Pyruvate‐Isocitrate Cycling 

Diagram showing the pyruvate‐isocitrate cycling reactions, taken from Jensen, et al (23). 

Cytosolic isocitrate is converted into α‐ketoglutarate (2OG) through the actions of 

cytosolic NADP‐dependent isocitrate dehydrogenase (ICDc). 2OG can then be 

transported back into the mitochondria through the OGC. Changes in ICDc expression 

and activity have previously been shown to alter NADPH production and insulin 

secretion; several potential mechanisms for these effects are shown. 
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2. Experimental Procedures 
Reagents—All reagents were purchase from Sigma‐Aldrich Chemical Company (St. 

Louis, MO), unless otherwise stated. 

Adenovirus construction and purification—For overexpression of the OGC, the OGC 

gene was first amplified from rat 832/13 β‐cell cDNA with the SuperScript™ III One‐

Step RT‐PCR System with Platinum Taq® High Fidelity (invitrogen) using the forward 

primer AATC‐GAATTC‐CAAAGCCGAGGGCCATCAAG containing an EcoR1 

restriction site and 4‐base leader sequence, and reverse primer AATC‐AAGCTT‐

TGGAAACCCTGGCACACGAG containing a HinDIII restriction site and 4‐base leader 

sequence. The PCR product (1020 bases) was gel purified using the Qiaex II Gel 

Extraction Kit (Qiagen), digested overnight at 37˚C using EcoR1 and HinDIII enzymes 

(Roche Applied Science), and ligated into EcoR1/ HinDIII double‐digested pAC.CMV 

plasmid, which was then used to construct the overexpression adenovirus, AdCMV‐

OGC, through co‐transfection of HEK293 cells with plasmid JM17, as previously 

described (138‐140). For overexpression studies of Glud1, the wild‐type Glud1 gene was 

cloned by Danhong Lu (Newgard Lab, Duke University), and used to create the Glud1 

overexpression adenovirus, AdCMV‐Glud1. For suppression of the OGC, oligos 

containing the target sequence GCAATTCTTGCTGGACTCA or 

CTAGCATCCTGAAGGCAGA were annealed and ligated into the plasmid vector FF805 

to generate adenoviruses Ad‐siOGC#1 and Ad‐siOGC#2, respectively, using the 
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methods previously described. For suppression of Glud1, oligos containing the target 

sequence CTACAAGTGTGCAGTGGTT or GACGTTTGTTGTTCAGGGA were similarly 

used to generate siRNA viruses Ad‐siGlud1‐1 and AdsiGlud1‐2, respectively. 

Adenoviruses were used to transduce HEK293 cells, which were scraped into 2ml of 

freeze‐thaw buffer (10mM Tris pH = 8.0, 1mM MgCl2) just prior to lysing (2 days after 

transfection). Samples were subjected to three freeze‐thaw cycles, then purified by CsCl 

gradient (1hr spin at 191,000 x g over layered 1.2, 1.33, and 1.45g/ml CsCl solutions), and 

dialyzed in 10,000 molecular‐weight cutoff cassettes (Pierce, Rockford, IL) in four 1‐liter 

changes of freeze‐thaw buffer at 4°C over two days. Virus titers were estimated by 

measuring OD and multiplying by 1 x 1012; all viruses had titers between 2 x 1012 and 5 x 

1013. Aliquots were stored in 10% glycerol at ‐80°C, and diluted prior to use in 

experiments (~0.2ul of 5 x 1012 virus / well of a 12‐well plate, for 832/13 cells). 

Tissue culture—The 832/13 β‐cell line (89), derived from INS‐1 insulinoma β‐cells (88), 

was used in these studies. Cells were cultured in RPMI 1640 medium containing 10% 

fetal bovine serum, 10mM sodium HEPES, 2mM glutamine, 1mM sodium pyruvate, and 

50μM β‐mercaptoethanol, without antibiotics, at 37°C in 5% CO2. For adenovirus 

transduction experiments, 832/13 cells were plated at a density of 5 x 106 cells/ 12‐well 

plate. The following day, cells were treated with purified virus for 16 hours, followed by 

culture for 3 additional days with the medium changed daily prior to assays, as 

previously described (111).   
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Islet experiments—Pancreatic islets were isolated from Sprague‐Dawley rats as 

previously described (141), with modifications (142). For adenovirus transduction 

experiments, immediately following isolation (day 0) islets were washed three times in 

RPMI incubation media (RPMI containing 8mM glucose, 10% fetal bovine serum, 

20U/ml penicillin, 20ug/ml streptomycin, and 0.05ug/ml amphotericin B (Gibco, 

Carlsbad, CA), then incubated overnight for 16 hrs in 500ul RPMI culture media 

containing adenovirus. The following morning (day 1), the islets were transferred to 3ml 

of new RPMI media. Media was changed again each morning for the next two days 

(days 2 and 3), with insulin secretion assays being conducted on the fourth day after 

transduction (day 4).  

Insulin secretion assays—Virus‐treated 832/13 cells were preincubated for 2 hours in 

Krebs‐Ringer bicarbonate (KRB) solution (4.38mM KCl, 1.2mM MgSO4, 1.5mM KH2PO4, 

129mM NaCl, 5mM NaHCO3, 3.11mM CaCl2, 10mM HEPES, and 0.25% BSA, pH = 7.4) 

containing 2mM glucose, then incubated for 2 hours in 2mM glucose, 12mM glucose, 

12mM glutamine, 12mM glutamine + 6mM BCH, or 12mM dm‐2OG. Afterwards, 

samples were collected for protein quantification and realtime PCR analysis, described 

below. For islets, insulin secretion was conducted by first incubating each islet treatment 

group together for 1 hr in 3‐5ml of KRB plus 2mM glucose. The islets were incubated in 

groups of 20‐30 in 500ul KRB buffer containing 2mM glucose, 12mM glucose (basal and 

stimulatory glucose), 12mM glutamine, 12mM glutamine + 12mM BCH (basal and 
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stimulatory glutamine), or a range of concentrations for dimethyl‐2‐oxoglutarate (2‐

12mM). Afterwards, islets were then used for measurements of insulin content, protein, 

and gene expression by realtime PCR. Insulin release from both cells and islets was 

quantified by radioimmunoassay (RIA) Coat‐a‐Count kit (DPC, Los Angeles, CA) as 

described previously (89; 143). 

Real time PCR—RNA was isolated from 832/13 cells using the Qiagen RNeasy Mini Kit 

(Qiagen, Germantown, MD) or from islets using the RNeasy Micro Kit, which included 

treatment of samples with DNase (Qiagen). Then 0.5‐1ug sample RNA was reverse 

transcribed using the iScript cDNA synthesis kit (BioRad, Hercules CA). Real time PCR 

was performed for OGC expression using iTaq SYBR Green Supermix with ROX 

(Biorad), containing 100nM forward primer AAAGCCCTGATTGGCATGAC and 

reverse primer ATGGAAGCAGCAGTGGTGAC. Glud1 expression was measured 

similarly, using forward primer ACGACCCCAACTTCTTCAAG and reverse primer 

TCACCTCATCCACACTCACG. Cyclophilin B was measured as an internal loading 

control, using forward primer CGGACAGCCGGGACAA and reverse primer 

TTCGATCTTGCCACAGTCTACAA. Measurements and analyses were performed on 

an ABI Prism 7000 Sequence Detection System. 

Protein and Insulin Content Measurements—For protein quantification, samples from 

832/13 cells and islets were collected and lysed by several freeze‐thaw cycles in Sigma 

M‐cell lysis buffer. Then total sample protein was measured using the Bio‐Rad protein 



 

 36

assay (Bio‐Rad, Hercules, CA). Insulin content was determined by addition of 0.1M 

acetic acid plus 0.1% BSA to samples, followed by brief sonication and one freeze‐thaw 

cycle. Samples were then diluted 1:50 in PBS, and insulin determined by RIA, as before. 

Western Blotting—Rabbit antisera against the rat OGC peptide fragment 

IQNMRMIDGKPEYKN was generated by Antagene, Inc. (Mountain View, CA).  For 

immunoblotting, mitochondria were first isolated from virus‐treated 832/13 cells using 

the Mitochondria Isolation Kit for Cultured Cells (Thermo Fisher Scientific, Inc.), and 

lysed in Cell LyticTM M Cell Lysis Reagent (Sigma) using three freeze‐thaw cycles. 50ug 

of protein per sample was separated on a 10% bis‐tris gel, transferred to a PVDF 

membrane, blocked for 1hr at RT in TBS plus 2% BSA, 0.05% TWEEN® 20 (Sigma), and 

incubated overnight at 4°C in antisera diluted 1:1000 in TBS plus 0.05% TWEEN® 20  and 

1% PVP.  Blots were washed in TBS, incubated at RT for 1 hr in 2˚ anti‐rabbit antibody 

(Sigma). Expression of Glud1 protein was also determined by western blotting of 

isolated mitochondria from control cells and cells transduced with adenovirus. 20ug of 

protein was loaded per sample, ran across a 4‐12% Bis‐Tris gel in MOPS buffer, run at 

200V for 50 minutes, and transferred to a PVDF membrane at 30V for 1 hr. Membranes 

were similarly blocked, washed, and incubated overnight at 4°C with rabbit anti‐bovine 

Glud1 Antibody (Cat. #G4000‐50, US Biological, Swampscott, MA), diluted 1:1,000 in 

TBS containing 0.05% Tween and 1% polyvinylpyrrolidine (PVP). After incubation, 

membranes were again washed twice in TBS at RT for 10 minutes, and incubated for 1hr 
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at RT in anti‐rabbit HRP (GE Healthcare) diluted 1:10,000 in TBS containing 0.05% 

Tween and 1% PVP. All blots were developed using the ECL detection system (GE 

Healthcare) and visualized on the VersaDoc 4000 Imaging System (Bio‐Rad). Results 

were normalized to the expression of VDAC‐1 (mouse monoclonal ab14734, abcam, 

Cambridge, MA), which was used as a mitochondrial protein loading control. 

2‐Oxoglutarate Carrier Transporter Assay—Virus‐treated 832/13 cells were washed 

with PBS, scraped into 1.5ml eppendorf tubes, and washed twice more with cold PBS + 

0.02% EDTA.  Supernatant was removed, and 650ul permeabilization buffer (100mM 

KCl, 22mM NaCl, 10mM K*HEPES, 1mM MgCl2, 5mM KHCO3) plus 13ul Saponin 

Solution (40mg hemolytic reagent Saponin (Sigma), 5.0ml H2O) was added to each tube 

to lyse the plasma membrane of the cells while leaving the mitochondria intact. Samples 

were left at RT for 25 minutes, then cell pellets were washed twice in permeabilization 

buffer without Saponin, and incubated at 37˚C in permeabilization buffer plus 12mM 

glutamic acid, 1mM malic acid, and 6mM BCH. Activated glutamate dehydrogenase in 

the intact mitochondria converted glutamate to 2‐oxoglutarate, which was then 

transported out of the mitochondria at a rate directly dependent on the amount of OGC 

present in the mitochondrial membrane. After 45 minutes, supernatant containing 

newly‐generated 2‐oxoglutarate was removed and combined with ICD reaction buffer 

(40mM MgCl2, 35mM NaHCO3, 100mM Na‐HEPES, 10% glycerol, 80uM NADPH, and 

.25U/ reaction NADP‐dependent Isocitric Dehydrogenase enzyme (Sigma)), based on the 
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ICD reaction used by Kanao, et al (144). Relative OGC transporter activity for each 

treatment was then determined by quantifying the rate of NADPH consumption by the 

ICD‐catalyzed reaction (2‐oxoglutarate to isocitrate) through kinetic measurements of 

the change in absorbance at 340nm. It is important to note that this in vitro assay forced 

the ICD reaction to run in the opposite direction from what is expected to occur in the 

intact β‐cell. 

Glud1 Activity Assay—The in vitro activity of Glud1 was measured using the following 

procedure adapted from Fujioka, et al (145). Mitochondria were first isolated from cells 

by dounce homogenization followed by centrifugation over a sucrose gradient (114), 

and lysed in homogenization buffer (10mM Tris‐acetate (pH = 8.0), 1mM EDTA, 0.5% 

Triton X‐100, 3.95ml H2O, pH to 8.0). Then, the rate of NADH consumption was 

measured in reaction buffer (20mM Tris‐Acetate (pH = 8.0), 50mM NH4Cl, 0.2mM 

NADH, 1mM EDTA, 0.5% Triton X‐100, 6mM BCH, and 1.4ml H2O), by recording the 

change in absorbance at 340nm after addition of 10mM 2‐oxoglutarate. 

Glucose usage—Glucose usage (glycolytic flux) in virus‐treated 832/13 cells was 

determined by incubation for 2 hrs in 0.75ml/well (12‐well plate) of 2mM or 12mM 

glucose with 0.06 Ci/mol 5‐3H‐glucose (GE Healthcare) added as tracer, as described 

previously (146). At the end of the incubation period, 500ul incubation media was 

collected and protein precipitated by addition of 200ul 10% TCA. Samples were 

centrifuged for 2 min at 12,000 x g, and 200ul of supernatant was transferred to a capless 
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eppendorf tube. The tube was then place in a scintillation vial containing 500ul H2O, and 

the system was capped and allowed to equilibrate overnight at 50°C. The following day, 

the eppendorf tubes were removed from the scintillation vials, and 5ml of scintillation 

fluid was added. The samples were then counted by liquid scintillation. Efficiency was 

determined by measuring the equilibration of 3H2O. 

Glucose Oxidation—Glucose oxidation was measured in virus‐treated 832/13 cells 

using a CO2 trapping system (147) , as previously described (109; 146). Cells were 

incubated in 0.5ml/ well (12‐well plate) of 2mM or 12mM glucose containing 0.5 Ci/mol 

U‐14C‐D‐glucose as tracer. At the end of the incubation period, 300ul of buffer was 

removed and transferred to a capless 500ul eppendorf tube, placed inside a scintillation 

vial containing 200ul 1M NaOH. A rubber stopped was used to cover the scintillation 

vial, and a syringe used to inject 100ul of 70% perchloric acid into the eppendorf tube, 

acidifying the sample. Samples were left at room temperature for 1 hr, then the rubber 

stopper and eppendorf tubes were removed. 5ml of Uniscint BD scintillation fluid 

(National Diagnostics, Atlanta, GA) was added to each tube, and samples were counted 

by liquid scintillation. 

Glutamine Oxidation—Oxidation of glutamine was measured similar to glucose, by 

incubation of cells for 2 hrs in KRB secretion buffer containing 12mM glutamine plus 

6mM BCH with [U‐14C] glutamine as a tracer (0.1 Ci/ Mol). Following the 2hr incubation, 

the buffer was removed and transferred to 600ul cup within a CO2 trapping system, 
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containing 200ul 1M NaOH at the bottom of a scintillation vial, with one vial per 

sample. The system was covered with a rubber stopper, the media was acidified with 

addition of 70% perchloric acid, and the vials placed on a shaker at RT. After 1 hr, the 

stoppers were removed along with the cup, and 5ml of high‐salt compatible scintillation 

fluid was added to each vial. Glutamine oxidation was then determined using liquid 

scintillation counting of 14C‐CO2 produced. 

MTS assay—Cell viability and general mitochondrial function were determined using 

the CellTiter 96® Proliferation Assay (Promega, Madison, WI). 20ul reagent was added to 

1ml of KRB buffer during the last hour of incubation phase of the insulin secretion assay. 

Then 200ul of each sample was used for measurement of absorbance at 490nm, with 

color change indicating reduction of the MTS tetrazolium compound. 

ATP and ADP—Measurements of ATP and ADP were determined using a Luciferase 

ATP assay (Sigma), as previously described (143; 148). Virus‐treated 832/13 cells on 6‐

well plates were stimulated with either low or high glucose, or glutamine or glutamine 

plus BCH. At the end of the 2hr incubation period, cells were washed in ice cold PBS 

and scraped into 1.5ml eppendorf tubes. Samples were briefly spun at ~1,000 x g to 

pellet the cells, the supernatant was removed, and the cell pellet snap‐frozen in a dry‐ice 

ethanol bath. Samples were then stored at ‐80°C prior to the assay. The cell pellet 

samples were then extracted with 100ul 0.3N PCA and left on ice for 30 minutes. 

Samples were neutralized with 2N KOH/ 0.5M triethanolamine, and again left on ice for 
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10 minutes to precipitate PCA prior to being centrifuged at 12,000 x g for 5 minutes at 

4°C. Then 10ul for taken to measure ATP, and 70ul of sample was used to measure ADP. 

For ATP measurements, ATP assay mix (Sigma) was dissolved in water then combined 

with assay buffer (Sigma) at a 1:3 ratio, and used at 100ul/ reaction plus 10ul ATP 

sample. Luminescence at 592nm was read several times over the course of 10 minutes. 

For ADP measurements, the 70ul ADP sample was combined with 50mM Tris (pH = 

8.0), 5mM MgCl2, 10mM NaMoO4, 10mM GMP, and 0.25U AMP‐sulfurylase (plus water 

up to 200ul total), which converts ATP to AMP. The reaction was run for 50 minutes at 

30°C, followed by 10 minutes at 95°C to inactivate the enzyme. After a 5 minute 

centrifugation at 12,000 x g, 100ul was used for a second reaction with 47mM Tris (pH = 

8.0), 47mM MgCl2, 38mM KCl, 0.5mM phosphoenol pyruvate, and 8U pyruvate kinase 

(plus water to 200ul total), which converts the remaining ADP to ATP. This reaction was 

run at 26°C for 30 minutes, followed by 95°C for 5 minutes. Then 100ul of the reaction 

was combined with 33ul ATP assay mix and 66ul ATP assay buffer, and luminescence 

was measured as before. 

NADPH assay—NADP+ and NADPH were measured in virus‐treated 832/13, as 

previously described (149) with modifications (92; 115). After GSIS or AASIS, cells from 

6‐well plates were washed with cold PBS, scraped into 1.5ml eppendorf tubes (on ice), 

centrifuged, and cell pellets stored at ‐80°C. Cell pellets were then thawed on ice and 

resuspended in 50ul 40mM NaOH plus 5mM cysteine. Samples were then briefly 
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sonicated and centrifuged for 1 minute at 10,000 x g at 4°C. Three 10ul aliquots of each 

sample with 0.3M HCl, 40mM NaOH, or 5mM cysteine added to each aliquot for 

measurements of NADP+, NADPH, or total NADP(H), respectively, as NADPH is 

destroyed by low pH and NADP+ is destroyed by high pH. Samples for NADPH and 

NADP+ determinations were incubated at 60°C for 15 min, while the sample for 

NADP(H) determination was kept on ice. Standards were treated in parallel. Cycling 

reagent comprised of 50mM imidazole, 50mM imidazole‐HCl, 5mM glucose‐6‐

phosphate, 7.5mM disodium 2‐oxoglutarate, 0.1mM ADP, 25mM ammonium acetate, 

0.1% BSA, 1.4U/ml Leuconostoc glucose‐6‐phosphate dehydrogenase, and 1.5U/ml beef 

liver glutamate dehydrogenase (pH = 7.0) were added, and samples were incubated for 

3 hrs at 37°C. The reaction was stopped by boiling samples for 3 min, followed by 

centrifugation at 10,000 x g for 10 min. The amount of 6‐phosphogluconolactone 

generated was determined through use of an indicator reaction; 50mM imidazole, 50mM 

imidazole‐HCl, 30mM ammonium acetate, 2mM MgCl2, 0.1mM EDTA, 300μM NADP+, 

and 0.5U/ml Torula yeast gluconate dehydrogenase was added to the cycling reactions, 

and absorbance was measured at 340nM following kinetic reaction completion. 

Measurements of Amino Acids—Amino acids were analyzed from virus‐treated cells 

after GSIS or AASIS by tandem mass spectrometry (MS/MS) with a Quattro Micro 

instrument (Waters Corporation, Milford, MA)(150; 151). The acidic conditions used to 

form butyl esters results in partial hydrolysis of glutamine to glutamic acid and 
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asparagine to aspartate. Accordingly, values reported as Glu/Gln or Asp/Asn measure 

the amount of glutamate or aspartate plus the contribution of the partial hydrolysis 

reactions of glutamine and asparagine, respectively. 

Statistical methods—Statistical differences were determined using Student’s t‐test (p< 

0.05). Data are presented as mean ± SEM, for n ≥ 3 separate experiments.  
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Table 1: DNA oligo sequences 

Oligo name Gene Use Sequence

SYBR, rSlc25a11, F OGC realtime AAAGCCCTGATTGGCATGAC

SYBR, rSlc25a11, R OGC realtime ATGGAAGCAGCAGTGGTGAC

KGC#1 Forward + EcoR1 OGC cloning AATCGAATTCAAAAGCCGAGGGCCATCAAG

KGC#1 Reverse+HinDIII OGC cloning AATCAAGCTTTGGAAACCCTGGCACACGAG

siKGC 192105 sense OGC siRNA GATCCCCGCAATTCTTGCTGGACTCATTCAAGAGA- 
TGAGTCCAGCAAGAATTGCTTTTTGGAAA

siKGC#1 antisense, 05 OGC siRNA AGCTTTTCCAAAAAGCAATTCTTGCTGGACTCATCT- 
CTTGAATGAGTCCAGCAAGAATTGCGGG

Forward siOGC-IDT1 OGC siRNA GATCCCCCTAGCATCCTGAAGGCAGATTCAAGAGA- 
TCTGCCTTCAGGATGCTAGTTTTTGGAAA

Reverse siOGC-IDT1 OGC siRNA AGCTTTTCCAAAAACTAGCATCCTGAAGGCAGATCT- 
CTTGAATCTGCCTTCAGGATGCTAGGGG

SYBR-Glud1 F Glud1 realtime ACGACCCCAACTTCTTCAAG

SYBR-Glud1 R Glud1 realtime TCACCTCATCCACACTCACG

siGlud1-IDT1, F Glud1 siRNA GATCCCCCTACAAGTGTGCAGTGGTTTTCAAGAGA- 
AACCACTGCACACTTGTAGTTTTTGGAAA

siGlud1-IDT1, R Glud1 siRNA AGCTTTTCCAAAAACTACAAGTGTGCAGTGGTTTCT- 
CTTGAAAACCACTGCACACTTGTAGGGG

siGlud1-IDT2, F Glud1 siRNA GATCCCCGACGTTTGTTGTTCAGGGATTCAAGAGA- 
TCCCTGAACAACAAACGTCTTTTTGGAAA

siGlud1-IDT2, R Glud1 siRNA AGCTTTTCCAAAAAGACGTTTGTTGTTCAGGGATCT- 
CTTGAATCCCTGAACAACAAACGTCGGG

Cyclo F, SYBR Cyclophilin realtime CGGACAGCCGGGACAA

Cyclo R, SYBR Cyclophilin realtime TTCGATCTTGCCACAGTCTACAA  
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Table 2: siRNA target sequences 

Sequence name Gene of Interest Sequence Target
siOGC1 2-oxoglutarate carrier GCAATTCTTGCTGGACTCA
siOGC2 2-oxoglutarate carrier CTAGCATCCTGAAGGCAGA
siGlud1-1 glutamate dehydrogenase CTACAAGTGTGCAGTGGTT
siGlud1-2 glutamate dehydrogenase GACGTTTGTTGTTCAGGGA  
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3. Flux through the Mitochondrial 2-Oxoglutarate Carrier 
is Required for Fuel-Stimulated Insulin Secretion 

Glucose‐stimulated insulin secretion (GSIS) from pancreatic islet β‐cells is 

dependent in part on pyruvate cycling through the pyruvate‐isocitrate pathway, which 

generates cytosolic α‐ketoglutarate, also know as 2‐oxoglutarate (2OG). To further 

understand the role of 2OG metabolism in insulin secretion, we investigated 

mitochondrial transport of 2‐oxoglutarate through the 2‐oxoglutarate carrier (OGC). 

Suppression of OGC expression in clonal pancreatic β‐cells (832/13 cells) and in isolated 

rat islets using adenovirus‐mediated siRNA transduction significantly decreased GSIS. 

Additionally, a greater reduction in GSIS was seen in islets after combined suppression 

of the OGC and the dicarboxylate carrier (DIC). OGC suppression also reduced insulin 

secretion in response to glutamine plus the glutamate dehydrogenase (GDH) activator 

BCH.  Glucose usage, glucose oxidation, glutamine oxidation or the increase in the 

ATP:ADP ratio were not affected by OGC knockdown. Suppression of OGC expression 

did result in a significant decrease in the NADPH:NADP+ ratio after stimulation with 

glucose, but not after stimulation with glutamine plus BCH. Finally, OGC suppression 

also reduced insulin secretion in response to stimulation with dimethyl‐2OG. These data 

therefore support the hypothesis that the OGC is part of common mechanism of fuel‐

stimulated insulin secretion, but indicate that NADPH production per se may not be a 

universal requirement for all β‐cell secretagogues. 
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3.1 Introduction 

Insulin secretion from pancreatic β‐cells occurs in response to catabolism of 

metabolic fuels, and is necessary for maintenance of plasma glucose homeostasis. 

Glucose‐induced increases in the cytosolic ATP:ADP ratio play an important role in 

triggering insulin release by closing ATP‐dependent potassium (KATP) channels (49), 

leading to a cascade of events involving cell depolarization, influx of calcium, and 

insulin vesicle binding with the plasma membrane. However, multiple lines of evidence 

have emerged in recent years that implicate additional signals derived from fuel 

catabolism in control of insulin secretion, which are independent of changes in 

ATP:ADP ratio (52; 152). As dysregulation of insulin secretion marks the transition from 

pre‐diabetes to overt hyperglycemia and type 2 diabetes, better understanding of these 

ATP‐independent signals is necessary to identify potential pharmacologic targets and 

facilitate development of new drug therapies.  

In β‐cells, anaplerotic entry of pyruvate into the TCA cycle through PC has been 

strongly correlated with glucose‐stimulated insulin secretion (GSIS) (90), and leads to 

mitochondrial efflux of citrate, isocitrate, and malate into the cytosol (30). Once in the 

cytosol, these metabolic intermediates can be reconverted into pyruvate through several 

reaction pathways, termed “pyruvate cycling reactions”. Extensive investigation by our 

lab has revealed that the pyruvate‐malate and pyruvate‐citrate cycles do not play a 
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major role in regulating insulin release (23; 105). Instead, suppression of cytosolic 

NADP‐dependent isocitrate dehydrogenase (ICDc), a key enzyme in the pyruvate‐

isocitrate cycle, significantly reduces insulin secretion (114), which indicates a key role 

for this reaction pathway in regulating insulin release. The products of the ICDc reaction 

are cytosolic NADPH, and α‐ketoglutarate, also know as 2‐oxoglutarate (2OG). 

Both NADPH and 2OG have been suggested as potential ATP‐independent 

coupling factors for insulin secretion. Interestingly, the most potent fuel secretogogues 

are all capable of generating 2OG (125), indicating its potential importance in stimulus‐

secretion coupling. Stimulation of β‐cells with a non‐glucose fuel secretagogue, 

glutamine plus leucine (leucine is an activator of glutamate dehydrogenase), results in 

direct conversion of glutamate to 2OG within the mitochondria and robust amino acid‐

stimulated insulin secretion (AASIS) (153). Even so, the contribution of 2OG metabolism 

to insulin secretion, either via direct influence as a coupling factor or maintenance of 

flux through various pyruvate cycling pathways, remains to be determined. 

Furthermore, the role of NADPH in regulating insulin secretion in response to non‐

glucose fuels is also unknown. 

Therefore, in the current study we used adenovirus transduction of 832/13 clonal 

β‐cells and isolated rat islets to either overexpress or suppress expression of the 2‐

oxoglutarate carrier (OGC, SLC25A11) (154; 155), and tested the hypothesis that 2OG 

transport through the OGC is necessary for robust GSIS and/ or AASIS. Furthermore, we 
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also investigated the effects of carrier suppression on cell metabolism, including 

NADPH production after stimulation with glucose or glutamine. Our results indicate 

that while the OGC is part of a common pathway of reactions necessary for insulin 

secretion in response to multiple fuel substrates (including glucose, glutamine, and 

dimethyl‐2‐oxoglutarate), production of NADPH may not be a universal signal for 

regulating insulin release. 

 

3.2 Results 

Overexpression of the OGC in 832/13 β‐cells and isolated rat islets fails to alter GSIS 

To investigate the role of 2OG transport in insulin secretion from β‐cells, 

recombinant adenovirus was used to overexpress the rat 2‐oxoglutarate carrier (OGC). 

Overexpression using virus AdCMV‐OGC resulted in a 10‐fold increase (p<0.05) in OGC 

mRNA expression in 832/13 β‐cells as compared to treatment with a virus 

overexpressing β‐galactosidase, AdCMV‐β‐Gal (Fig. 5a). OGC protein was also 

increased by 410 ± 54% (p<0.01) as observed by immunoblotting of mitochondrial 

extracts (Fig. 5b). As a further demonstration of OGC overexpression, transport of 2OG 

through the mitochondria was assayed using a linked reaction in cells permeabilized 

with the hemolytic reagent Saponin, as described in the methods section. 

Overexpression of the OGC resulted in an almost 5‐fold increase (p<0.05) in 2OG 

transport (Fig. 5c).  Despite this clear increase in OGC expression and activity in 
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AdCMV‐OGC‐treated cells, no effect on glucose‐stimulated insulin secretion from 

832/13 β‐cells was observed, as compared with AdCMV‐βGAL‐treated cells (p>0.7) (Fig. 

6). Similarly, while overexpression of the OGC in isolated rat islets greatly increased 

OGC mRNA (p<0.05) (Fig. 7a), no effects were observed on GSIS (Fig. 7b) 

 

Suppression of the OGC in 832/13 β‐cells reduces GSIS 

Treatment of 832/13 β‐cells with viruses Ad‐siOGC#1 and Ad‐siOGC#2 resulted 

in a dose‐dependent decrease in OGC mRNA levels, with maximal effects of 83 ± 6% 

(p<0.001) and 71 ± 10% (p<0.01) suppression at the highest viral doses used, respectively 

(Fig. 8b, Fig. 9b).  Suppression of the OGC using the most effective virus, Ad‐siOGC#1, 

resulted in a 65 ± 10% decrease (p<0.01) in the rate of 2OG transport through the 

mitochondria (Fig. 10a), and a corresponding 52.7 ± 4.3% decrease (p<0.001) in OGC 

protein expression as determined by immunoblot analysis (Fig. 8c). These viruses also 

caused a dose‐dependent reduction in glucose‐stimulated insulin secretion. At the 

highest dose, Ad‐siOGC#1 decreased GSIS by 56.8 ± 10.7% (p<0.05), while Ad‐siOGC#2 

decreased GSIS by 48.0 ± 14.3% (p<0.5), as compared to treatment with a scrambled 

control siRNA virus, Ad‐siControl (Fig. 8a, Fig. 9a). Suppression of the OGC also 

resulted in a 42.6 ± 9.5% (p<0.05) reduction in insulin secretion in response to high‐

glucose plus high‐KCl, while no difference was observed under low‐glucose plus high‐

KCl conditions (Fig. 10b). 
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Metabolic Assays of 832/13 β‐cells after suppression of OGC 

To determine if the effects of OGC suppression on GSIS were due to general 

alterations in metabolism, we next measured glucose usage, glucose oxidation, cell 

viability, and changes in the ratio of ATP:ADP before and after stimulation with glucose. 

After suppression of the OGC using siOGC#1 virus or siOGC#2 virus, no differences 

were observed in glucose usage (Fig. 11b), glucose oxidation (Fig. 11a), or cell viability 

as determined by MTS assay (Fig. 11c). A robust and similar increase in ATP:ADP ratio 

was observed in response to glucose stimulation in both Ad‐siOGC#1‐ and Ad‐

siControl‐treated cells (Fig. 11d). 

 

NADPH production after stimulation with glucose is reduced by OGC suppression 

Although no differences were observed in general metabolic function after 

suppression of the OGC, we reasoned that reduced 2OG transport could alter flux 

through the pyruvate‐isocitrate cycling pathway. Suppression of two components of this 

pathway, cytosolic isocitrate dehydrogenase (ICDc) and the citrate/ isocitrate carrier 

(CIC), has previously been shown to decrease the production of NADPH in concert with 

suppression of GSIS (109; 114). Here, suppression of the OGC resulted in a 23.0 ± 7.0% 

(P<0.05) reduction in the ratio of NADPH:NADP+ after stimulation with glucose (Fig. 
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12). These results are consistent with a role for impaired NADPH production in 

mediating the effects of OGC suppression on GSIS.  

 

Suppression of either ICDc or the OGC reduces glutamine‐stimulated insulin 

secretion 

To determine if other fuel secretagogues besides glucose share the same 

mechanism of stimulating insulin release, and to more thoroughly investigate the role of 

2OG metabolism and transport in insulin secretion, glutamine‐stimulated insulin 

secretion (AASIS) was investigated in 832/13 β‐cells. 

As a starting point, the effects of ICDc suppression on AASIS were studied, in 

part because the effects on GSIS had already been extensively characterized (114). 

Incubation of 832/13 cells with glutamine plus BCH resulted in robust insulin secretion 

comparable to glucose, while suppression of ICDc dramatically reduced both GSIS and 

AASIS to equal extents (Fig. 12b). These results suggest that glucose and glutamine are 

coupled to insulin secretion via a common metabolic pathway that includes cytosolic 

isocitrate dehydrogenase (ICDc). 

Likewise, suppression of the OGC using Ad‐siOGC#1 resulted in a 59 ± 14% 

(P<0.05) decrease in AASIS (Fig. 14a). This effect was achieved absent any impairment in 

the increase in the ATP:ADP ratio seen under stimulatory conditions (Fig. 14c), 

providing evidence of a KATP channel‐independent component to AASIS. Furthermore, 
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OGC knockdown caused no decrease in cell viability after stimulation with AASIS (Fig. 

14b) or in glutamine oxidation (Fig. 14d).  

NADPH production was also measured during AASIS. In comparison to glucose, 

stimulation of β‐cells with glutamine plus BCH did not substantially increase NADPH 

production, and failed to produce much more than a doubling in the NADPH:NADP+ 

ratio (Fig. 15a). Therefore, our ability to detect changes in NADPH after suppression of 

either the OGC or ICDc was greatly hindered. While no differences were observed in 

NADPH production during AASIS after OGC suppression, it is surprising that 

suppression of ICDc, which directly generates NADPH, also failed to produce 

measurable changes in the NADPH:NADP+ ratio despite the fact that AASIS was 

reduced equivalently with glucose (Fig. 15b). 

 

Insulin Secretion in islets after suppression of OGC 

To investigate whether the effects on GSIS and AASIS translated to primary cells, 

insulin secretion from isolated rat islets was measured after suppression of the OGC. 

Treatment with Ad‐siOGC resulted in a 71 ± 5% (p<0.001) decrease in OGC RNA as 

compared to Ad‐siControl‐treated islets (Fig. 16a); under these conditions, GSIS was 

reduced by 20 ± 5% (p<0.01) (Fig. 16b) and AASIS reduced by 23 ± 7% (p<0.05) (Fig. 16c). 

  

Insulin Secretion after suppression of both the OGC and the DIC 
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Because the effect on GSIS and AASIS was not nearly as substantial in islets as in 

832/13 cells, we hypothesized that primary cells may more metabolically flexible, and 

when necessary can place a greater emphasis on other mitochondrial transporters to 

complete pyruvate cycling, such as the dicarboxylate carrier (DIC). One possible route, 

shown in Fig. 19, is through the cytosolic conversion of 2OG first to OAA, and then to 

malate, which can enter the mitochondria through the DIC. 

Therefore, both the DIC and the OGC were independently and/ or 

simultaneously suppressed in 832/13 cells and isolated primary rat islets, and GSIS was 

measured. Suppression of the DIC alone in 832/13 cells failed to alter GSIS, and had no 

additive effect on the reduction in GSIS when simultaneously suppressed along with the 

OGC (Fig. 17c). In contrast, suppression of the DIC in islets reduced GSIS to a similar 

extent at suppression of the OGC (Fig. 18c). Most interestingly, the combined 

suppression of the DIC and the OGC in islets resulted in an additive decrease in GSIS 

(Fig. 18d), indicating that in islets these two carriers may provide independent 

mechanisms for organic acid transport across the mitochondrial membrane (Fig. 19), 

thereby affecting metabolic pathways necessary for insulin secretion. 

 

2OG‐stimulated insulin secretion 

To investigate the possibility that 2OG functioned as an extracellular autocrine or 

paracrine signaling molecule, insulin secretion was measured in response to dimethyl‐
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2OG (dm‐2OG), which is membrane permeable, as well as the sodium salt of 2OG (ss‐

2OG), which is a charged molecule in solution and therefore unable to cross the plasma 

membrane. In cells, increasing concentrations of dm‐2OG resulted in increased insulin 

secretion (Fig. 21a); however, the sodium salt form of 2OG failed to alter insulin release, 

regardless of the presence or absence of glucose (Fig. 20). 

In contrast to the cell lines, increasing concentrations of dm‐2OG in islets 

stimulated insulin release up to a concentration of ~2mM; however, beyond this 

concentration stimulation of insulin secretion was less and less pronounced, such that 

12mM dm‐2OG failed to increase insulin release substantially above basal levels (Fig. 

21b). Islet perifusion experiments revealed that stimulation with 12mM dm‐2OG did not 

stimulate second‐phase insulin secretion, in contrast to 12mM glucose, which stimulated 

both first‐ and second‐phase insulin release (Fig. 21c). 

Based on these data, it was my hypothesis that direct stimulation of islets with 

supra‐physiological levels of dm‐2OG resulted in the rapid decrease in some factor 

responsible for maintaining appropriate metabolic flux rates and insulin secretion. One 

such possible factor was the amino acid aspartate, which can combine with 2OG in 

cytosolic or mitochondrial aspartate aminotransferase reactions (GOT1 or GOT2, 

respectively) and has been observed to decrease in β‐cells during GSIS (156), suggesting 

that it may be a rate‐limiting step in an aspect of metabolism necessary for insulin 

release.  
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Therefore, I used two different approaches to test the hypothesis that pre‐loading 

β‐cells with aspartate would increase their responsiveness to dm‐2OG. First, islets 

stimulated with dm‐2OG were also given an equimolar amount of asparagine, with the 

idea being that aspartate (made from asparagine) would then be available in ample 

supply for the GOT1 or GOT2 reactions. However, although insulin secretion was 

increased slightly by the addition of asparagine, the effect was small (Fig. 22b). The 

other approach focused on the 832/13 cell line, which are normally cultured in 2mM 

glutamine. Here, glutamine is likely normally taken up by the cells and converted into 

glutamate through the actions of the glutaminase enzyme. In this context, it is possible 

that these relatively high persistent levels of glutamate then force the GOT1 and GOT2 

reactions to run in reverse, increasing the intracellular levels of aspartate and essentially 

“pre‐loading” the cell line with aspartate prior to glucose stimulation. Interestingly, 24 

hr culture in the absence of glutamate did lead to decreased dm‐2OG‐stimulated insulin 

secretion (Fig. 22a), although AASIS was not decreased. Additional investigation is 

therefore necessary to conclusively determine that reduced aspartate content was 

responsible for the effect on dm‐2OG‐SIS. 

Because dm‐2OG was such an effective secretagogue in the cell lines, I also 

measured 2OG‐stimulated insulin secretion after OGC suppression. As with GSIS and 

AASIS, suppression of the OGC also decreased insulin secretion in response to 2OG (Fig. 

23). 
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3.3 Discussion 

In this study, we investigated the role of 2OG transport in fuel‐stimulated insulin 

secretion from pancreatic β‐cells, using adenovirus transduction to transiently 

overexpress or suppress expression of the mitochondrial 2‐oxoglutarate carrier (OGC). 

Overexpression of the OGC failed to alter GSIS from either clonal β‐cells or isolated rat 

islets, indicating that flux through the carrier under normal conditions is likely not a 

rate‐limiting step in metabolism. 

In contrast, suppression of the OGC using two unique siRNA targeting 

sequences resulted in significantly reduced GSIS. However, no changes were observed 

in glucose usage, glucose oxidation, cell viability or ATP production. The lack of change 

in glucose oxidation and general mitochondrial function after OGC suppression 

suggests a metabolic separation of TCA cycle flux from pyruvate cycling. This concept is 

supported by the previous observation that two separate pools of pyruvate exist in the 

β‐cell (90), one that undergoes pyruvate cycling and one that is simply oxidized to meet 

energy needs. As β‐cells have a limited capacity to increase glycolytic flux by increasing 

glycogen or lactate production (106), a potential role for the pyruvate‐cycling reactions 

may be to shunt excess carbon away from oxidation. Within this paradigm, the changes 

in pyruvate cycling that occur during lipid overload (98; 99) may be necessary to prevent 
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immediate detrimental effects on oxidative metabolism, even though glucose sensing 

and insulin secretion then become inpaired. 

Suppression of the OGC also failed to decrease insulin release under conditions 

of low glucose plus a depolarizing concentration of KCl, which indicates that non‐

metabolic insulin secretion processes were unaffected. Instead, OGC suppression 

reduced insulin release in the presence of KCL plus high glucose, revealing that the 

carrier likely plays a critical role in the metabolic regulation of GSIS. With this result in 

mind, we proposed two potential explanations. The first was that decreased OGC 

transporter activity reduced either cytosolic or mitochondrial 2OG levels, thereby 

abrogating any signaling role the molecule might be playing in GSIS. An alternative 

hypothesis was that the entire pyruvate‐isocitrate cycling pathway as a whole needed to 

remain intact for GSIS, with the requirement that 2OG transport through the OGC 

needed to remain unhindered. 

To address these possibilities, both glutamine‐stimulated insulin secretion 

(AASIS) and dimethyl‐2OG‐stimulated insulin secretion were measured after OGC 

suppression. AASIS directly generates mitochondrial 2OG via anaplerotic flux of 

glutamate through glutamate dehydrogenase; in contrast, stimulation of cells with 

dimethyl‐2OG generates cytosolic 2OG. Suppression of the OGC reduced insulin 

secretion under both conditions, ultimately indicating that production of 2OG in any 

single compartment was unable to rescue insulin release; instead, in β‐cells the 



 

 59

pyruvate‐isocitrate pathway as a whole must remain intact, and requires unimpaired 

flux through the OGC. 

In islets, suppression of the OGC also reduced both GSIS and AASIS, indicating 

that the OGC plays a role in insulin secretion in vivo; however, the magnitude of the 

effect was less than what was seen in 832/13 cells. Greater reduction in GSIS in islets also 

required the simultaneous suppression of the dicarboxylate carrier. Based on these 

results, it is likely that islets retain the metabolic flexibility to bypass mandatory flux 

through the OGC, alternatively increasing flux through other mitochondrial carriers 

including the DIC or the oxodicarboxylate carrier (ODC), which is also capable of 

transporting 2OG (157). Additional research is needed to determine the contribution of 

these components to insulin secretion. 

Also unique to islets was the observation that dimethyl‐2OG failed to stimulate 

second‐phase insulin secretion. Especially intriguing is the fact that lower concentrations 

of dm‐2OG (~2mM) were more effective at stimulating insulin secretion than higher 

concentrations (12mM), which would explain some of the conflicting data in the 

literature reporting that dm‐2OG is not a fuel secretagogue (158). 

Our initial hypothesis to explain these data was that direct stimulation of islets 

with supra‐physiological levels of dm‐2OG resulted in a rapid decrease in the levels of 

the amino acid aspartate. Aspartate (along with asparagine, which is indistinguishable 

by mass spectrometry) is one of the few metabolites observed to decrease in β‐cells 
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during normal GSIS; therefore, it is possible that β‐cells must build‐up their levels of 

aspartate prior to stimulation with fuel secretagogues. Aspartate and 2OG are both 

substrates for the GOT1 and GOT2 enzymes, and may work in combination; Malaisse‐

Lagae, et al, previously reported that although L‐asparagine failed to stimulate insulin 

secretion by itself, it caused a dose‐dependent increase in secretion in the presence of 

leucine, BCH, or α‐ketoisocaproate (KIC, a transamination product of leucine) (159), all 

of which are closely involved in the production of 2OG. Furthermore, it has been known 

for some time that our insulin‐secreting cell lines must be cultured in a relatively high 

concentration of glutamine (2mM), in order to retain robust insulin secretion. Under 

these conditions, glutamine is likely converted into glutamate, which in turn might then 

be used to drive the production of aspartate through the GOT2 or GOT1 reactions. 

However, although removal of glutamine from the cell culture media for 24 hours 

reduced dm‐2OG‐SIS in 832/13 cells, it failed to reduce AASIS, which was presumed to 

also require 2OG flux through the GOT2 reaction, using aspartate. Furthermore, 

providing asparagine to islets during dm‐2OG‐SIS failed to substantially increase their 

secretion responsiveness. Additional investigation of the relationship between aspartate 

metabolism and GSIS, AASIS, and dm‐2OG‐SIS is therefore warranted.   

Finally, one of the key findings of this study was that both the OGC and ICDc 

appear to be part of a common pathway required for insulin secretion by multiple fuel 
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secretagogues, including glucose, glutamine, and dimethyl‐2OG. However, the question 

remains: what is the coupling factor(s) being produced by flux through this pathway? 

Multiple lines of evidence have suggested that NADPH may function as a 

signaling molecule in the β‐cell. Here, a significant reduction in glucose‐stimulated 

NADPH production was observed after OGC suppression, which supports previous 

observations with ICDc and CIC (109; 114).  However, no such changes in glutamine‐

stimulated NADPH production were observed after OGC or ICDc suppression. Instead, 

under normal conditions substantially less NADPH was produced during AASIS as 

compared to GSIS, even though insulin secretion was the same for both secretagogues. 

These data cast some doubt on the universal necessity of NADPH production for all 

forms of fuel‐stimulated insulin secretion.  

Alternatively, 2OG, which is also produced by ICDc in the pyruvate‐isocitrate 

cycling reactions, has also been suggested as a potential coupling factor in insulin 

secretion. While 2OG can be metabolized to succinate within the mitochondria, 

succinate itself does not stimulate insulin secretion (in mouse islets) (132). Furthermore, 

in BTBR mice, which are insulin resistant and hyperinsulinemic, but not in B6 mice 

(which are non‐hyperinsulinemic), KIC (which is linked to 2OG production through a 

reaction involving glutamate) elicits a dramatic insulin secretory response. The 

explanation for the this is that BTBR islets have a much higher glutamate content, and 

are therefore more effective at generating 2OG; when islets from both mice are 
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stimulated with dimethyl glutamate plus KIC, which should make both groups equally‐

effective at producing 2OG, insulin secretion (normalized to content) is the same (116). 

In another study, 2.7mM glipizide (which is used to close all ATP‐sensitive K+ 

channels) unexpectedly abolished the increase in NADPH:NADP+ ratio after 

stimulation with glucose or KIC; however, here KIC, but not glucose, still stimulated 

insulin secretion even though both secretagogues elevated calcium. Similarly, dimethyl‐

2OG also stimulated insulin secretion in the presence of glipizide, suggesting a potential 

2OG‐signaling role beyond simply being a product of the NADPH‐generating ICDc 

reaction. Interestingly, in the presence of glipizide, dimethyl‐2OG only stimulated a 

monophasic increase in insulin secretion in islets (although there was no indication of 

direct interaction of cytosolic 2OG on KATP‐channels), while glutamine + BCH stimulated 

a biphasic increase, and glutamine alone failed to stimulated insulin release (160). These 

data reveal that different secretagogues and different contexts of stimulation share both 

common and divergent metabolic pathways regulating insulin release, some of which 

may rely on production of 2OG. 

A potential mechanism for 2OG regulation of insulin secretion in the β‐cell is as a 

substrate for the α‐ketoglutarate hydroxylases. These enzymes can target hypoxia‐

inducible transcription factors (HIFs) promoting degredation and inactivation, and 

leading to enhanced oxidative metabolism through suppression of HIF‐regulated genes 

(161). However, the time course for such effects would be presumed to require a longer 
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period than the 2‐hour incubations used in our experiments; furthermore, our results 

indicate that a signaling role for 2OG cannot be the only critical event, since generation 

of either cytosolic or mitochondrial 2OG still failed to rescue insulin secretion after 

suppression of either the OGC or ICDc. 

Despite the presence of a shared pathway of fuel‐stimulated insulin secretion 

involving flux through ICDc and the OGC, these data call into question the suggestion 

of NADPH or 2OG as sole signaling molecules in insulin secretion, and reveal that the 

pyruvate‐isocitrate cycling pathway as a whole must remain intact for appropriate 

stimulus‐secretion coupling. This observation implies that substrate cycling through this 

pathway may produce either alternative or complimentary signaling molecules, which 

may work through shared or unique mechanisms. Although a common metabolic 

pathway for fuel‐stimulated insulin secretion has been identified, the precise identity of 

the coupling factors generated remains unknown. 
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Figure 5: Overexpression of the 2‐oxoglutarate carrier in 832/13 cells 

The 2‐oxoglutarate carrier was overexpressed in 832/13 insulinoma cells using 

adenovirus transduction. (A) Relative expression levels of the OGC as compared to 

control cells (ADCMV‐βGAL), measured by realtime PCR. (B) Representative western 

blot of OGC protein expression for AdCMV‐ βGAL cells and AdCMV‐OGC cells; 

expression levels of VDAC are shown as a loading control. (C) OGC activity for adCMV‐ 

βGAL cells and AdCMV‐OGC cells. Data for (A) and (C) represent the mean ± SEM for 3 

and 4 independent experiments, respectively. *p < 0.05 
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Figure 6: Effects of AdCMV‐OGC on GSIS in 832/13 cells 

The 2‐oxoglutarate carrier was overexpressed (AdCMV‐OGC) in 832/13 β‐cells, and the 

effects on GSIS were compared with overexpression of β‐galactosidase (AdCMV‐ 

βGAL). Data represent the mean ± SEM of three independent experiments. 
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Figure 7: Effects of AdCMV‐OGC on GSIS in islets 

The 2‐oxoglutarate carrier was overexpressed in isolated rat islets using AdCMV‐OGC. 

(A) RNA expression levels of the OGC were determined relative to islets treated with 

AdCMV‐βGAL using quantitative realtime PCR. (B) GSIS was measured by RIA after 

stimulation with low or high glucose. Data represent the mean ± SEM for 3 independent 

experiments. *p<0.05 
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Figure 8: Effects of OGC suppression on GSIS in 832/13 cells, using Ad‐siOGC1 

The OGC was suppressed in 832/13 cells using Ad‐siOGC1 in a dose‐dependent manner. 

(A) Increasing amounts (low, medium, high) of Ad‐siOGC1 dose‐dependently reduced 

GSIS relative to both a no virus control, and a scrambled siRNA virus control, Ad‐

siControl. (B) The effects of Ad‐siOGC1 on GSIS corresponded to decreased expression 

of OGC RNA. (C) At the highest dose, Ad‐siOGC1 decreased OGC protein expression. 

Data represent the mean ± SEM for 3 independent experiments. *p<0.05, **p<0.01 
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Figure 9: Effects of OGC suppression on GSIS in 832/13 cells, using Ad‐siOGC2 

The 2‐oxoglutarate carrier was also suppressed in 832/13 cells using Ad‐siOGC2, which 

targeted a different region of the OGC RNA transcript than Ad‐siOGC1. (A) Similar to 

Ad‐siOGC1, increasing amounts (low, medium, high) of Ad‐siOGC2 also dose‐

dependently reduced GSIS relative to the no virus and Ad‐siControl treatments. (B) 

OGC RNA expression was significantly decreased by treatment with Ad‐siOGC1, in a 

dose‐dependent manner. Data represent the mean ± SEM for 3 independent 

experiments. *p<0.05, **p<0.01 
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Figure 10: Effects of OGC suppression on 2OG transport  
and KCl‐stimulated insulin secretion 

The OGC was suppressed in 832/13 cells using Ad‐siOGC1, and 2OG transport and KCl‐

stimulated insulin secretion were measured. (A) 2OG transport across the mitochondria 

was measured using an in vitro assay. (B) KCl‐stimulated insulin secretion was 

determined in the presence of low or high glucose. Data represent the mean ± SEM of 4 

or 3 independent experiments, respectively. Comparisons were made between Ad‐

siControl and Ad‐siOGC1 for each stimulation condition. *p<0.05   
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Figure 11: Effects of OGC suppression on glucose oxidation, glucose usage, cell 
viability (MTS conversion), and ATP production 

The OGC was suppressed in 832/13 cells, and the effects on a number of metabolic 

parameters were determined. (A) Glucose oxidation and (B) glucose usage (glycolytic 

flux) were measured after treatment with Ad‐siOGC1 or Ad‐siOGC2, relative to Ad‐

siControl. (C) Cell viability was determined through measurements of MTS conversion, 

after treatment with Ad‐siOGC1. (D) The fold‐change increase in the ATP:ADP ratio 

after stimulation with glucose was measured after treatment with Ad‐siOGC1, and 

compared with a no virus control and the Ad‐siControl. Data represent the mean ± SEM 

of 4, 3, 3, and 3 independent experiments, respectively. There were no significant 

differences between any of the groups tested. 
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Figure 12: Effects of OGC suppression on NADPH production 

The OGC was suppressed in 832/13 cells using Ad‐siOGC1, and the effects on the 

NADPH:NADP+ ratio before and after glucose stimulation were determined. Data 

represent the mean ± SEM of 4 independent experiments. *p<0.05 
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Figure 13: Effects of ICDc suppression on GSIS and AASIS 

Insulin secretion in response to glucose (GSIS) or the amino acid glutamine (AASIS) was 

measured after suppression of the cytosolic NADP‐dependent enzyme isocitrate 

dehydrogenase (ICDc). (A) Expression levels of ICDc RNA after treatment with virus 

Ad‐siICDc, relative to the control virus Ad‐siControl. (B) GSIS and AASIS after ICDc 

suppression. Data represent the mean ± SEM of 3 independent experiments. 

Comparisons were made between Ad‐siControl and Ad‐siICDc for each stimulation 

condition.  **p<0.01, ***p<0.001  
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Figure 14: Effects of OGC suppression on AASIS, cell viability and ATP 
production after glutamine stimulation, and glutamine oxidation 

The effects of OGC suppression on (A) glutamine‐stimulated insulin secretion, (B) cell 

viability (MTS conversion) after stimulation with glutamine, (C) the fold change increase 

in the ATP:ADP ratio during AASIS, (D) and glutamine oxidation were measured. Data 

represent the mean ± SEM of 8, 3, 3, and 3 independent experiments, respectively. 

*p<0.05 
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Figure 15: NADPH production during GSIS and AASIS, and effects of 
OGC and ICDc suppression during AASIS 

The effects of OGC suppression and ICDc suppression on NADPH production during 

glutamine‐stimulated insulin secretion were determined. (A) Comparison of NADPH 

production (ratio of NADPH:NADP+) in 832/13 β‐cells stimulated with low glucose, 

high glucose, glutamine alone, and glutamine + BCH. (B) Comparison of NADPH 

production during AASIS for Ad‐siControl, Ad‐siOGC1, and Ad‐siICDc treatments. 

Data represent the mean ± SEM for 3 independent experiments. *p<0.05 
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Figure 16: Suppression of the OGC in isolated rat pancreatic islets 

The OGC was suppressed using Ad‐siOGC1 in isolated rat pancreatic islets, and the 

effects on GSIS and AASIS were observed. (A) Expression of OGC RNA after treatment 

with Ad‐siOGC1, relative to Ad‐siControl. (B) GSIS and (C) AASIS in islets after OGC 

suppression. Data represent the mean ± SEM of 5, 5, and 4 independent experiments, 

respectively. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001



 

 76

 

 

A

Ad-siControl Ad-siDIC Ad-siOGC Ad-siOGC + 
Ad-siDIC

μU
 In

su
lin

/
m

g 
pr

ot
ei

n,
 2

hr
s

0.0

0.4

0.8

1.2

Ad-
siControl

Ad-
siOGC

Ad-siOGC +
Ad-siDIC

R
el

at
iv

e 
O

G
C

 E
xp

re
ss

io
n

0.0

0.4

0.8

1.2

R
el

at
iv

e 
D

IC
 E

xp
re

ss
io

n

Ad-
siControl

Ad-
siDIC

Ad-siOGC +
Ad-siDIC

B

C

** **
** **

0

500

1000

1500

2000

2500 2mM glucose
12mM glucose

* *

A

Ad-siControl Ad-siDIC Ad-siOGC Ad-siOGC + 
Ad-siDIC

μU
 In

su
lin

/
m

g 
pr

ot
ei

n,
 2

hr
s

0.0

0.4

0.8

1.2

Ad-
siControl

Ad-
siOGC

Ad-siOGC +
Ad-siDIC

R
el

at
iv

e 
O

G
C

 E
xp

re
ss

io
n

0.0

0.4

0.8

1.2

R
el

at
iv

e 
D

IC
 E

xp
re

ss
io

n

Ad-
siControl

Ad-
siDIC

Ad-siOGC +
Ad-siDIC

B

C

** **
** **

0

500

1000

1500

2000

2500 2mM glucose
12mM glucose

* *

Ad-siControl Ad-siDIC Ad-siOGC Ad-siOGC + 
Ad-siDIC

μU
 In

su
lin

/
m

g 
pr

ot
ei

n,
 2

hr
s

0.0

0.4

0.8

1.2

0.0

0.4

0.8

1.2

Ad-
siControl

Ad-
siOGC

Ad-siOGC +
Ad-siDIC

R
el

at
iv

e 
O

G
C

 E
xp

re
ss

io
n

0.0

0.4

0.8

1.2

0.0

0.4

0.8

1.2

R
el

at
iv

e 
D

IC
 E

xp
re

ss
io

n

Ad-
siControl

Ad-
siDIC

Ad-siOGC +
Ad-siDIC

B

C

** **
** **

0

500

1000

1500

2000

2500 2mM glucose
12mM glucose

* *

0

500

1000

1500

2000

2500 2mM glucose
12mM glucose

* *

 

Figure 17: Suppression of the OGC and DIC in 832/13 cells 

The 2‐oxoglutarate carrier (OGC) and the dicarboxylate carrier (DIC) were 

independently and simulataneously suppressed in 832/13 β‐cells. (A) OGC RNA 

expression and (B) DIC RNA expression after treatment of cells with Ad‐siOGC or Ad‐

siDIC, relative to Ad‐siControl. (C) GSIS after treatment with Ad‐siControl, Ad‐siDIC 

alone, Ad‐siOGC alone, or Ad‐siDIC + Ad‐siOGC together. Data represent the mean ± 

SEM of 3 independent experiments. *p<0.05, **p<0.001 
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Figure 18: Suppression of the OGC and DIC in islets 

The OGC and DC were independently and simultaneously suppressed in isolated rat 

pancreatic islets. (A) OGC RNA expression after treatment with Ad‐siOGC and Ad‐

siOGC + Ad‐siDIC, and (B) DC RNA expression after treatment with Ad‐siDIC and Ad‐

siOGC + Ad‐siDIC, relative to Ad‐siControl. (C) GSIS after treatment with Ad‐siOGC or 

Ad‐siDIC alone. (D) GSIS after Ad‐siOGC + Ad‐siDIC together; Ad‐siControl treatment 

was matched for virus titer. Data represent the mean ± SEM of 3 independent 

experiments. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001   
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Figure 19: Potential alternative route of 2OG cycling in islets 

Diagram showing an alternative route of 2OG‐cycling in islets, bypassing mandatory 

flux through the OGC. Here, cytosolic 2OG is first converted into oxaloacetate (OAA) 

through the GOT1 transaminase. However, since mammalian mitochondrial do not 

contain transporters for OAA, conversion into malate by malate dehydrogenase (MDH1) 

must occur. Malate can then be transported into the mitochondrial through the DIC. 
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Figure 20: Insulin secretion after stimulation with the sodium‐salt of 2OG 

The effects of the sodium‐salt of 2OG (ss‐2OG) on insulin secretion were measured from 

untreated 832/13 β‐cells. The stimulation conditions included: (bar 1) no ss‐2OG, 2mM 

glucose, (bar 2) no ss‐2OG, 12mM glucose, (bar 3) 2mM ss‐2OG + 12mM glucose, (bar 4) 

12mM ss‐2OG, no glucose. Data represent the mean ± SEM for 3 independent 

experiments.   
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Figure 21: Effects of dm‐2OG on insulin secretion from 832/13 β‐cells 
and isolated rat islets 

The stimulatory effects of dimethyl‐2‐oxoglutarate (dm‐2OG) on insulin secretion from 

832/13 β‐cells and isolated islets were determined. (A) Dose‐dependent effects of dm‐

2OG alone on insulin secretion from 832/13 β‐cells, and (B) isolated islets. (C) Insulin 

secretion from rat islets perifused with either 12mM glucose alone or 12mM dm‐2OG. 

Data represent the mean ± SEM of 3 independent experiments. *p<0.05 
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Figure 22: Effects of 24hr culture in glutamate (832/13 cells) or 
asparagine (islets) on dm‐2OG‐stimulated insulin secretion 

The effects of 24hr culture of 832/13 cells with or without 2mM glutamate or isolated rat 

pancreatic islets with or without equimolar asparagine were determined on dm‐2OG‐

stimulated insulin secretion. (A) 832/13 β‐cells were cultured for 24hr in the presence or 

absence of 2mM glutamate. Then insulin secretion in repsonse to 2mM, 6mM dm‐2OG, 

12mM glutamine and 12mM glutamine + 6mM BCH was measured. (B) Isolated islets 

were cultured for 24hr in 0mM, 2mM, 6mM, or 12mM asparagine, and dm‐2OG‐

stimulated insulin secretion was measured. Data represent the mean ± SEM of 3 

independent experiments. *p<0.05 
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Figure 23: Effects of OGC suppression on dm‐2OG‐stimulated insulin 
secretion 

The effects of OGC suppression on dm‐2OG‐stimulated insulin secretion were 

determined in 832/13 β‐cells. OGC expression was reduced using Ad‐siOGC1, and 

insulin secretion in response to 2mM glucose (basal conditions) or 12mM dm‐2OG 

(stimulatory conditions) was measured. Data represent the mean ± SEM for 3 

independent experiments. **p<0.01 
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4. Glutamate Dehydrogenase Plays a Necessary Role in 
Both Glucose- and Glutamine-Stimulated Insulin 
Secretion 

Glutamate dehydrogenase (Glud1) activity is allosterically regulated by a wide 

range of factors in animals, and plays a key role in metabolism in pancreatic β‐cells. 

Activation of Glud1 is a requirement for insulin secretion in response to glutamine, but 

the metabolic signals necessary for the full secretion response remain unknown. 

Therefore, we investigated the role of Glud1 in glutamine‐(amino acid) stimulated 

insulin secretion (AASIS) as well as glucose‐stimulated insulin secretion (GSIS). 

Adenovirus‐mediated siRNA suppression of Glud1 in clonal pancreatic beta‐cells 

(832/13) and isolated rat islets resulted in a significant decrease in both AASIS and GSIS. 

The effect on AASIS was attributed to a significant decrease in glutamine oxidation, but 

no changes in glucose usage or glucose oxidation were observed after Glud1 

suppression during GSIS in 832/13 cells. Instead, the ratio of NADPH:NADP+ was 

decreased during GSIS. Interestingly, the increase in glutamate/ glutamine levels usually 

observed during GSIS was also decreased by Glud1 suppression. These data indicate 

that Glud1 plays a critical role in both AASIS and GSIS, but likely by affecting different 

aspects of the secretory mechanism for each fuel source. 
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4.1 Introduction 

Insulin secretion from pancreatic β‐cells occurs in response to increased 

metabolism of fuel substrate, including glucose and glutamine. While generation of ATP 

is known to be necessary for triggering insulin release, much less is known regarding the 

ATP‐independent signals responsible for long‐term potentiation of secretion (152).  

Neonatal hyperinsulinism (HI) is a potentially life‐threatening disease 

characterized by excessive release of insulin and elevated plasma ammonia levels 

(hyperammonia, HA) (137). HI/HA patients are hyper‐responsive to leucine, and are 

susceptible to hypoglycemia following high‐protein meals (162). An important link has 

been demonstrated in these patients between excessive insulin secretion and activating 

mutations in the enzyme glutamate dehydrogenase (Glud1) (137) that lead to 

dysregulation and loss of inhibition to GTP or ATP (163).  

In humans, only a single species of Glud1 cDNA has been found so far, coded by 

13 exons, but DNA southern and cytogenic analyses indicate the presence of a human 

Glud gene family: pseudogenes Gludp2‐5; 2 and 3 are truncated forms of Glud1 

containing exons 2‐4; Gludp4 and 5 are similar to the 3’ part of Glud1 cDNA and were 

likely generated by retrotransposition. All human Glud pseudogenes 2‐5 have diverged 

recently in evolution (164), but it is unclear what role, if any, these play in physiology 

and metabolism. 
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Glud1, however, plays a very important role in metabolism. It is localized to the 

inner mitochondrial matrix, and catalyzes the reversible deamination of L‐glutamate to 

2‐oxoglutarate using NADP+ as the coenzyme (165). Although Glud1 is thought to 

normally be inhibited in the non‐stimulatory state, insulin release is known to be 

regulated by a number of factors that also modify activity of Glud1 (166), and multiple 

lines of evidence reveal an important role for Glud1 in insulin secretion.  

Activation of Glud1 by leucine or the non‐hydrolyzable leucine analogue BCH 

(beta‐2‐aminobicyclo(2.2.1)‐heptane‐2‐carboxylic acid) is a prerequisite for insulin 

secretion in response to glutamine, which by itself fails to stimulate insulin release from 

normal β‐cells despite being converted into glutamate (167). Ultimately, the stimulatory 

effects of glutamine on the β‐cell are directly correlated with increased glutamine 

oxidation, which is only possible after activation of Glud1 allows glutamine‐derived 

carbon to enter the TCA cycle (as 2OG).  

Overexpression in Cos‐7 cells of the Glud1 H266C mutation identified from 

HI/HA syndrome severely impairs allosteric inhibition of Glud1 by ATP and GTP, while 

Min6 cells expressing this Glud1 mutant demonstrate elevated insulin secretion under 

low glucose conditions and hypersecretion of insulin in response to glutamine alone 

(168). Additionally, β‐cell‐specific overexpression of a different Glud1 mutant, H454Y, in 

transgenic mice further confirmed the HI/HA hypoglycemia and insulin secretion 
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phenotype (169). Together, these data confirm that activation of Glud1 leads to increased 

insulin release. 

Conversely, allosteric inhibition of Glud1 using epigallocatechin gallate (EGCG), 

a polyphenol compound found in green tea, has been reported to decrease insulin 

secretion (153); however, additional data presented in this dissertation calls into 

question the use of EGCG as a Glud1‐specific inhibitor. Instead, more conclusive data 

showing detrimental effects of loss of Glud1 in regulating insulin secretion has been 

demonstrated using islets from Glud1‐/‐ mice. Here, absence of glutamate 

dehydrogenase in β‐cells led to reduced GSIS, which was able to be restored by re‐

expression of Glud1 (170). 

The studies just cited from other laboratories strongly suggest an important role 

for Glud1 in control of insulin secretion, but do not provide insight into the metabolic 

pathways or stimulus/secretion coupling factors underlying these effects. For these 

reasons, we have chosen to further investigate the role of Glud1 in insulin secretion in 

response to different fuel secretagogues (glucose, glutamine, and dm‐2OG). To this end, 

we measured the effects of Glud1 suppression on cell viability, substrate oxidation, 

NADPH, and changes in amino acid levels after fuel stimulation. Our results reveal that 

suppression of Glud1 fails to alter insulin secretion in response to dm‐2OG, but instead 

decreases secretion after stimulation with either glucose or glutamine. Although the 

effect on AASIS was most easily attributed to reduced glutamine oxidation, no changes 
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in glucose usage or glucose oxidation were observed during GSIS. Instead, suppression 

of Glud1 decreased glucose‐stimulated production of NADPH, while also reducing the 

increase in glutamate/ glutamine levels normally observed after stimulation with 

glucose. Taken together, these results indicate that although flux through Glud1 plays a 

necessary role in insulin secretion in response to two of the most potent fuel 

secretagogues (glutamine and glucose), the effects of Glud1 suppression on insulin 

secretion are mediated through different metabolic mechanisms with respect to these 

two fuels. 

 

4.2 Results 

Overexpression of Glud1 fails to alter insulin secretion 

Wild‐type Glud1 was cloned by Danhong Lu (Newgard Lab) and used to 

generate a Glud1 overexpression adenovirus, AdCMV‐Glud1. Transduction of 832/13 

cells with AdCMV‐Glud1 increased Glud1 mRNA and protein expression levels, and 

Glud1 activity (as measured in vitro) (Fig. 24a‐c). However, overexpression of wild‐type 

Glud1 in 832/13 β‐cells failed to alter either glutamine‐stimulated insulin secretion 

(AASIS) (Fig. 24d) or glucose‐stimulated insulin secretion (GSIS). Glud1 was also 

overexpressed in isolated primary rat islets. Again, although Glud1 transcript levels 

were increased by AdCMV‐Glud1, no changes in insulin secretion were observed (Fig. 

25a,b).  



 

 88

 

Inhibition of Glud1 using EGCG 

Based on the findings of Li, et al, the compound EGCG was used to inhibit Glud1 

in 832/13 β‐cells, and the effects on insulin secretion and metabolism were measured. 

Although acute treatment with EGCG resulted in a dramatic decrease in both AASIS 

and GSIS (Fig. 26a,b), the decrease in AASIS was accompanied by no change in 

glutamine oxidation (Fig. 26c), which was troubling considering flux of glutamate into 

the TCA cycle as 2OG would be expected to be decreased through the use of a Glud1 

inhibitor. Whereas no changes in glucose oxidation or glucose usage were observed 

during GSIS (Fig. 26d,e), treatment with EGCG severely decreased insulin secretion in 

response to high glucose or stimulatory glutamine + KCl (Fig. 26a,b). This result seemed 

to indicate that in addition to inhibiting Glud1, EGCG may have off‐target or non‐

specific effects on the β‐cell. Therefore, additional experiments were conducted using 

siRNA‐mediated adenovirus transduction techniques. 

 

Suppression of Glud1 by siRNA leads to reduced AASIS 

Two siRNA adenoviruses, Ad‐siGlud1‐1 and Ad‐siGlud1‐2, were generated to 

target two separate unique regions of the Glud1 transcript. Treatment of 832/13 β‐cells 

with Ad‐Glud1‐1 or Ad‐Glud1‐2 resulted in a decrease in Glud1 RNA (Fig. 27a), as well 

as a decrease in protein expression and Glud1 activity (in vitro assay) (Fig. 28a,b). 
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Suppression of Glud1 using either virus decreased insulin secretion during stimulation 

with 12mM glutamine + 6mM BCH in the presence or absence of depolarizing 

concentrations of KCl, but as expected, had no effect on insulin secretion under basal 

conditions (12mM glutamine) with or without KCl (Fig. 27b). MTS conversion, as a 

measurement of cell viability and mitochondrial function, was unaffected by 

suppression of Glud1 during AASIS (Fig. 28c). Instead, suppression of Glud1 resulted in 

a significant decrease in glutamine oxidation (Fig. 28d). 

 

Suppression of Glud1 leads to reduced GSIS 

In addition to the effects on AASIS, suppression of Glud1 also reduced insulin 

secretion during stimulation by high glucose with or without KCl, while basal insulin 

secretion at low glucose with or without KCl was unaffected (Fig. 29a). Cell viability, 

glucose usage and glucose oxidation were also not altered by Glud1 suppression (Fig. 

29b‐d). 

 

Glud1 suppression reduces NADPH production during GSIS, but not AASIS 

Suppression of Glud1 reduced NADPH production during GSIS (Fig. 30a), 

similar to what was observed after OGC and ICDc suppression. However, likely because 

NADPH levels were already much lower under stimulatory conditions during AASIS as 
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compared to GSIS, no further decrease in NADPH levels was observed after suppression 

of Glud1 during AASIS (Fig. 30b). 

 

Effects of Glud1 suppression on the levels of glutamate/ glutamine  

Metabolic profiling of amino acid levels was performed by tandem mass 

spectrometry. Suppression of Glud1 blunted the increase in glu* levels normally 

observed after stimulation with glucose (Fig. 31a), while reducing the fall in glu* levels 

observed during AASIS, likely by reducing the oxidation of glutamate by decreasing 

entry into the TCA cycle as 2OG (Fig. 31b).  

Interestingly, insulin secretion in response to stimulation with dm‐2OG alone 

was unaffected by Glud1 suppression (Fig. 31c), in contrast to impaired insulin secretion 

under the same conditions in response to suppression of OGC or ICDc.  Thus, Glud1 is 

necessary for GSIS, but not for stimulation by a metabolite from the pyruvate‐isocitrate 

cycle. This serves as further evidence for the existence of multiple signals generated by 

fuel metabolism in control of insulin secretion. 

 

Exogenous supply of dm‐2OG fails to rescue AASIS or GSIS 

Based on the idea that suppression of Glud1 decreases conversion of glutamate 

to 2OG, dimethyl‐2OG was used in an attempt to rescue both AASIS and GSIS by 

exogenously providing the product of the Glud1 reaction. However, exogenous supply 
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of two different concentrations of dm‐2OG (2mM and 6mM) failed to rescue either 

AASIS or GSIS after Glud1 suppression (Fig. 32a,b). This result is consistent with the 

finding that Glud1 suppression does not impair secretion in response to dm‐2OG, and 

provides additional evidence of multiple pathways of control of insulin secretion.   

 

Both GSIS and AASIS are reduced in primary cells by Glud1 suppression 

To verify that the observed effects of Glud1 suppression on insulin secretion 

applied to primary tissue, Glud1 was also suppressed in isolated rat islets, and the 

effects on AASIS and GSIS were measured. Here, reduced expression of Glud1 caused 

impairment of insulin secretion, regardless of whether the fuel source was glutamine or 

glucose (Fig. 33b,c). 

 

 

4.3 Discussion 

Multiple lines of evidence have revealed that glutamate dehydrogenase plays a 

key role in regulating fuel‐stimulated insulin secretion from pancreatic β‐cells, but the 

precise mechanism remains unknown. In this study, we used pharmacologic and genetic 

manipulations to alter Glud1 expression and activity, and observed the corresponding 

effects on insulin secretion and metabolism. 
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Although overexpression of mutant forms of Glud1 has previously been shown 

to increase insulin secretion and responsiveness to amino acids (168; 169), here, 

overexpression of the wild‐type form of Glud1 failed to alter insulin secretion from 

either 832/13 β‐cells or isolated rat islets, likely because it was still able to be 

appropriately regulated by GTP and other factors, and in the context of these 

experiments was not a rate‐limiting step in insulin secretion. A previous report by 

Carrobio, et al., showed that overexpression of Glud1 failed to alter insulin release at 

basal or intermediate glucose concentrations or during stimulation with 5mM glutamine 

alone, but increased insulin secretion in response to high glucose or glutamine plus 

BCH, which corresponded to increases in glutamine metabolism (171). Therefore, it is 

possible that in some experimental contexts, flux through Glud1 can be a rate‐limiting 

step in secretion, although the factors responsible for these differences remain unknown. 

Pharmacologic inhibition of Glud1 using EGCG decreased AASIS as well as 

GSIS, which was not observed to change in the study by Li, et al (153). However, the 

severity of effects on insulin secretion and lack of change in glutamine oxidation rates 

suggested potential off‐target effects. Indeed, a search of the literature revealed that 

EGCG has been shown to affect a wide range of molecular processes including cancer 

cell growth and apoptosis (172; 173), NO signaling and cell migration (174), and 

telomerase and DNA methyltransferase activity (175), among others, making the effects 
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of EGCG on insulin secretion difficult to interpret. Therefore, siRNA suppression 

techniques were used in place of EGCG for further investigation of Glud1. 

Suppression of Glud1 by adenovirus‐mediated siRNA transduction resulted in a 

decrease in both AASIS and GSIS, although in contrast with EGCG insulin secretion was 

not completely impaired. The effects of molecular suppression of Glud1 seemed to 

require a metabolic signal, as no effects were observed on non‐metabolic insulin 

secretion machinery, measured with a depolarizing concentration of KCl under basal 

substrate conditions (low glucose or glutamine with no added BCH). These effects were 

similar to the observations from the Glud1‐/‐ mouse, which demonstrated that Glud1 

activity appears to account for ~40% of the insulin secretory response. In islets from 

these animals, both first‐ and second‐phase insulin secretion were reported to be 

reduced, although glucose‐stimulated ATP generation was not decreased. Interestingly, 

Glud1‐/‐ mice still maintained glucose homeostasis under normo‐caloric conditions, 

revealing that in the absence of insulin resistance, maximal secretory capacity was not 

required (170). 

The decrease in AASIS after Glud1 suppression was attributed to reduced Glud1‐

derived 2OG entry into oxidation in the TCA cycle. In support of this idea, metabolic 

profiling of amino acid levels revealed that Glud1 suppression reduced the drop in glu* 

levels normally observed after stimulation with BCH, which suggests decreased 

glutamate flux into 2OG (and likewise decreased oxidation in the TCA cycle). Within 
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this context, cells stimulated with dimethyl‐2OG would have substrate available for 

oxidation that was being supplied downstream of the Glud1 reaction; therefore, it is not 

surprising that Glud1 suppression failed to decrease dm‐2OG‐SIS. 

Although Glud1 suppression did reduce GSIS, this effect did not correspond to 

decreased glucose usage or decreased glucose oxidation. Instead, similar to previous 

studies, we measured reduced NADPH production after suppression of Glud1. These 

data provide more supporting evidence of a necessary role for NADPH in regulating 

glucose‐stimulated insulin secretion. 

Somewhat unexpectedly, supplementation with exogenous dm‐2OG failed to 

rescue either GSIS or AASIS in cells with suppressed Glud1 suppression, despite the fact 

that stimulation with 12mM dm‐2OG alone was unaffected. One possible explanation, 

based on our previous observations in islets, is that the compound dm‐2OG may not be 

a perfect substitute for endogenously‐produced 2OG, which would likely be generated 

in a specific cellular comparent at a highly‐regulated rate. It is important to note that 

dm‐2OG by itself fails to stimulate insulin secretion to the levels observed with glucose 

or glutamine. To that extent, dm‐2OG may simply not be capable of triggering full, 

robust insulin secretion, and is therefore not able to rescue defects in 2OG production 

after Glud1 suppression.  

An alternative explanation is that flux through Glud1 flows in the reverse 

direction during GSIS (75) contributing to the increase in glutamate levels observed after 
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glucose stimulation (176). In this case, treatment with dm‐2OG would certainly fail to 

rescue defects in GSIS after Glud1 suppression. Our data lend some support to this 

theory, in that the glucose‐stimulated increase in glu* levels were observed to be 

reduced by suppression of Glud1.  

As mentioned previously in this dissertation, glutamate has been suggested to 

act as a coupling factor during insulin secretion, although this idea is not without 

controversy. The increase in glucose‐stimulated glutamate levels can be prevented by 

overexpression of glutamate decarboxylase (GAD65), which lowers cytoplasmic 

glutamate levels, and this has been shown to result in impaired insulin secretion (77). 

Furthermore, islets from SUR1‐/‐ mice, which were used as a model of constitutive KATP‐

channel closure and elevated Ca2+ levels, secrete more insulin in response to glutamine + 

BCH than control islets, and are more sensitive to amino acids and glutamine alone (45). 

Addition of dimethyl glutamate directly to normal β‐cells during stimulation causes a 

left‐ward shift in the concentration dependence of glucose during GSIS, although no 

additional increase in insulin release is seen at the highest concentration of glucose 

(16.7mM) (177).  

Despite these observations, several reports instead make the argument that the 

elevation of glutamate levels and insulin secretion are not causally related. Addition of 

glutamine to normal islets has been shown to cause a 10‐fold increase in glutamate 

levels but does not stimulate insulin secretion (178), and does not further increase 
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secretion after depolarization with high K+ or sulfonylurea  (79). Also, the high Km of 

Glud1 for ammonia is presumed to minimize the reverse reaction of 2OG to glutamate 

(179), while lack of 15N incorporation suggests that Glud1 does not participate in 

glutamate production (169). Finally, high glucose is thought to inhibit flux through 

Glud1 through generation of GTP. Although this would suggest the enzyme may not be 

active during GSIS, preliminary findings from our lab indicate that GTP levels actually 

decrease during GSIS, which would lead to activation, not inhibition, of Glud1.  

Instead, additional evidence for glutamate as a coupling factor comes from recent 

studies suggesting a potential mechanism of action in the β‐cell contributing to 

amplification of insulin secretion. The metabotropic glutamate receptors, which include 

eight subtypes in three groups, are G‐protein coupled receptors found on the plasma 

membrane of the β‐cell as well as on insulin containing granules (81). Brice, et al, has 

shown that these receptors contribute to the modulation of GSIS; specific agonists of 

group I (mGluR1, 5) and group 2 (mGluR2, 3) increased insulin release at both low and 

high glucose, whereas group 3 agonists (mGluR4, 6, 7, 8) inhibited insulin release at high 

glucose (180). Storto, et al, also observed that mGlu5 metabotropic glutamate control 

insulin secretion. Although these did not respond to extracellular agonists, they did 

respond to a cell‐permeant analog of glutamate, resulting in increased [Ca2+] and 

insulin secretion. Both effects were largely attenuated by the mGluR5 antagonist 2‐

methyl‐6‐(phenylethynyl)‐pyridine (MPEP). Additionally, wild‐type mice treated with 
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the antagonist showed reduced second phase insulin secretion, while mGlu5‐/‐ mice 

showed a defective insulin response after glucose pulse (81). As glutamate is stored in 

both insulin‐ and glucagon‐containing granules (181), release of glutamate along with 

insulin during first‐phase secretion could be one mechanism of amplifying and 

sustaining second‐phase secretion. 

A signaling role has also been proposed for glutamine in insulin secretion. In this 

regard, production of glutamate would still be important, as it would serve as the 

required substrate in the glutamine synthase reaction, which converts glutamate to 

glutamine. Glutamine, in SUR1‐/‐ mice, is a more potent secretagogue than either 

leucine or dimethyl glutamate, while in normal islets, high glucose doubles glutamine 

levels. However, treatment with methionine sulfoximine, and inhibitor of glutamine 

synthetase, suppressed insulin secretion in response to a glucose ramp and increased 

buildup of glutamate and aspartate. This suppression was reversed by addition of either 

glutamine, or 6‐diazo‐5‐oxo‐L‐norleucine (non‐hydrolyzable leucine analogue) (78).  

Ultimately, the data presented in this dissertation indicate that Glud1 plays an 

important role in regulating insulin secretion in response to two of the most potent fuel 

secretagogues, glucose and glutamine, as both AASIS and GSIS were significantly 

reduced by suppression of Glud1. However, these effects appear to be mediated through 

different mechanisms; reduced expression of Glud1 decreases AASIS by reducing fuel 

oxidation, but impairs GSIS by altering oxidation‐independent processes, including 
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NADPH production and glutamate formation. Importantly, suppression of Glud1 failed 

to alter dm‐2OG‐SIS, which suggests that that dm‐2OG likely stimulates secretion 

through a reaction pathway that does not require flux through Glud1. Therefore, while 

flux through Glud1 is a shared requirement for robust GSIS and AASIS but not dm‐

2OG‐SIS, it remains to be determined whether glucose, glutamine, and dm‐2OG regulate 

secretion through the generation of shared or unique coupling factors. 
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Figure 24: Overexpression of wild‐type Glud1 in 832/13 β‐cells 

Glutamate dehydrogenase was overexpressed in 832/13 β‐cells, and the effects on AASIS 

were measured. (A) Glud1 RNA expression levels after treatment with AdCMV‐Glud1, 

relative to treatment with AdCMV‐βGAL. (B) Representative western blot of Glud1 

protein expression levels. VDAC expression is shown as a loading control. (C) Glud1 

activity in 832/13 cells after Glud1 overexpression by AdCMV‐Glud1. (D) Glutamine‐

stimulated insulin secretion after overexpression of Glud1, in 832/13 cells. Data for (A), 

(C), and (D) represent the mean ± SEM of 5 independent experiments. **p<0.01, 

***p<0.001 
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Figure 25: Glud1 overexpression in isolated rat pancreatic islets 

Glud1 was overexpressed in isolated islets, and the effects on AASIS were measured. (A) 

Glud1 RNA expression, determined by realtime PCR. (B) Glutamine‐stimulated insulin 

secretion. Data represent the mean ± SEM of 4 independent experiments. ***p<0.001 
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Figure 26: Effects of EGCG on insulin secretion and metabolism in 
832/13 β‐cells 

The effects of acute treatment with 200μM epigallocatechin gallate (EGCG) were 

measured in 832/13 cells. (A) AASIS with and without KCl. (B) GSIS with and without 

KCl. (C) Glutamine oxidation. (D) Glucose usage (glycolytic flux). (E) Glucose oxidation. 

Data represent the mean ± SEM for 3 independent experiments. **p<0.01, ***p<0.001 
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Figure 27: Effects siRNA‐mediated suppression of Glud1 on AASIS 

Glutamate dehydrogenase was suppressed using adenovirus in 832/13 cells, and the 

effects on AASIS in the presence of absence of 30mM KCl were measured. (A) Glud1 

RNA expression levels after treatment with either Ad‐siGlud1‐1 or Ad‐siGlud1‐2, 

relative to Ad‐siControl. (B) Glutamine‐stimulated insulin secretion in the presence or 

absence of 30mM KCl. Data represent the mean ± SEM of 3 independent experiments. 

**p<0.01, ***p<0.001 
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Figure 28: Effects of Glud1 suppression on activity, protein expression, 
cell viability, and glutamine oxidation in 832/13 β‐cells 

Glud1 was suppressed in 832/13 cells using Ad‐siGlud1‐2. (A) Glud1 activity as 

determined by in vitro assay, relative to Ad‐siControl. (B) Representative western blot 

showing Glud1 protein expression levels after treatment with Ad‐siControl or Ad‐

siGlud1‐2. VDAC expression is shown as a loading control. (C) Cell viability (MTS 

conversion) during stimulation with glutamine alone or glutamine + BCH. (D) 

Glutamine oxidation. Data for (A), (C), and (D) represent the mean ± SEM of 4, 5, and 3 

independent experiments, respectively. *p<0.05 
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Figure 29: Effects of Glud1 suppression on GSIS +/‐ KCl, cell viability, 
glucose oxidation, and glucose usage in 832/13 β‐cells 

Glud1 was suppressed using Ad‐siGlud1‐1 and Ad‐siGlud1‐2 in 832/13 cells, and the 

effects on GSIS and glucose metabolism were measured. (A) GSIS in the presence of 

absence of 30mM KCl. (B) Cell viability (MTS conversion) determined after stimulation 

with low or high glucose. (C) Glucose oxidation and (D) glucose usage (glycolytic flux) 

determined during two‐hour stimulation with low or high glucose. Data represent the 

mean ± SEM of 5, 3, 3, and 3 independent experiments, respectively. *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001 
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Figure 30: Effects of Glud1 suppression on NADPH production during GSIS 
or AASIS 

Glud1 was suppressed in 832/13 β‐cells using Ad‐siGlud1‐2, and the effects on NADPH 

production during (A) glucose‐stimulated insulin secretion or (B) glutamine‐stimulated 

insulin secretion were measured. Data represent the mean ± SEM of 3 independent 

experiments. *p<0.05 
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Figure 31: Amino acid profiling  and dimethyl‐2OG‐stimulated insulin 
secretion after suppression of Glud1 in 832/13 β‐cells 

The total intracellular levels of aspartate/ asparagine (asp*) and glutamate/ glutamine 

(glu*) were measured after Glud1 suppression in 832/13 cells stimulated with glucose or 

glutamine. (A) Levels of glu* after stimulation with glucose. (B) Levels of glu* after 

stimulation with glutamine. (C) Insulin secretion in response to either 2mM glucose, or 

2mM glucose + 12mM dm‐2OG. Data represent the mean ± SEM of 4, 4, and 3 

independent experiments, respectively. *p<0.05 
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Figure 32: Addition of dm‐2OG during GSIS and AASIS after Glud1 
suppression 

Dimethyl‐2‐oxoglutarate (dm‐2OG) was added to cells during GSIS and AASIS after 

Glud1 suppression, in an attempt to rescue insulin secretion. (A) Addition of dm‐2OG 

during AASIS. (B) Addition of dm‐2OG during GSIS. Data represent the mean ± SEM of 

3 independent experiments. *p<0.05 
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Figure 33: Effects of Glud1 suppression on GSIS and AASIS in isolated rat 
pancreatic islets 

Glud1 was suppressed in isolated islets using Ad‐siGlud1‐2, and the effects on GSIS and 

AASIS were measured. (A) Glud1 RNA expression determined by quantitative realtime 

PCR, relative to treatment with Ad‐siControl. (B) Glutamine‐stimulated insulin 

secretion. (C) Glucose‐stimulated insulin secretion. Data represent the mean ± SEM of 4 

independent experiments. *p<0.05, **p<0.01 
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5. Conclusions and Future Directions 
The rapid increase in worldwide rates of obesity over the past several decades 

has been accompanied by a corresponding increase in the incidence of type 2 diabetes. 

Although many obese individuals are able to compensate for increased insulin 

resistance through increased production and release of insulin, in many cases impaired 

glucose‐sensing and β‐cell failure mark the transition from mild‐hyperglycemia and pre‐

diabetes to full‐blown type 2 diabetes. Complications of unregulated hyperglycemia 

include blindness, renal failure, and reduced circulation to the extremities, often 

requiring amputation (182). Therefore, the development of better treatment therapies to 

reverse β‐cell dysfunction and correct hyperglycemia is absolutely essential. 

The process of glucose‐stimulated insulin secretion from pancreatic β‐cells occurs 

in response to glucose metabolism, and involves both ATP‐dependent and ATP‐

independent phases. The first phase of insulin secretion is thought to be triggered by 

ATP‐dependent events, and involves β‐cell depolarization and release of intracellular 

Ca2+ stores.  The second phase of insulin secretion involves generation of ATP‐

independent coupling factors, which act to augment and amplify secretion through both 

Ca2+‐dependent and Ca2+‐independent signaling, thereby sustaining insulin release (48). 

While first‐phase insulin secretion occurs for only 10‐15 minutes after stimulation with 

glucose, second‐phase can occur over several hours, and is responsible for up to 70% of 

the total insulin released (54). Therefore, identification of the second messenger coupling 
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factors responsible for second‐phase secretion would be most beneficial for the 

development of diabetic treatment strategies that target insulin secretion. 

Previous work by our lab and others suggested a strong link between robust, 

sustained insulin secretion, and flux through the pyruvate cycling reactions. Three key 

pieces of evidence link pyruvate cycling with GSIS: the correlation of increased flux 

through PC with enhanced GSIS in the immortalized β‐cell lines, the increase in insulin 

secretion observed after stimulation with DMM (which increases flux through PC and 

pyruvate cycling), and the decrease in secretion observed after treatment with PAA 

(which inhibits flux through PC and decreases pyruvate cycling) (23). Further 

investigation revealed that flux through the pyruvate‐isocitrate cycle (114), but not the 

pyruvate‐citrate (111) or pyruvate‐malate cycles (105), was necessary for full insulin 

secretion in response to glucose. However, the identity of the coupling factor(s) 

produced by this pathway as well as the role of this pathway in other forms of fuel‐

stimulated insulin secretion was not determined. 

A key step in pyruvate‐isocitrate cycling is the production of NADPH and 2OG 

by cytosolic isocitrate dehydrogenase. Both of these reaction products  have been 

suggested to function as second messengers in the β‐cell. Therefore, to further 

investigate the role of NADPH and 2OG metabolism in insulin release and determine if 

all forms of fuel‐stimulated insulin secretion depend on flux through a common set of 

metabolic reactions, my thesis project has focused on two components downstream of 
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the ICDc reaction: the mitochondrial 2‐oxoglutarate transporter, and the enzyme 

glutamate dehydrogenase. 

 

5.1 The 2-oxoglutarate carrier  

The 2‐oxoglutarate carrier (OGC) functions as a bi‐directional anti‐porter for 2OG 

and malate, and along with other carriers facilitates cytosolic and mitochondrial 

metabolism through the shuttling of metabolites across the inner mitochondrial 

membrane (134). To date, no β‐cell pathologies have been reported to be due to 

variations in OGC expression or activity. Instead, the OGC was selected for investigation 

because it is located downstream of ICDc at a critical junction linking 2OG cytosolic and 

mitochondrial metabolism. 

Overexpression of the carrier had no effect on GSIS in either the 832/13 β‐cell line 

or isolated rat islets. However, suppression of the carrier reduced GSIS by greater than 

50%, with no corresponding decreases in glycolytic flux (glucose usage), glucose 

oxidation, ATP production, or cell viability, and no decrease in KCl‐stimulated insulin 

secretion under low glucose conditions. Instead, in the 832/13 cells there was a 

substantial reduction in insulin secretion in the presence of KCl and high glucose, 

indicating that ATP‐independent metabolic signaling was altered by OGC suppression. 

Furthermore, NADPH production during GSIS, which has previously been correlated 

with insulin release (114), was observed to be decreased by suppression of the OGC. 
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OGC suppression also decreased insulin secretion in response to glutamine plus 

BCH, with no corresponding changes to glutamine oxidation, ATP‐production, cell 

viability, or non‐metabolic insulin release in response to KCl plus glutamine alone. 

These observations indicate that two unique fuel secretagogues having separate initial 

routes of metabolism, glucose and glutamine, share a common pathway of stimulating 

second‐phase insulin secretion, and that for proper β‐cell function OGC transport and 

the pyruvate‐isocitrate cycling pathway in its entirety must remain intact. 

However, in contrast to stimulation with glucose, stimulation with glutamine 

failed to produce an equivalent increase in the NADPH:NADP+ ratio. Furthermore, 

suppression of the OGC as well as suppression of ICDc failed to reduce NADPH 

production during AASIS, despite the fact that OGC and ICDc suppression both 

resulted in decreased glutamine‐stimulated insulin secretion. These data therefore call 

into question the universal importance of NADPH generation during all forms of fuel‐

stimulated insulin secretion, and instead imply that the pyruvate‐isocitrate cycling 

pathway may serve an additional or alternative purpose. 

One such possibility included the production of cytosolic 2OG, so a variety of 

experiments were performed to study the effects of 2OG and dm‐2OG on insulin 

secretion. In cell lines, the sodium salt of 2OG, which is not membrane permeable, failed 

to alter insulin release in the presence or absence of glucose, indicating that 2OG likely 

does not serve an extracellular signaling function. By contrast, dm‐2OG was able to 
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stimulate insulin release in a dose‐dependent manner, while OGC suppression reduced 

dm‐2OG‐stimulated secretion, suggesting that insulin secretion was regulated by the 

actual metabolism of 2OG, and not non‐metabolic signaling.  

In the islets, stimulation with dm‐2OG produced effects on insulin secretion that 

were different from the cell lines. Up to 2mM, dm‐2OG stimulated insulin secretion, 

while higher concentrations resulted in less and less insulin release, until 12mM dm‐

2OG failed to stimulate release above basal conditions. Because 2OG and aspartate are 

both substrates for the GOT1 and GOT2 reactions, and aspartate levels are known to 

decrease during GSIS, several experiments were performed to try to increase aspartate 

levels in islets in an attempt to increase their responsiveness to 2OG. However, only a 

small increase in secretion was observed after overnight culture in asparagine. Similarly, 

removal of glutamine from the 832/13 culture media for 24hrs led to a slight decrease in 

insulin secretion, but this could not be precisely attributed to changes in asparagine/ 

aspartate concentrations. Therefore, few concrete conclusions can be drawn from these 

data. 

Another difference between the cell lines and islets was in the magnitude of 

effect of OGC suppression on insulin secretion. Although suppression reduced both 

GSIS as well as AASIS in islets, the full effect on GSIS was only observed after 

simultaneous suppression of the DIC (which had no effect in the cell lines). These data 

suggest that islets may not require mandatory flux through the OGC for the completion 



 

 114

of the pyruvate‐isocitrate cycling pathway, and can instead rely on alternative 

mitochondrial carriers such as the DIC.  

Taken together, these data indicate that the OGC is part of a necessary pathway 

for regulating insulin secretion in pancreatic β‐cells in response to multiple fuel 

secretagogues (glucose, glutamine, and dm‐2OG). However, although suppression of 

the OGC was shown to result in reduced GSIS and NADPH production, the exact 

mechanism linking reduced OGC expression to changes in AASIS or dm‐2OG‐SIS is still 

unknown. 

 

5.2 Glutamate dehydrogenase 

Glutamate dehydrogenase (Glud1) is responsible for the reversible reaction of 

glutamate to 2OG (plus ammonia) within the mitochondria, allowing oxidation in the 

TCA cycle (179). Animal Glud1 activity is regulated by a diverse range of factors and 

metabolites including inhibition by GTP and ATP, and activation by leucine, which is 

the most abundant amino acid found in protein (136). In liver, this regulation allows 

amino acid degradation to be suppressed when other fuels such as glucose and fats are 

available, but increased when protein is ingested and excess amino acids are available 

(136). 

In β‐cells, several lines of evidence have revealed that changes in Glud1 activity 

alter insulin secretion. Multiple factors that allosterically regulate Glud1, such as leucine, 
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also affect insulin release (166), while the syndrome of neonatal hyperinsulinism has 

been linked to activating mutations in Glud1 (137) and reproduced in Glud1 H454Y 

transgenic mice (169). Alternatively, suppression of Glud1 has also been shown to 

decrease AASIS (153), while Carrobio, et al, recently reported that the Glud1‐/‐ mouse 

also shows reduced GSIS (170), which supports the idea that Glud1 plays an in vivo role 

in glucose‐ as well as glutamine‐stimulated insulin secretion. However, in spite of these 

extensive studies many questions remain regarding the mechanism linking Glud1 to 

insulin secretion. 

In our experiments, overexpression of wild‐type Glud1 failed to alter insulin 

secretion, while suppression of Glud1 reduced both AASIS and GSIS. As with the OGC 

and ICDc, it also appears that Glud1 is part of a common metabolic stimulatory pathway 

shared by multiple fuel secretagogues. There was no effect of Glud1 suppression on 

KCl‐induced insulin secretion in the absence of metabolic stimulation (either low 

glucose or glutamine alone), suggesting that non‐metabolic signaling pathways were 

unaffected. However, Glud1 suppression did reduce insulin secretion in the presence of 

KCl plus high glucose or glutamine and BCH, which indicated that metabolic signaling 

pathways were altered. 

The decrease in AASIS after Glud1 suppression is most easily explained by 

reduced glutamate oxidation, as suggested by a previous study (153). This is further 

supported by the attenuated drop in glu* levels measured in our own experiments, and 
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the lack of effect of Glud1 suppression on dm‐2OG‐stimulated secretion, which is 

presumed to deliver substrate for oxidation at a step downstream of the Glud1 reaction.  

In contrast, the reduction in GSIS after Glud1 suppression was not due to 

changes in glucose usage or oxidation, and instead corresponded with decreased 

NADPH production, as observed in previous studies (109; 114). 

These different mechanisms behind the effects on GSIS and AASIS, as well as the 

lack of effect of Glud1 suppression on dm‐2OG‐SIS, indicate that these three fuel 

secretagogues work through some metabolic pathways that are shared, and some that 

are divergent. One possibility is that glutamine‐stimulated insulin secretion is more 

dependent on processes related to oxidation, whereas glucose‐stimulated insulin 

secretion instead places a stronger requirement on the pyruvate cycling reactions. Dm‐

2OG‐SIS may fall somewhere in between, requiring oxidation and transport through the 

OGC, but not flux through Glud1. It is important to note that most of the amino‐acid 

experiments were performed with the goal of roughly matching stimulatory glutamine 

levels during AASIS with stimulatory glucose levels during GSIS, with no glucose 

present during AASIS. While this offered the best situation for observing impairment to 

secretion and making less‐biased comparisons between differences in metabolism, it 

may not accurately reflect the in vivo environment that the β‐cell experiences most 

frequently during stimulation. 
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Even so, a physiologic role for such differences between AASIS and GSIS still 

makes some sense, as removal of plasma glucose, and not amino acids, is the end goal of 

insulin secretion. Therefore, β‐cells are likely most finely‐tuned metabolically for 

glucose‐sensing, with substrate flux through the pyruvate cycling reactions playing the 

major role in regulating secretion, while amino acids act in more of a supporting 

function by simply augmenting oxidation and anaplerosis after a meal, and not being 

the primary driving force behind these processes.  

These results add to the  evidence linking the pyruvate‐isocitrate cycle and 

NADPH production with regulation of GSIS; however, it is important to recognize that a 

wide range of alternative processes have also been implicated in insulin secretion 

(including the production of glutamate, which was discussed in chapter 4). Therefore, it 

is likely that NADPH is not the universal coupling factor for all fuel substrates. Indeed, 

minimal increases in NADPH were observed after stimulation with glutamine plus 

BCH, while no changes in NADPH were measured after suppression of Glud1, the OGC, 

or ICDc, despite the fact that AASIS was substantially decreased. These data indicate 

that changes in alternative coupling factors and processes must be involved.  

 

5.3 Additional processes/ mechanisms involved in glucose-
sensing and ATP-independent insulin secretion 

One of the biggest obstacles to identifying the second‐messenger coupling factors 

required for ATP‐independent insulin secretion is the fact that changes in a large and 
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diverse number of processes are observed to occur upon stimulation of β‐cells with fuel‐

secretagogues. Furthermore, it is highly likely that multiple events are necessary for 

sustained amplification of second‐phase insulin secretion, which makes rescue of 

experiment‐induced secretion deficits that much more difficult. I have previously 

discussed potential roles in insulin secretion in the β‐cell for fatty acids, 2OG and α‐

ketoglutarate hydroxylases, glutamate and metabotropic glutamate receptors, 

glutamine, GTP, and NADPH. I wish to conclude by briefly covering several additional 

areas of β‐cell stimulus‐secretion coupling research that were not mentioned earlier. 

 

Kv channels 

NADPH, 2OG, and GTP can all be generated as by‐products of the pyruvate‐

isocitrate cycling pathway, and multiple lines evidence have linked changes in NADPH 

levels with altered insulin secretion (23). As much of our work has focused on NADPH, 

it is important to discuss some of the potential molecular targets for NADPH, starting 

with the voltage‐dependent K+ channels (Kv channels).  

The Kv channels are responsible for the re‐polarization of the β‐cell by opening 

after initial depolarization and mediating outward rectifying K+ currents. The Kv2.1 is 

the major β‐cell isoform (183), although multiple channels exist, with differences in 

voltage sensitivities and kinetics of activation and inactivation. Regulation of Kv 
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channels has been shown to occur via α‐ or β‐subunits, or by large N‐terminal domains 

(184). 

Based on the role of the Kv channels in the β‐cell, a delay in opening of the 

channels during cell stimulation would be presumed to result in prolonged 

depolarization, with potential beneficial effects for GSIS. In support of this model is the 

finding that inhibition of Kv channels enhances GSIS (185). Furthermore, additional 

reports have suggested that the Kv channels are regulated by the redox state in the cell, 

while an increase in the ratio of cytosolic NADPH:NADP+ in patch‐clamped β‐cells was 

associated with an increased rate of inactivation of the Kv channel (186).  

Alternatively, Kv channels may instead be regulated by glucose‐induced 

activation of the group VIA phospholipase A2 (iPLA2beta) enzyme, which hydrolyzes 

membrane phospholipids and leads to accumulation of arachadonic acid (187); in 

support of this idea is the fact that glucose and carbachol fail to significantly inactivate 

Kv2.1 channels from iPLA2β‐KO mice (188). 

Recently, we have observed that both ICDc and CIC suppression leads to 

consistent downregulation of expression of a different Kv channel, Kv2.2. However, the 

precise role that changes in expression of this channel play in determining the effects of 

ICDc or CIC suppression on insulin secretion remains to be determined. 
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Together, these observations suggest a potentially important role for the Kv 

channels in β‐cell function, which may or may not include regulation by fuel‐stimulated 

NADPH‐production. 

 

Glutathione and redox sensing 

Another potential role for NADPH in the β‐cell involves regulation of the 

exocytotic machinery in the cell. Increased NADPH production would potentially 

change the redox state of glutathione through the activity of NADPH‐dependent 

glutathione reductase. In its reduced form, glutathione could then be used to generate 

reduced glutaredoxin‐1 (GRX‐1), which in turn can modify proteins involved in 

exocytosis, such as t‐SNARE proteins (125). 

Addition of both GRX and NADPH to the interior of patch‐clamped β‐cells has 

previously been shown to potentiate exocytotic activity (115). Overexpression of Grx‐1 

was recently observed to increase insulin secretion in 832/13 cells by ~40%; additionally, 

suppression of GRX‐1 decreased secretion, while suppression of thioredoxin‐1 (TRX‐1), a 

related protein, showed no effects on secretion (189). 

Interestingly, the OGC has been reported to function as a carrier for GSH (190); 

however, the expected direction is into (not out of) the mitochondria, as GSH is only 

produced in the cytosol. 
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NAADP and Ca2+ release 

Beyond regulation of redox state, NADPH and NADP+ may also be converted 

into additional compounds with potential biological activity within the β‐cell, such as 

NAADP. NAADP is the most potent universal calcium‐mobilizing second messenger 

agent identified to date (191), and has virtually identical structure with NADP+, with the 

exception of the substitution of an –NH2 group with an –OH group (192). NAADP can 

be generated from NADP+, but only two enzymes are known to catalyze this reaction: 

CD38 (found in virtually all tissues), and the Aplysia homolog ADP‐ribosyl cyclase (193). 

Interestingly, CD38 also catalyzes the cyclization of NAD to cADPR, which is another 

calcium‐mobilizing agent (194).  

Mitchell, et al, has reported that NAADP stimulation of ryanodine receptors on 

the surface of the acidic secretory vesicles within the β‐cell is necessary for insulin 

secretion, and involves calcium release from these vesicles, not the endoplasmic 

reticulum (195). However, CD38 is expressed on the surface of cells, with its catalytic 

domain outside of the cell, which indicates potential involvement in autocrine or 

paracrine signaling (196), but not internal production of NAADP. 

Therefore, while these observations are suggestive of another potentially 

important role for NADPH/ NADP+, it is still unclear how NAADP production is 

regulated within the cell in response to fuel secretagogues, and what physiologic role it 

may play in in vivo β‐cell function. 
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Glud1 and GOT1 reactions 

As mentioned previously, the amino acid aspartate is one of the few metabolites 

whose levels actually decrease during GSIS. This observation suggests a potential role of 

aspartate levels for determining how long insulin secretion can occur in the presence of 

fuel stimulation. Importantly, decreasing expression of the malate‐aspartate shuttle 

Aralar1 has previously been shown to reduce GSIS, while overexpression of Aralar1 

actually increased secretion and enhanced mitochondrial metabolism (197). A possible 

explanation is that disruption of aspartate transport limits flux through the aspartate‐

aminotransferase (GOT2) reaction, which catalyzes the conversion of aspartate and 2OG 

to oxaloacetate and glutamate. 

Recent studies by our lab suggest involvement of GOT2 in GSIS. Because a 

product of the GOT2 reaction is glutamate, it is possible that GOT2 and Glud1 may 

function in a mini‐cycle within the mitochondria, or at least may work in a 

complementary manner. Glud1 is known to be a sensor of leucine, whereas 

transamination (by GOT2, and other enzymes) may instead play a role in KIC‐

stimulated insulin secretion; in support of this idea is the observation that AOA, a 

universal inhibitor of transamination reactions, markedly decreased the effects of KIC on 

insulin secretion, but actually potentiated the effects of leucine (198). 
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Clearly, additional work is needed to understand how these enzymes couple 

metabolism of glutamate, aspartate, and 2OG with insulin secretion. 

 

DAG and cAMP 

Both carbachol and glucose have been shown to increase insulin release in the 

absence of an increase in [Ca2+] (199). This pathway was blocked by reducing GTP levels 

(200), but physiological role for this pathway has not yet been shown. 

DAG and cAMP are two well‐studied second messengers that have been 

hypothesized to augment exocytosis in a manner that may be calcium‐independent (56; 

59; 60) and involve activation of PKA. Alternatively, cAMP has been shown to enhance 

Ca2+‐stimulated insulin release, with no effects in the absence of stimulated exocytosis 

(201), by raising the release probability of the immediately releasable granules and also 

increasing the rate at which the pool is refilled (202) 

Two agonists that are able to change the rate‐limiting step in second phase 

secretion, the conversion of readily releasable insulin granules to the state of immediate 

releasability, are GLP‐1 and acetylcholine. Exposure of β‐cells to GLP‐1 increases 

production of cAMP, while acetylcholine acts via production of DAG. However, the 

actual number of insulin granules released under either condition is still dependent and 

sensitive to changes in glucose concentration (48), indicating that DAG and cAMP 

production are not the only important factors. 
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Cytoskeleton rearrangement, vesicle trafficking and exocytosis 

All cells undergo continuous exocytosis to some degree, but endocrine cells and 

neurons are capable of regulated exocytosis, which is characterized by the stable 

accumulation of cellular materials prior to release (203). Within the β‐cell, insulin 

granules are known to exist in various functional pools (204) that undergo extensive 

movement (205) prior to secretion. Sustained insulin release is therefore dependent on 

glucose‐derived signals that amplify and maintain secretion by facilitating vesicle 

mobilization and priming (52; 152). 

Granule movement can be stimulated by glucose metabolism (206), ATP (207), or 

cAMP (208) and is important for second phase insulin secretion (209). ATP is essential 

for granule priming prior to exocytosis (210), and may potentially function through the 

inhibition of AMP kinase, which is thought to be a negative regulator of exocytosis. 

Inhibitors of AMP kinase enhance insulin secretion (211), while overexpression of a 

constitutively active mutant decreased glucose‐stimulated granule movement (212). 

However, additional chemical modifications to the insulin‐containing granules are 

necessary for exocytosis as well, including intra‐vesicular acidification by a V‐type H+ 

ATPase (213), and inhibition of acidification has been shown to prevent subsequent 

exocytosis (214). 
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Vesicle trafficking occurs along the microtubule network (215), and involves the 

microtubule‐dependent ATPases kinesins (207; 216). Additionally, activation of small 

GTPases, such as Cdc42 (217), are also required for the second phase of insulin release 

(218). Glucose induces F‐actin remodeling and rearrangement of the actin cytoskeleton 

(219), likely through inhibition of Cdc42 (219). In contrast, non‐nutrient secretagogues 

are incapable of stimulating actin reorganization (220; 221). 

Ultimately, once docked and primed, fusion of the insulin granules with the 

plasma membrane is accomplished with the help of the SNARE proteins (soluble N‐

ethylmaleimide‐sensitive factor attachment protein receptors) (222), which act as 

calcium‐sensors in exocytosis (223) and have been shown to interact with the voltage‐

dependent calcium channel (VDCC) (224). 

Obviously, while much has been accomplished linking the events of fuel 

metabolism to in secretion, additional work is needed to identify the aspects of 

exocytosis most tightly‐regulated by these processes as well as the metabolically‐

generated coupling factors involved.  

 

5.4 Summary 

The work presented in this dissertation expands upon previous studies 

investigating the role of metabolism in fuel‐stimulated insulin secretion from pancreatic 

β‐cells. Here, both glucose and glutamine were observed to require several common 
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metabolic reactions for stimulating insulin release, involving flux through the 

mitochondrial inner‐membrane 2‐oxoglutarate carrier, the mitochondrial enzyme 

glutamate dehydrogenase, and the cytosolic NADP‐dependent enzyme isocitrate 

dehydrogenase. These data indicate a shared metabolic pathway necessary for fuel‐

stimulated insulin release, and suggest that future insulin secretion studies would 

benefit from simultaneous investigation of both GSIS and AASIS. 

While changes in metabolite levels, including glutamate and NADPH, were 

observed to correlate with altered GSIS, these metabolites were not well correlated with 

AASIS. The complexity of cellular metabolism confounds the ability of single 

experiments to sort out cause from effect, and requires the use of multiple approaches 

for stringent hypothesis testing. Similarly, the likely existence of several, if not many 

processes necessary for the full insulin‐secretion response from the β‐cell means that 

unrelated effects on metabolism may produce identical insulin release phenotypes, 

making the identification of the key required events that much more challenging. 

However, in light of these difficulties, excellent progress has been made over the 

past several decades in understanding many of the events responsible stimulus‐

secretion coupling, and the ways in which these processes become dysregulated in 

disease states. The use of computer modeling will likely be necessary in future 

investigations of understanding metabolism (225; 226), and will only further help to 

elucidate the nuances of biochemical pathway flux in the β‐cell. 
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