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RESUMO

O transplante de ilhotas humanas, utilizado como reposi¢ao das células produtoras
de insulina em pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 1, estd se tornando uma
importante pratica clinica. Entretanto, eventos inflamatorios ndo especificos presente nas
ilhotas, sdo responsaveis pela vulnerabilidade das mesmas, e contribuem a diminui¢do do
numero celular durante o processo de isolamento e posterior transplante.

CD40 ¢ um membro da familia do receptor de necrose tumoral, descrito em uma
variedade de células. Em condi¢des fisiologicas, o CD40 presente nas células
apresentadoras de antigenos participa como molécula co-estimulatéria na ativagdo dos
linfocitos T. Porém, o CD40 também foi descrito em condi¢des patoldgicas, como psoriase,
aterosclerose e fibrose cistica, onde sua expressdo esta envolvida em eventos cronicos
inflamatérios. E interessante ressaltar que, o CD40 também tem sido descrito em
neurdnios, células que apresentam uma variedade de moléculas similares as expressas nas
células B pancreaticas.

Em vista desses achados, tentou-se determinar se a células B também poderiam
expressar o receptor de CD40, e se presente, determinar possiveis conseqiiéncias pro-
inflamatorias apos a sua ativagdo. Utilizaram-se diversas técnicas como RT-PCR, western
blot, citometria de fluxo, imuno-histoquimica assim como imunofluorescéncia, para
detectar a expressao de CD40 em ilhotas de camundongo, macaco e humano, e também na
linhagem de células f NIT-1. Determinaram-se as vias de transducao de sinais de CD40 por
western blot e ensaios com gene reporter. Foi determinada por tecnologia luminex, a

secrecao de citocinas e quimiocinas dependente de CD40 em ilhotas humanas, estimuladas
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com a proteina recombinante CD40L e em alguns casos confirmada por RT-PCR e
imunofluorescéncia.

Os resultados demonstram a expressao de CD40 nas células B, que pode ser
aumentada pela acao de citocinas pro-inflamatorias, cuja ativagdo induz a secrecdo de mais
citocinas e quimiocinas (IL-6, IL-8, MCP-1 e MIP-1p) dependentes das vias de transdugao
de sinais Raf/MEK/ERK e NF-kB. A interacdo CD40-CD40L aumentou a expressdo de
ICAM-1 e a induziu morte celular nas células B pancreaticas.

Nesse sentido, a ativagdo de CD40 induz a secrecdo de mediadores soluveis pro-
inflamatorios que podem comprometer a viabilidade das células B. O cenario pro-
inflamatério sustentando pela agdo de CD40 sugere que o mesmo poderia ter um papel

ativo orquestrando um processo inflamatorio.
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ABSTRACT

Human islet transplantation, used as biological replacement of insulin producing
cells in patients with severe type 1 Diabetes mellitus, is becoming an important clinical
practice. However, non specific inflammatory events, activated in the islet cells contribute
for the vulnerability of islets and cell number diminution during an islet isolation and
posterior transplant.

CDA40 is a tumor necrose factor receptor family member, described in a variety of
different cells. In physiological conditions, CD40 present in antigen professional cells
participates as a co-stimulatory molecule in the activation of T lymphocytes. However,
CDA40 has also been described in pathological conditions, like psoriasis, atherosclerosis and
cystic fibrosis, where its expression is involved in chronic inflammatory events.
Interestingly, CD40 has also been described in neurons, cells that express many similar
molecules with the pancreatic [ cells.

In view of these findings, we wanted to address whether 3 cells could also express
the CD40 receptor and if so, the possible pro-inflammatory consequences upon activation.
We used different techniques as RT-PCR, western blot, flow cytometry, immunochemistry
as well as immunofluorescence to detect CD40 expression in mouse, monkey and human
islet cells, as well as the insulinoma cell line NIT-1. We also addressed CD40 signal
transduction by western blot and gene reporter assays. CD40 dependent secretion of pro-
inflammatory cytokines and chemokines in human islets stimulated with a recombinant
CD40L molecule was evaluated by luminex technology and in some cases confirmed by

RT-PCR and immunofluorescence.
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Our results show CD40 expression in [ cells that can be enhanced by the action of
pro-inflammatory cytokines, whose activation induce more cytokine and chemokine
secretion (IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-1B) dependent of the Raf/MEK/ERK and NF-kB
pathways. CD40-CD40L interaction induced enhancement of ICAM-1 expression and cell
death induction in pancreatic f3 cells.

In this regard, CD40 engagement induces CD40 dependent secretion of pro-
inflammatory soluble mediators that can compromise [ cell viability. The pro-
inflammatory scenario supported by CD40 dependency suggests that CD40 could play an

active role in orchestrating an inflammatory process.
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1. INTRODUCAO

1.1.Diabetes Mellitus e Transplante de Ilhotas de Langerhans

O Diabetes mellitus (DM) compreende um grupo de doencas secunddrias e
mecanismos patogénicos distintos, para os quais a hiperglicemia ¢ o denominador comum.
Esta ocorre por deficiéncia de insulina, que pode ser total, parcial ou relativa, quando
analisada no contexto da resisténcia a insulina co-existente. A falta do efeito da insulina
exerce um papel determinante nas anormalidades metabolicas ligadas ao diabetes, sendo a
hiperglicemia sustentada o principal fator ligado as complica¢des cronicas associadas a
doenga.

O DM ¢ reconhecido como uma ameaga a saude publica mundial, sendo uma das
principais causas de morbidade e mortalidade prematura. Segundo estimativas da
Organizagdo Mundial da Satde (WHO), existiamm aproximadamente no ano 2000, 171
milhdes de pessoas com DM no mundo, e esse nimero podera superar os 366 milhdes no
ano 2030, aumentando sua prevaléncia majoritariamente nos paises em desenvolvimento
(1).

No Brasil, esses dados sdo igualmente alarmantes. No ano 2000 existiam
aproximadamente 4,5 milhdes de casos e as estimativas prevéem que para o ano 2030 esse
nimero podera superar os 11 milhdes de doentes (2). O aumento na prevaléncia do DM
acarreta também um impacto socioecondmico negativo no custo direto envolvido com a
doenga em hospitalizacdo, cuidados médicos, tratamentos, assim como também custos
indiretos associados a incapacidade de trabalhar e morte prematura.

Tanto os pacientes com DM dependente de insulina ou tipo 1 (DM1) como os nado

dependentes de insulina ou tipo 2 (DM2), sdo vulnerdveis as complica¢des caracteristicas



especificas da doenga que incluem retinopatias, nefropatias, neuropatias e vasculopatias
(3). Embora a prevengdo das complicagdes associadas a DM1 seja dificil, os estudos
clinicos realizados pelo Diabetes Control and Complications Trial e o Epidemiology of
Diabetes Interventions and Complications demonstraram que o controle rigoroso dos niveis
de glicose no sangue, junto com, tratamento intensivo de insulina, suporte nutricional e
psicologico adequado e exercicios, ajudam a estacionar ou adiar a progressdo das doencas
secundarias decorrentes da hiperglicemia (4, 5).

No entanto, embora novos produtos a base de insulina e sistemas de administracdo e
dosagem estdo sendo constantemente aprimorados, persistem ainda problemas associados
aos regimes baseados em insulina exogena. O estrito controle da normoglicemia ¢
laborioso, dificil de executar e em vdrias ocasides limitado de forma paralela pelos
crescentes episddios de hipoglicemia grave, o que coloca em risco a vida dos pacientes.
Uma alternativa mais eficiente com respeito ao uso continuo de insulina exogena para o
DMI1 complicado ¢ a reposicao das ilhotas pancreaticas (ilhotas de Langerhans) por meio
do transplante vascularizado do pancreas. Este melhora a qualidade de vida do paciente e
estaciona ou estabiliza, reverte ou melhora as complica¢des secundarias decorrentes do
diabetes (6-11).

Entretanto, alguns centros transplantadores tém iniciado uma nova era de
transplante clinico em humanos, ainda considerada experimental pela Food and Drug
Administration. Essa terceira op¢ao terapéutica para pacientes com DM1 propde agora o
isolamento e posterior alotransplante das ilhotas de Langherans no receptor. Este tem a
vantagem de ser um procedimento mais simples, rapido e seguro, onde as ilhotas sdo

infundidas via percutanea pela veia porta ao figado (Figura 1). Este procedimento (ndo



livre de complicagdes) permite se necessario, a manipulagdo das ilhotas antes de ser

realizado o transplante, além de requerer uma dose menor de drogas imunossupressoras.

Isolated islat

- of Langerhans
| el

islat in Pancreas islet in Portal Vein

Figura 1. Transplante de ilhotas. O pancreas do doador (usualmente cadavérico) ¢ removido, no
laboradrio de isolamento celular, as ilhotas sdo purificadas, e infundidas através de um cateter na veia porta

ao figado.

O conceito de transplantar por¢cdes ou extratos pancreaticos a pacientes com DM
com o objetivo de substituir a fungdo enddcrina tem mais de 100 anos, e foi introduzido e
realizado primeiramente em 1893 por P. W. Williams, ap6s a descoberta feita por
Minkowski em 1892 em cachorro, de que a remocdo de pancreas causava DM. Na
experiéncia de Williams (12), por¢des de pancreas de ovelha foram transplantadas sob a
pele de um menino de 15 anos. Porém, a falta de imunossupressdao levou a morte do
paciente trés dias ap6s o transplante, quando foi rejeitado o xenotransplante.

Quase um século mais tarde, e apds a introdugdo da enzima colagenase para o
isolamento das ilhotas pancredticas, Ballinger e Lacy reportaram em 1972, a reversao do
diabetes em ratos, pela infusdao de ilhotas purificadas de ratos normais (13). Esse resultado

mostrou o potencial do transplante de ilhotas para restabelecer o controle metabdlico e



impulsionou a sua reprodu¢do. Em 1974 foi realizado o primeiro transplante de ilhotas
pancreaticas em humanos na Universidade de Minnesota (14), ao qual se continuaram
trabalhos novos reportando sucesso em casos isolados, porém, com taxas de sucesso total
muito inferiores a do transplante vascularizado de pancreas (10% -vs- 78%) (15, 16).

O aprimoramento da técnica empregada no isolamento das ilhotas pancreaticas,
descrita inicialmente por Paul Lacy em 1967 (17) e modificada e automatizada em 1988
por Camillo Ricordi (18), assim como também dos regimes de imunossupressdo,
estimularam novos avancos na area do transplante celular e fomentaram a busca por novos
protocolos.

Assim, o grande impacto provocado na area do transplante de ilhotas pancreaticas
ocorreu ap6s a publicacdo dos resultados obtidos na Universidade de Alberta, no Canada.
Nesse centro, sete pacientes receberam de duas a quatro infusdes de ilhotas de doador
alogénico utilizando um protocolo de drogas imunossupressoras livre de corticosterdides.
A taxa de sucesso obtido foi de 100% e os pacientes permaneceram independentes de
insulina por mais de um ano (19). Hoje em dia, o protocolo de Edmonton ja foi utilizado
em mais de 750 transplantes de ilhotas realizados por novos centros transplantadores ao
redor do mundo, em pacientes com DM1 de alto risco, com uma taxa de sucesso superior a
90% apo6s o primeiro ano de vida nos pacientes de Edmonton liderado pelo Dr. Shapiro
(20).

Porém, embora os resultados sejam encorajadores, os esforcos continuam, ja que
ainda persistem diferengas importantes entre os diversos centros transplantadores. No ano
passado o Collaborative Islet Transplant Registry publicou os resultados da experiéncia

clinica conjunta de 12 centros médicos nos Estados Unidos e no Canada, no qual foram



incluidos 86 pacientes entre 1999-2003 utilizando o protocolo de Edmonton. Nesse estudo,
os pacientes, com DM1 em média por 30 anos, receberam 158 infusdes de ilhotas
pancredticas isoladas de 173 doadores. Vinte e oito pacientes receberam uma tnica infusao,
44 receberam duas, e 14 receberam trés. Apds 6 meses da primeira infusdo, 61% dos
pacientes eram insulino-independentes, e 58% apods 1 ano (21).

Recentemente, o grupo de Edmonton apresentou os resultados obtidos de 65
pacientes pertencentes ao seu centro, com taxas de seguimento de 5 anos com insulino-
independéncia de apenas 11 % (22). Um dado interessante, também apresentado por estes
autores ¢ a presenca de niveis séricos adequados de peptideo C em 82% dos receptores de
ilhotas pancreaticas, em longo prazo. Este fato indica que ha produgao residual de insulina,
apesar de insuficiente para manter normoglicemia, o que sinaliza para um controle mais
facil de glicemia com insulina como terapia exdgena (em doses mais baixas) € menor risco
de hipoglicemias severas e assintomaticas.

As perspectivas geradas com a nova terapia experimental sdo entusiasmantes,
porém salientam a necessidade de aprimorar ainda mais os protocolos, para que o
transplante de ilhotas possa se tornar um tratamento viavel para todos os pacientes com

DM1 em longo prazo.

1.2.Isolamento e Inflamacgao

A experiéncia recolhida até hoje tem demonstrado que para atingir insulino-
independéncia, ¢ necessario transplantar um numero suficiente de ilhotas, geralmente
superior a 10.000 IEQ/kg do receptor (23). Apesar dos significativos avangos nos métodos
empregados no isolamento e purificagdo das ilhotas, o rendimento total ¢ sempre

relativamente baixo, ndo superando o 50% do total das ilhotas (24). Varios fatores prévios



ao processo de isolamento e purificacdo contribuem para este fendmeno, incluindo as
caracteristicas do doador, captagdo, remogdo e preservacdo do pancreas (25-29). Por tal
motivo, este numero elevado de ilhotas ¢é dificilmente obtenivel durante um unico
isolamento, sendo mais frequentemente atingido pela infusdo seqiiencial de ilhotas de
preparacdes obtidas de diferentes doadores (19, 30-32).

Entretanto, o transplante de ilhotas humanas em pacientes com DMI, utilizado
como reposicao bioldgica das células f produtoras de insulina esta se tornando uma pratica
cada vez mais atraente e possivel de ser realizada (19, 23, 33). Porém, o procedimento per
se, o qual consiste em uma digestdo enzimatica auxiliada por um procedimento mecanico,
pode potencialmente danificar as ilhotas (27), e expo-las a fatores de stress associados a
condi¢des ambientais ndo fisioldgicas (34), as quais podem induzir um estado geral pro-
inflamatorio nas ilhotas. Mais ainda, apds o transplante, as ilhotas podem sofrer por hipoxia
e eventos inflamatdrios ndo especificos, majoritariamente mediados por células do sistema
imune do receptor, os quais podem também, comprometer a funcdo bioldgica e a
viabilidade das células f.

As ilhotas pancredticas sdo um aglomerado de células de natureza extremamente
vulneravel. Durante o transplante, as ilhotas infundidas pela veia porta entram em contato
direto com o sangue, e expressam certas proteinas cuja ativagdo gera conseqiiéncias
negativas para as mesmas (35-38). Embora a cascata de eventos que contribui a disfungao
das células B ndo seja totalmente conhecida, sabe-se que, as ilhotas podem expressar a
glicoproteina de membrana TF (fator tecidual) (36), cuja ativacdo induz uma reagdo
denominada de Instant Blood-Mediated Inflammatory Reaction. Este processo ativa a

cascata de coagulagcdo, o sistema do complemento, as plaquetas e a mobilizagdo e



infiltragdo de leucécitos nas ilhotas (39, 40). Como conseqiiéncia, existe uma perda
consideravel da morfologia, massa e funcdo das ilhotas transplantada, parcialmente
atribuida também, a secre¢do de citocinas pro-inflamatérias como interleucina-1 (IL-1),
interferon-y (IFN-y) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (41-43), além do oxido nitrico
(NO) (44). Outra grande variedade de moléculas pro-inflamatédrias induzidas sdo os
receptores para citocinas (45), receptor semelhante a Toll e lipopolissacarideo (LPS,
também chamados de CD14) (46), proteina quimioatraente de macroéfagos-1 (MCP-1) (47),
e proteina induzivel por interferon (IP-10) (48). Esses fatores podem induzir
quimioatragdo, ativagdo, proliferacdo, e diferencia¢do de células do sistema imune ao sitio

do implante, e assim comprometer a viabilidade do enxerto das ilhotas pancreéticas.

1.3.Interagcdo entre Células Apresentadoras de Antigeno e os

Linfoécitos T

O potencial processo de ativagdo do sistema imune inicia com a interacao das
células apresentadoras de antigeno (APC) com os linfocitos T. Como representado na
figura 2, as moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) apresentando
um peptideo previamente processado, sdo reconhecidas pelo receptor dos linfocitos T

(TCR).
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(e.g. dendritic cell)
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Figura 2. Papel dos sinais 1 ¢ 2 na ativacdo as células T. As células apresentadoras de antigenos
profissionais (APC) provem os sinais 1 e 2, e ativam os linfocitos T eficientemente. Em contraposi¢do, APC

ndo profissionais, que também podem prover o sinal 1, induzem anergia na auséncia do sinal 2 (49).

Uma segunda interacdo denominada de segundo sinal ou co-estimulador, entre
moléculas acessorias presentes em ambos os tipos celulares, ¢ necessaria para induzir uma
resposta imune ativa. No sinal co-estimulatério, a expressao do CD28 nos linfocitos T
virgens induz a expressdo do seu ligante B7.1 ou B7.2 (CD80 ou CD86) nas APC. Essa
interacdo induz a expressdo do CD40L nos linfécitos T que vai interagir com o CD40

presente na APC (Figura 3) (50).



O processo de ativacdo dos linfécitos T torna-se entdo, um processo de interagdo
seqiiencial. A auséncia de algim destes sinais, leva aos linfocitos T ao estado de ndo
responsividade ou anergia (49, 51, 52). Vérios trabalhos tém relatado diversos métodos de
imunomanipulacdo com o objetivo de indugdo de ndo-responsividade pela administragdo de
anticorpos para bloqueio da via co-estimulatoria, anti-CD28, anti-B7, anti-CD40, anti-
CDA40L (52, 53), CTLA4-Ig ou através de terapia génica (54).

Além das classicas moléculas co-estimulatorias, o bloqueio das via CD28-CD80/86
junto com CD134-CD134L (também chamado de OX40L), cuja ativagdo induz a sobrevida
de células T de memoria, foi capaz de prolongar a sobrevida de alotransplante cardiaco em
ratos (55). Porém, até o momento ndo foram reportados trabalhos nos quais foi utilizado
um modelo clinicamente relevante para o transplante de ilhotas pancreéticas como sdo os
camundongos obesos ndo diabéticos (NOD).

A importancia da interagdo entre o receptor do CD40 e seu ligante CD40L foi
demonstrada na area dos transplantes por diversos pesquisadores (56, 57), destacando-se o
trabalho de Kirk e cols. (58), empregando estratégias que bloqueiam a via CD40-CD40L
em modelos pré-clinicos em primatas ndo humanos. A utilizacdo de anticorpos
monoclonais anti-CD40 resultou na auséncia de rejei¢do apds transplante de rim (59) ou
pele (60) na auséncia de drogas imunossupressoras. Sobrevida aumentada do transplante de
ilhotas de Langerhans de doador geneticamente diferente entre macacos rhesus (59),

babuinos (61) e roedores (62) também foi observada.
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Figura 3. Moléculas de superficie envolvidas na ativagdo dos linfocitos T. A interagdo entre o
receptor das células T (TCR) e o peptideo-complexo de histocompatibilidade principal (MHC) é fundamental
para a ativagdo das células T. Porém, interacdes adicionais entre as células T e as células apresentadoras de
antigenos (APC) sdo essenciais para a efetiva fungdo das células T. As interacdes mais importantes sdo: (1)
CD80 (ou CD86) e CD28, (2) CD40L (CD154) e CD40 ¢ (3) ICAM-1 (molécula de adesdo intercelular-1) e
LFA-1 (antigeno-1 de fungdo associada a linfocitos 1) (63).

1.4.0 Receptor de CD40

As evidencias acima apresentadas sugerem que a via co-estimulatoria CD40-
CD40L tem um papel fundamental no processo de ativagdo imunologica.

O receptor de CD40 humano ¢ uma glicoproteina fosforilada integral de membrana
de 45 a 50 kDa e 277 aminoacidos (aa) com 22 residuos de cisteina na sua por¢ao

extracelular, conservados em humanos, bovinos e murinos. O gene do CD40 esta
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localizado no cromossomo 20ql1-2-q13-2. As proteinas do CD40 humano e murino
apresentam uma homologia de 62% e sdo membros da familia do receptor do fator de
necrose tumoral (TNFR) (64).

Em situacdes fisioldgicas, a interacdo de CD40 com o seu ligante, CD40L também
chamado de CDI154, tem um papel fundamental no sistema imune, induzindo
sobrevivéncia, proliferagcdo, diferenciagdo celular, além de induzirem troca isotipica nos
linfocitos B (52). Seu papel co-estimulatorio na interagdo entre linfocitos T e B e a sua
importancia fisiologica foi demonstrada nos pacientes com mutagdes no gene do CD40L,
que apresentam a sindrome de imunodeficiéncia de IgM (HIGM1). Nesta, os pacientes nao
sdo capazes de montar repostas celulares T, dependentes de linfocitos B (65). Deficiéncias
similares foram encontradas em camundongos nocaute para o receptor do CD40 (66).

Achava-se, inicialmente, que a expressao do CDA40 era restrita as células de origem
hematopoiética especializadas como linfocitos B, macrofagos, e APC profissionais.
Atualmente, porém, sabe-se que o CD40 também ¢é expresso em células de origem ndo
hematopoiética, como cé¢lulas endoteliais, timicas epiteliais, células presentes em
neoplasias e linhagens celulares transformadas, além de células do ducto pancreético (67-
73), onde sua expressdo estd majoritariamente associada a amplificagdo e regulacdo de
respostas inflamatdrias. Esses eventos ndo especificos sugerem que o CD40 poderia estar
contribuindo a induc¢do, sintese e secrecdo de citocinas e quimiocinas, assim como também
de moléculas co-estimulatérias, resultando no recrutamento e ativagdo das células
hematopoiéticas.

Nesse sentido, varios trabalhos sugerem que a interagdo CD40-CD40L ndo sé

contribui com as respostas fisiologicas celulares previamente enumeradas, mas também em
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condi¢des patoldgicas, levando ao aparecimento de eventos inflamatorios cronicos. Ja foi
demonstrado que a estimulagdo do receptor de CD40 tem um papel critico em doencas de
origem auto-imune inflamatdéria como psoriase, aterosclerose e fibrose cistica (74-79), o
qual também ¢ reconhecido na area dos transplantes (56, 57), e confirmado utilizando
animais transgénicos e nocautes (64).

E interessante salientar que até o presente momento, nio ha trabalhos que
descrevam a presenga de CD40 nas ilhotas pancreaticas. Entretanto, ja foram relatados
estudos demonstrando a expressdo aumentada da molécula ligante do CD40, o CD40L, em
soro, como também na superficie celular de plaquetas ativadas (80) em pacientes com DM1

(81-83).

1.5. Transducgao de Sinais Apds a Ativagao do CD40

Trabalhos recentes utilizando células ndo hematopoiéticas tem demonstrado uma
quantidade significativa de genes induzidos pela ativagdo de CD40, geralmente associados
com sinais co-estimulatorios (84), secrecao de citocinas (73, 85, 86), inducao de apoptose
(87, 88) ou sobrevivéncia celular (68, 89). Essa plasticidade de sinais decorrentes de sua
ativacdo sugere que CD40 tem a capacidade de transduzir sinais a diferentes vias
intracelulares.

Porém, a cauda citoplasmatica da molécula de CD40 nao apresenta dominio quinase
e portanto ndo possui atividade catalitica. A conversao do sinal extracelular em sinal
intracelular, ou transducdo de sinais apos a ativacdo do CDA40, ¢ realizada através de
moléculas adaptadoras chamadas fatores associados ao receptor TNF (TRAF) 2, 3, 5¢ 6
que, sao recrutadas e acopladas ao dominio citoplasmatico do CD40 ap6s unido do ligante

e multimerizagdo do receptor (90). Assim, sdo capazes de transmitir sinais as vias
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inferiores (91-95). A partir desse ponto, essas vias agem de forma conjunta com as
proteinas quinases ativadas por mitoégeno (MAPK) (96-98) e o fator nuclear kB (NF-xB),

ativando fatores de transcri¢ao a nivel nuclear nas diferentes vias de sinalizagao (94).

1.5.1. MAPK: via Raf/MEK/ERK1/2

As MAP quinases controlam varios eventos celulares complexos como
embriogénese, proliferagdo, diferenciagdo e morte celular, assim como alteragdes
transitorias necessarias para a homeostase celular (99-101). Em mamiferos, tém sido
encontradas varios cDNAs que codificam para mais de 20 MAPKs.

Caracteristicas peculiares dessa familia de enzimas sdo: o motivo de aa (Thr-Xxx-
Tyr) necessario para ser considerada uma MAPK, a necessidade de cada quinase ser
ativada por uma cascata de proteinas quinases que contenha ao menos duas quinases
previas as MAPKSs, e a necessidade de fosforilacdo dos residuos de tirosina e treonina,
ambos catalisados pelas quinases reguladas extracelularmente por mitégeno (MEKSs) para
ser tornarem ativas ou com maior atividade (102). A fosforilagdo ¢ um processo reversivel,
catalisado no sentido contrario por fosfatases capazes de reverter o processo de ativagao e
levar a célula novamente ao estado basal de repouso, ou de baixa atividade (102).

ERK1 (quinase-1 regulada extracelularmente) ¢ ERK2, também denominadas de
p44 e p42, contém 88% de homologia na seqiiéncia de aa. Essas MAPKs sdo expressas em
uma grande variedade de tecidos, incluidas células terminalmente diferenciadas como as
células B pancreaticas (103, 104), e linhagens de células (104, 105), sendo ativadas pelos
estimulos que regulam a funcdo primaria do tecido especifico, como ¢ a concentragcdo de
glicose nessas células. A sinalizagdo intracelular gerada como resultado da ativagdo de

CDA40 ¢ capaz de translocar fatores de transcrigdo especificos, como o fator de transcrigdo
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Elk-1, que possui um sitio de unido para ERK1/2, e ¢ alvo de fosforilacdo nos seus residuos
de serina e treonina.

MEK1 e MEK2 sdo membros da familia das quinases que fosforilam
especificamente ERK1/2. As interagdes entre MEK1/2 e ERKI1/2 sdo complexas e
envolvem varias regides de contato que determinam a especificidade e a eficiéncia da
interacdo. Essas interagdes ndo enzimaticas parecem ser essenciais para a transmissdo de
sinais a través desta “cascata molecular” (102).

As quinases que fosforilam as MEKs denominam-se MEKK. In vivo, as isoformas
dessas enzimas, as Rafs, parecem ser as unicas que fosforilam MEK1/2. A regulacdo da
ativacdo das Rafs ¢ mais complexa que a das MEKs ou MAPKs, e requer ndo so6 a sua
fosforilagdo (que ocorre em varios residuos), assim como também da unido ao GTP. A
estavel intera¢do entre Raf com MEK1/2 parece ser essencial na interacdo como ERK1/2.
Um esquema detalhado da via de ativagdo das proteinas envolvidas na via de sinalizagdo
das MAPK ¢ representado a seguir na Figura 4.

A importancia da sinalizagdo do CD40 através da inibicdo da via de ativacdo
Raf/MEK/ERK em respostas inflamatérias em mondcitos e macrofagos, ja estd bem
documentada (86, 91, 106). Assim, a utilizacdo do potente inibidor especifico PD98059,
que evita a ativagdo de MEK1 por c-Raf (107), possibilita que a sinaliza¢do desta via seja
estudada e, desta forma, que conseqiiéncias dependentes da ativagdo do CD40, como a

inducdo e ou secre¢do de citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias sejam determinadas.
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Figura 4. Sinalizacdo na cascata MAPK. Diferentes ligantes a nivel extracelular, sdo capazes de
desencadear a via das MAPK. Neste caso, a interacdo CD40-CD40L, ativa a quinase c-Raf (MAPKKK) que
por sua vez fosforila a quinase MEK1/2 (MAPKK), que fosforilam as ERK1/2 (MAPK). Uma vez
fosforiladas, ERK2 ¢ capaz de se translocar até o nucleo e induzir a ativacdo de certos fatores de transcrigao,

como Elk1, cuja a¢do determinara conseqii€ncias a nivel celular.

1.5.2. Fator de transcrigcao NF-kB

O fator de transcricdo NF-kB consiste em uma familia de fatores, conservados
desde a Drosophila até seres humanos (108), que regulam uma variedade de aspectos
fisioldgicos celulares como a resposta imune, a inflamacdo, o crescimento celular e a

apoptose (109-112). As subunidades de NF-kB contém uma seqiiéncia homologa central
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denominada, dominio Rel, envolvido na unido ao DNA (sitios kB de 10 pares de bases),
interagcdo com as proteinas inibidoras IkB e a dimerizacdo (113). Embora diferentes formas
diméricas de NF-kB tenham sido descobertas em mamiferos, p50/p105, p65/RelA, c-Rel,
RelB, e p52/p105, o dimero majoritariamente encontrado nos diferentes tipos celulares ¢ o
p65/RelA e as subunidades de p50.

O NF-xB pode ser ativado em minutos por uma variedade de estimulos que variam
desde citocinas inflamatorias como TNF-a e IL-1, LPS, fatores de crescimento, de indugao
de stress, até a ativagdo do receptor do CD40 (94). O NF-kB estd presente de forma
constitutiva no citoplasma associado a proteinas inibidoras, kB, que cobrem o sitio de
unido do NF ao DNA. Quando existe um estimulo, o IkB ¢ fosforilado nos residuos de
serina 32 e 36, por um complexo denominado quinase do inibidor de kB, IKK. Dessa
forma, o inibidor fosforilado ¢ alvo de degradacdo a nivel proteossomico e o NF-kB pode,
entdo, se translocar ate o nuicleo, promovendo a atividade transcricional (Figura 5).

Em células primarias, terminalmente diferenciadas, como as células § pancreaticas,
a ativagdo do NF-kB pela acdo de citocinas pré-inflamatorias, como IL-1 f e IFN-y, ¢
capaz de induzir a expressdo de outras citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo celular
(114). Estudos recentes sugerem que a ativagdo do NF-kB em células P, parece estar

associada majoritariamente a um papel pro-apoptodtico (115, 116).
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Figura 5. Via de sinaliza¢do na cascata do NF-kB. A ativagdo de CD40, pelo seu ligante a nivel
extracelular, o CD40L, ¢ capaz de induzir na via classica ou candnica, a fosforilagdo de IkB, ubiquitinagdo e
degradagdo no proteossomo. Na via ndo candnica, NIK ativa as IKK que por sua vez ativam o heterodimero
p100/RelB, marcando p100 para clivagem, ubiquitinacdo e degradacdo no proteossomo. O NF-kB liberado no
citosol (p50/p65 ou p52/RelB) € capaz de transitar liviemente até o nucleo e induzir genes cuja expressdo seja

ativada por NF-kB (www.cellsignal.com).

Entretanto, as cascatas de ativagdo induzidas em resposta a ativacao de CD40 em
células B pancreaticas nao foram caracterizadas, ja que até o presente momento a molécula
de CD40 ainda nao foi descrita nestas células. A maioria dos modelos de transdugao de
sinais tém sido gerados a partir de experimentos realizados em mondcitos e/ou macrofagos
(106), linfocitos B (117, 118), células transfectadas (96, 119), além de modelos de
superexpressao de certas proteinas (120) ou interagdes protéicas realizadas in vitro (121).

As generalizagdes dentre as vias de sinalizagdo utilizando diferentes células sao dificeis de
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serem realizadas, j& que as atividades bioldgicas diferenciais podem ser atribuidas a
natureza diferente das células, heterogeneidade nas cascatas de ativacdo apds a ligacdo, ou

diferente grau de multimerizac¢ao apos a ligagdo.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral

Determinar a expressdo da molécula de CD40 e avaliar o papel pro-inflamatorio

decorrente de sua ativagdo em ilhotas pancreaticas.

2.2.Objetivos especificos

Determinar a expressao da molécula da molécula de CD40 em ilhotas pancreaticas.

Determinar a via de transduc¢ao de sinais a partir da molécula de CD40 em células 3
pancreaticas.

Determinar conseqiiéncias celulares decorrentes da ativacao de CD40 em células 3

pancreaticas.
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TRABALHO 1
O antigeno CD40 é funcional e constitutivamente expresso

em células beta pancreaticas

D. Klein, F. Barbé-Tuana, A. Pugliese, D. Garza, M. Gonzalez, R. D. Molano, C. Ricordi

and R. L. Pastori. Diabetes Research Institute, University of Miami School of Medicine.

Por favor correspondéncia para:

R.L. Pastori, Ph.D.

Diabetes Research Institute

University of Miami School of Medicine

1450 NW 10th Avenue, Miami, FL 33136, USA
Tel: (305) 243-5349

Fax: (305) 243-4404

Endereco e-mail: rpastori@med.miami.edu

Abreviag¢oes: 7-AAD: 7-Amino actinomicina D, APC: aloficocyanina, APC: célula
apresentadora de antigenos, CD40L: ligante do CD40, FITC: isotiocianato de fluoresceina,
IEQ: equivalente de ilhotas, LCMV: Virus linfocitico corio meningitico, mAb: anticorpo
monoclonal, NF-kB: fator nuclear kappa B, NG: Newport green, NOD: diabéticos ndo-

obesos, T,,: temperatura de fusao, TNFR: receptor do fator de necrose tumoral.
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Resumo

Objetivos/Hipoéteses. Apesar das diferencas de fungdo e origem embriondria, as
células das ilhotas pancreaticas e os neurdnios expressam proteinas pertencentes a
superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral. Enquanto os neurdnios expressam o
receptor do CD40, ndo se sabe se as células das ilhotas também o expressam. O objetivo
deste estudo foi investigar a expressdo do CD40 em ilhotas pancreaticas humanas e de
camundongo, assim como também em células de insulinoma NIT-1.

Métodos. A expressdo do CD40 foi estudada por transcricdo reversa e reacdo em
cadeia da polimerase, citometria de fluxo, imuno-histoquimica, e immunoblot. As respostas
mediadas pelo CD40 foram avaliadas por ensaio de gene repdrter utilizando a luciferase,
apos estimulacdo com um anticorpo agonista contra o CD40.

Resultados. Nos detectamos expressdo do CD40 em ilhotas pancreaticas humanas e
de camundongo. O CDA40 ¢ expresso em células beta, e a sua expressdo ¢ aumentada por
citocinas pro-inflamatérias (IL-1f, IFN-y, TNF-a). A sinalizagdo do CD40 nas cé¢lulas de
insulinoma NIT-1 ativa o fator nuclear kappa B, demonstrando que o CD40 ¢ funcional.

Conclusées/interpreta¢do. NoOs apresentamos evidéncia que, junto com as células
do sistema imune, a sinalizagdo através deste receptor ativa o NF-kB. No&s sugerimos que
os efeitos do estimulo inflamatério que afetam a funcao e sobrevida das células beta podem
também estar mediados pela sinalizacdo através do receptor CD40. Portanto, o CD40 pode

ter um papel em processos associados a auto-imunidade das ilhotas e transplante.

Palavras chaves: Célula beta, CD40, Diabetes mellitus, ilhotas, NIT-1, fator

nuclear kappa B.
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Introducgao

O receptor do CD40 ¢ uma glicoproteina de membrana que pertence a familia do
receptor do fator de necrose tumoral (TNFR). Seu ligante natural, o ligante CD40 (CD40L
ou CD154), ¢ uma proteina transmembrana tipo II e ¢ membro da familia das proteinas do
TNF-a (1-3). O CD40 ¢ expresso na superficie dos linfocitos B e células apresentadoras de
antigenos (APC) e media sinais co-estimulatdrios para a ativacao dos linfécitos T (4).

Durante o curso de uma resposta imune, o receptor das células T reconhece o
MHC:antigeno na superficie das APCs. O reconhecimento antigénico ¢ seguido pela
expressdo do CD40L nos linfécitos T. A interacio do CD40L com o CD40 induz a
expressdo de outras moléculas co-estimuladoras na superficie das APCs. Esses incluem
CD80 e CD86 (5, 6), as quais interagem com o CD28 expresso pelas células T (4, 7). Essa
cascata de eventos resulta na produ¢do de IL-2 e ativag@o das células T. O papel critico do
CD40 na ativagao das células T ¢ reconhecido também na area do transplante (8-11) e auto-
imunidade (12, 13), e tem sido confirmado utilizando camundongos transgénicos e
nocautes (14).

A interferéncia da via do CD40 usando anticorpos contra o CD40L inibe o
desenvolvimento espontineo do diabetes nos camundongos ndo diabéticos (NOD) e
prolonga a sobrevida do aloenxerto de ilhotas em primatas ndo humanos na auséncia de
drogas imunossupressoras (8, 12). Achados similares tém sido demonstrados em outros
transplantes (9-11).

Mais ainda, a unido do CD40 com seu ligante o CD40L pode afetar dramaticamente
a sobrevida dos linfocitos B, levando a proliferacdo celular ou morte dependendo se o

estimulo ¢ causado por um antigeno proprio ou estranho (15, 16). O CD40/CD40L também
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tem um papel na troca de isotipo e muta¢do somatica (14). A expressao do CD40 tem sido
relatada em células T diabetogéncias e clones de células T nos camundongos NOD (17).

Células ndo-imunes como células endoteliais (18), células do epitélio do timo (19),
neurdnios (20), células normais e neoplasicas da tiredide (21), carcinomas (22), linhagens
celulares transformadas (23) e células do ducto pancreatico também expressam o CD40
(24). Os efeitos da sinalizagdio do CD40 em células ndo-imunes ndo sdo totalmente
compreendidos. Porém, vérios trabalhos indicam que a sinalizagdo através do receptor do
CDA40 pode induzir sobrevida (25, 26) ou inibi¢do do crescimento e aumento da apoptose
em varios tipos de células ndo-imunes (27, 28).

Apesar das diferencas de fungdo e origem embriondria, as células das ilhotas
pancredticas € os neurdnios expressam proteinas pertencentes a superfamilia do TNFR,
como TNF-R1 e o receptor do fator de crescimento do nervo (27-33). Como os neurdnios
expressam o CD40, nds especulamos que as células das ilhotas também podem expressar
esse membro da superfamilia do TNFR. Neste estudo nos investigamos a expressao do

CD40 em ilhotas de camundongo e humanos e na linhagem celular NIT-1.
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Métodos

Tecidos e células. Estudamos pancreas e ilhotas de camundongos C57BL/6,
BALB/c e NOD. As ilhotas humanas foram obtidas de doadores cadavéricos. As células
NIT-1 foram obtidas da American Type Culture Collection (CRL 2055, ATCC, Manassas,
Virginia, USA) e mantidas em cultura de acordo as instru¢des da ATCC.

Isolamento de ilhotas. Os métodos para o isolamento de ilhotas de humanos e
murinas tém sido previamente descritos (34, 35). As ilhotas humanas foram supridas pelo
cGMP no Diabetes Research Institute, Universidade de Miami, e isoladas pelo método
automatizado desenvolvido por Ricordi e cols (36). As ilhotas de camundongo foram
isoladas da seguinte maneira: os animais foram sacrificados sob anestesia geral, o abdome
foi aberto, o pancreas foi exposto e injetado com uma solu¢do de colagenase 0.8 mg/ml
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) através do ducto biliar principal até que foi atingida
a total distencdo do 6rgdo. Este procedimento foi aprovado pelo Comité de Utilizagdo e
Cuidados de Animais da Universidade de Miami. O tecido pancreatico previamente
distendido foi removido cirurgicamente e imerso em uma solu¢do de colagenase. A
digestdo foi realizada a 37°C durante 17 min com suave agitacdo. A cinética enzimatica foi
reduzida pela adicdo da solug¢do balanceada salina de Hanks suplementada com 10% de
soro fetal bovino (Hyclone, Logan, UT, USA). A disrup¢do mecanica do tecido pancreatico
digerido foi realizada com uma agulha calibre 14-G até que a completa liberagdo das
ilhotas foi observada pelo microscopio. O tecido foi depois filtrado através de um filtro de
450 um. As ilhotas foram purificadas por centrifugacdo a 900 g por 11 min em gradientes
descontinuos de Euro-ficoll. Esse método proveu de forma rotineira de ilhotas com uma

pureza superior a 90 % como atestado pela colora¢do com ditizona (Sigma-Aldrich). As
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ilhotas foram contadas e agrupadas de acordo ao seu tamanho. Foi utilizado um algoritmo
para o calculo do nimero de ilhotas equivalentes (IEQ) tomando como medida padrdo o
diametro de 150 um. Os experimentos foram realizados utilizando ilhotas purificadas.

Extracdo de RNA e sintese do cDNA. O RNA total foi isolado utilizando o kit
RNAeasy (Qiagen Inc, Los Angeles, CA, USA). As amostras foram tratadas com DNAse I
(Ambion, Austin, TX, USA) para remover vestigios de DNA gendmico. A sintese do
cDNA foi realizada utilizando oligo(dT) e a enzima transcriptase reversa Superscript II
(Invitrogen, Chicago, IL, USA).

Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real. O cDNA de
ilhotas de camundongo foi amplificado utilizando um par de iniciadores especificos
(CD40F e CD40R) para os éxons 7 e 9, respectivamente (CD40F: TGG TCA TTC CTG
TCG TGA TG e CD40R: CTC TAC CCA TCA TTC CAC TAC). Como controles
negativos foram incluidas rea¢des nas quais a enzima transcriptase reversa foi omitida.
Para determinar os pardmetros para a aquisicdo dos dados de fluorescéncia, realizamos
curvas de fusdo preliminares. A andlise da curva de fusdo foi realizado aquecendo a 95 °C,
esfriando a 55 °C a 20 °C/s, seguido de um aquecimento a 94 °C a uma taxa de 0,2 °C/s e
adquirindo a fluorescéncia de forma continua. Essa andlise permitiu-nos determinar a
temperatura de fusdo especifica para o produto da PCR de nosso interesse. Os dados da
fluorescéncia foram coletados 1,5 °C abaixo da temperatura de fusdo (T.,) do produto
especifico para evitar a contribuicdo da fluorescéncia gerada por produtos nio especificos.
A identidade dos produtos da PCR foi verificada eletroforese em gel de agarose ao 1%. A
amplificacdo da PCR foi realizada em um termociclador de fluorescéncia (LightCycler;

Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN, USA) em um volume final de 20 pl
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contendo 3mmol/l de MgCl,, 0,5umol/l de cada iniciador, 2 pl do mistura de reagao
(Ready-to-use reaction mix 10xDNA Master SYBR Green I, Roche Molecular
Biochemicals) e o cDNA alvo. A reagdo foi previamente incubada por 5 min a temperatura
ambiente com 0,55 pg do anticorpo TaqStart (Clontech, Palo Alto, CA, USA). O programa
de amplificagdo foi o seguinte: taxa de transi¢do a 20 °C/s para todos os passos envolvidos,
1 ciclo de desnaturagdo a 94 °C por 5 s, anelamento a 55 °C por 5 s, € extensdo a 72 °C
por 10 s; aquisi¢do da fluorescéncia pelo aquecimento a 87 °C por 1 s.

PCR do cDNA de células beta humanas purificadas. A amplificacdo da PCR dos
transcritos de CD40 humano foi realizada como o iniciador direito
ACAAATACTGCGACCCCAAC (compreende os ¢éxons 3 e 4) e o iniciador reverso
AAAGACCAGCACCAAGAGGA (¢xon 7). As condi¢des da PCR foram 1 ciclo de 1 min
a 95°C, 40 ciclos de 30 s a 95 °C, 45s a 55°C,e 45s a 72 °C. Foi realizada uma
elongacdo final por 3 min a 72 °C. A banda de 404 pb foi digerido com Stul, gerando
fragmentos de 104 e 300 pb. Reag¢des na qual a enzima transcriptase reversa foi omitida
foram incluidas como controles negativos.

Imuno-histoquimica. As células NIT-1 foram cultivadas em laminas, lavadas com
PBS, ¢ fixadas com formalina. As células foram coradas utilizando o kit ABC de acordo as
instrugdes do fabricante (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA) com 5
pg/ml de anticorpo polyclonal de coelho contra o CD40 de camundongo (L-17; Santa Cruz
Biotechnology Inc.) como anticorpo primario. Os controles negativos incluiram cortes que
foram marcados com o anticorpo controle de isotipo, e cortes incubados com o anticorpo

secundario na auséncia do primario.
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Imunofluorescéncia de tecido de camundongo. Cortes dos pancreas de
camundongos NOD, C57BL/6 ¢ BALB/c foram fixados em solucdo de Bouin (Sigma-
Aldrich) e embebidos em parafina. Logo, os cortes de tecido foram incubados com 5 pg/ml
de anticorpo polyclonal (coelho contra 0 CD40 de camundongo) seguido por um anticorpo
secundario contra coelho feito em cabra conjugado com AlexaFluor488 (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA). Nos experimentos de coloracdo dupla, os cortes também foram
corados com um anticorpo contra insulina de porco feito em porco da india (Zymed
Laboratories, Inc. South San Francisco, CA, USA) ou com um anticorpo monoclonal
(mAb) contra glucagon porcino (K79bB10, Sigma-Aldrich) que tem reacdo cruzada contra
insulina e glucagon de camundongo, respectivamente. A coloracdo da insulina ou glucagon
foi feita pela incubagdo com um anticorpo secunddrio de cabra contra porco da india ou
cabra contra camundongo conjugados com AlexaFluor568. As reagdes controle incluiram a
coloragdo com controles de isotipo, assim como também combina¢des cruzadas de
anticorpos primarios e secundarios. A imunofluorescéncia foi analisada por microscopia
confocal utilizando um microscopio laser confocal de scan Zeiss LSM-510 (Carl Zeiss Inc.
Thornwood, NY, USA).

Imuno-marcagio de tecido pancreatico humano e ilhotas isoladas. Os péletes de
ilhotas humanas ou cortes de pancreas foram congelados em OCT (Sakura Finetek
Torrance, CA, USA) e cortados. Os cortes foram secados e lavados em PBS antes de serem
fixados (Histochoice Tissue Fixative, Amresco, S6lon, OH, USA). Apos lavagem em PBS,
as amostras foram tratadas com o bloqueador (Universal blocker, Biogenex, San Ramon,
CA, USA) para prevenir reagdes ndo-especificas. Os cortes foram incubadas com mAb

murino contra CD40 humano (MABS89; Beckmann Coulter, Hialeah, FL, USA), lavados, ¢
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incubados com anticorpo secundario de cabra contra camundongo conjugado com
AlexaFluor488. A coloracdo para insulina foi realizada utilizando o mesmo protocolo,
utilizando anticorpo secundario de cabra contra coelho conjugado com AlexaFluor568.

Citometria de fluxo. Um milhdo de células NIT-1 ou células de ilhotas
pancredticas dissociadas foram incubadas com 1pug/100ul de mAb de hamster contra CD40
murino (HM40-3; BD/Pharmingen, San Diego, CA, USA) conjugado a isotiocianato de
fluoresceina (FITC) por 30 min no gelo, lavadas e avaliadas por citometria de fluxo. As
ilhotas de camundongo ou humanas foram dissociadas até formar uma suspensao celular de
células individuais pela incubacdo de aliquotas de 500- 1000 IEQ em 1 ml de uma solucao
de acutase (Accutasse, Innovative Cell Technologies, San Diego, CA, USA) a 37 °C por 5-
15 min e subseqiientemente dispersas por pipetagem. As ilhotas humanas dissociadas
foram incubadas com 1umol/l de Newport Green (NG) (Molecular Probes) por 30-60 min a
37 °C em PBS sem Ca’" e Mg®". Apos lavagem, as células foram incubadas em gelo por
20 min com anticorpo anti-CD40 conjugado com aloficocianina (APC) ou anti-CD40-
ficoeritrina (HB14; Caltech, CA, USA; e clone MAB89, Beckman-Coulter),
respectivamente. Finalmente, as células foram coradas com 7-amino de actinomicina D (7-
AAD, Invitrogen, La Jolla, CA, USA) a uma concentracdo de 10 pg/ml. O marcador de
DNA 7-AAD ¢ capaz de se ligar as células mortas, permitindo, portanto, sua exclusio
seletiva. A andlise de citometria de fluxo foi realizada utilizando o programa CellQuest em
um instrumento FACScan (Becton-Dickinson, Mountain View, CA, USA).

Incubaciio das ilhotas humanas com citocinas pré-inflamatérias. As ilhotas

humanas purificadas foram incubadas por 12-18 h com uma combinagio de IL-1p (5x10*
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U/), IFN-y (10° U/l) e TNF-a (10° U/L). Apos foram lavadas, dissociadas e analisadas por
citometria de fluxo como descrito acima.

Separacio de células. Apos a dissociacdo até a suspensao celular, as células foram
coradas com NG e 7-AAD. A separacdo das células foi realizada em um FCASvantage
(Becton-Dickinson). Foram obtidas duas populagdes celulares, NG brilhantes ¢ NG
foscas/negativas.

Western blot. Ilhotas altamente purificadas de C57BL/6 e células NIT-1 foram
lavadas duas vezes com PBS gelado e lisadas em tampao contendo SDS 2%, Tris-HCI1 60
mmol/l (pH 6.8), incubadas a 95 °C, sonicadas em banho de 4gua a 37 °C e centrifugadas a
alta velocidade por 10 min. A avaliagdo do conteudo total de proteinas foi realizado com
kit (BCA, Pierce Biotechnology, Rockford, IL. USA). Aliquotas correspondendo a 50 ug
de proteinas foram submetidas a eletroforese com gel de poliacrilamida e SDS (SDS-
PAGE) utilizando géis comerciais a 12% (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) e transferidos a
membrana de polivinildifluoro. As membranas foram incubadas com leite em p6 desnatado
ao 5% em TBS (20mM Tris, 500mM NaCl, pH 7.5) por 12-18 h 4°C para bloquear
ligacdes ndo especificas. Subseqiientemente, as membranas foram incubadas com 1:200 do
anticorpo policlonal de coelho contra o CD40 murino (L-17, Santa Cruz Biotechnology)
seguido da incubagdo com o anticorpo secundario contra coelho conjugado a peroxidase de
raiz forte e deteccdo por quimiluminescéncia (Amersham Biosciences, San Francisco, CA,
USA). As mesmas membranas foram novamente utilizadas e incubadas com anticorpo
contra beta-actina 2066 (Sigma-Aldrich).

Ensaio do gene repérter para NF-kB. Aliquotas de 3.0 x 10* células NIT-1 foram

cultivadas em placas de 96 pocas. Apos 24 h, as células NIT-1 foram transitoriamente co-
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transfectadas com dois plasmideos reporteres: pNFxB-Luc (BD Biosciences/Clontech) que
contem quatro copias do elemento de unido ao kB acima da regido do promotor que induz a
expressdo da luciferase de vaga-lume e o plasmideo reporter phRLTK, que também
codifica para a enzima luciferase de Renilla reniformis sob o controle do promotor
constitutivo da timidina quinase (Promega, Madison, WI, USA). A transfeccdo foi
realizada utilizando o reagente Fugene 6 (Roche, Indianapolis, IN) na relagdo de 3:1
microgramas de lipossomos para DNA. Apds 24 h, as células foram ndo tratadas, incubadas
na presenga do mAb agonista contra CD40 de camundongo (HM40-3, 10 pg/ml) ou o
controle de isotipo (G235-1, 10 pg/ml). Como controle positivo, as células foram também
tratadas com o TNF-a (10° U/l, Roche Biochemicals). Apos 2h de incubagdo a 37 °C, os
lisados foram preparados de acordo com as instru¢des do fabricante (Dual-GLO-luciferase
assay system, Promega). A atividade da luciferase foi medida em lumindmetro (Wallac
1420 Victorz, Perkin Elmer, Fremeont, CA, USA). As medidas de luminescéncia foram
integradas por um periodo de 10 s/poga. A razdo entre a atividade da luciferase de vaga-
lume e de renilla foram expressas percentualmente tendo como referéncia a atividade de
células controle transfectadas e ndo ativadas.

Analise estatistica. Quando apropriado, os resultados foram analisados pelo teste t
de Student. As comparagdes entre os grupos foram realizadas utilizando ANOVA e o
método de Dunnett para contrastes posteriores com o programa estatistico Sigma-Stat 2. Os

valores de p< 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Resultados

O mRNA do CD40 ¢ expresso em ilhotas de camundongo e células NIT-1. Para

investigar se o gene do CD40 ¢ transcrito em ilhotas pancredticas de camundongo e na

linhagem celular NIT-1, isolamos RNA total de ilhotas purificadas de camundongos NOD

e C57L/6 e de células NIT-1. Utilizamos camundongos NOD de 4 semanas, para evitar a

possivel contribuicdo da expressdo do CD40 de células do sistema imune associadas a

infiltragdo. A quantificagdo dos transcritos do CD40 utilizando a PCR em tempo real

mostrou que o transcrito do CD40 estd presente nas ilhotas, e seus niveis de expressao

foram comparéveis entre NOD, C57BL/6 e células NIT-1 (Figura 1a, b). A identidade do

produto da RT-PCR foi confirmada pela clivagem do amplicon com a enzima de restricdo

Ncil, gerando os fragmentos do tamanhos esperados (145 e 210 pb, Figura 1a).
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Figura 1. Detec¢do e quantificacdo de transcritos do CD40 em ilhotas de camundongo e células NIT-
1 pela RT-PCR. a Perfil da curva de fusdo dos transcritos de CD40 utilizando os iniciadores CD40F e
CD40R, anelando as seqiiéncias desde o éxon 7 e 9, respectivamente. Os iniciadores CD40F e CD40R
geraram amplicons de 355 pb. A analise da curva de fusdo foi realizada apos a amplificagdo do cDNA de
ilhotas B6. A primeira derivada negativa da fluorescéncia versus tempo (-dF/d7) ¢ graficada contra a
temperatura. O produto do CD40 tem uma T,, de 88,5 °C. A sefa marca a temperatura (87 °C) a qual os dados
de fluorescéncia foram adquiridos. 1 e 2 representam o perfil de fusdo das reagdes de amplificagcdo das ilhotas
B6 (reagdes controle sem RT e mais RT , respectivamente). No requadro estd um gel de agarose com o
amplicon do CD40. Coluna M mostra o marcador de 100 pb, coluna 3 mostra o perfil de digestdo do
amplicon de CD40 com a enzima Ncil. b Razdo dos niveis de transcrito do CD40 estandardizados pelo
conteido de transcritos de beta actina de células NIT-1, NOD de quatro semanas, ¢ C57BL/6. Os resultados

sd30 uma média de dois experimentos.

A proteina do CD40 ¢é expressa por células beta de camundongo. A figura 2a
mostra que a expressao da proteina do CD40 ¢ detectavel por western blot tanto em ilhotas
pancreaticas de camundongo como em células NIT-1. Também utilizamos imuno-
histoquimica para avaliar a expressao protéica do CD40 em cortes pancreaticos murinos e
células NIT-1. Utilizando o anticorpo policlonal anti-CD40 L-17 observamos coloragdo
especifica em células NIT-1 (Figura 2b). Omitindo o anticorpo primario, a coloracao nao
foi observada (Figura 2c¢). Ilhotas isoladas e ilhotas em cortes de tecidos pancreaticos
tiveram coloragdo positiva para o CD40 (Figura 2d, e). A absor¢ao prévia do anticorpo com
seu peptideo alvo inibiram completamente a marcagdo. Resultados similares foram obtidos
com o mAb HM40-3 seguido por anticorpo secundario conjugado a FITC (dados nao
mostrados). Para definir que tipo de célula presente na ilhota expressa o CD40, utilizamos
imunofluorescéncia dupla. Como mostrado na Figura 3, a microscopia laser confocal

revelou que a expressao da proteina do CD40 co-localiza claramente com a insulina, mas
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ndo com o glucagon. Nao observamos diferencas aprecidveis nos padrdes de coloragcdo em
cortes de tecidos de camundongos machos ou fémeas C57BL/6, BALB/c ou NOD (dados

nao mostrados).

Cc

CD40 ™ ™= :upa

B-actina "%~

Figura 2. Anélise da expressao do CD40 por western blot e imuno-histoquimica. a A expressao do
CD40 foi analisada por western blot em amostras de ilhotas pancreaticas de C57BL/6 e células NIT-1. O
mesmo gel foi utilizado para a incubagdo com um anticorpo contra a actina , para garantir que as mesmas
quantidades de proteinas fossem transferidas e utilizadas na analise. A localizagdo dos marcadores de
proteinas de 52 e 38 kDa estd assinalada. S3o mostrados dados representativos de 3 experimentos. b As
células NIT-1 foram coloradas com um anticorpo policlonal feito em coelho contra 0 CD40 e um anticorpo
secundario biotinilado utilizando o método da imuno-peroxidase e um conjugado de estreptavidina
peroxidase conjugado ao DAB como substrato. ¢ Células NIT-1 coloradas na auséncia do anticorpo primario.
d Cortes de ilhotas isoladas embedidas em parafina de camundongos C57BL/6 e tecido pancreatico (e) foram
coloradas com o mesmo anticorpo seguidas por um anticorpo secundario conjugado com AlexaFluor488.

Amento original (b, c, d, e) x20. Sdo mostrados dados representativos de cinco experimentos.
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Figura 3. Co-localizagdo da expressdo do CD40 e insulina em ilhotas pancreaticas. A andlise feita
por microscopia fluorescente confocal dos cortes de parafina de pancreas de um camundongo BALB/c de 8
semanas marcado para glucagon ou insulina (vermelho) ou CD40 (verde), utilizando imunofluorescéncia
dupla. A coluna da direita mostra a sobreposi¢cdo da coloracdo dos cortes 6ticos do CD40 e glucagon ou
insulina. A cor amarela resultante indica a co-localizacdo do CD40 e a insulina. Aumento original x40. Sao

mostrados dados representativos de cinco experimentos.

O receptor do CD40 ¢é expresso na superficie das células das ilhotas
pancreaticas de camundongos. Tendo demonstrado a expressdo da proteina, nos
especulamos que esse receptor estivesse sendo expresso na superficie das células das
ilhotas. Para testar essa hipotese analisamos células de ilhotas de camundongo dissociadas
e células NIT-1 apds a incubagdo com o mAb HM40-3, diretamente conjugado a FITC

(Figura 4). A andlise da citometria de fluxo revela a falta de marcagdo com o anticorpo
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controle de isotipo, enquanto que 58-85% das células de ilhotas e a maioria das células

NIT-1 exibem marca¢ao na superficie para o CD40.
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Figura 4. Expressdo do CD40 em células NIT-1 e ilhotas pancredticas isoladas. A expressao do
CDA40 foi analisada por citometria de fluxo em células de ilhotas pancreaticas dissociadas de camundongos
C57BL/6 e células NIT-1. As curvas mostram o perfil das células marcadas com um anticorpo antiisotipo e
com o anticorpo anti-CD40-FITC HM40-3 (seta). Sdo mostrados dados representativos de cinco

experimentos.

O CD40 é expresso em células beta de humanos. Também investigamos se 0
gene de CD40 ¢ expresso em células humanas que foram purificadas por procedimentos
padrdes. Para assegurar que estdvamos trabalhando com uma populacdo pura de ilhotas,
marcamos as células com NG e 7-AAD, de forma que as células beta vivas pudessem ser
identificadas e separadas [36]. A separagdo das células com coloragdo positiva para o NG
sd0 na maioria (90%) células beta, como avaliadas por imuno-histoquimica pela colorag¢ao
da insulina em células previamente separadas (H. Ichii, observagdes nao publicadas).
Avaliamos a expressdo da proteina do CD40 em ilhotas humanas isoladas por

imunofluorescéncia dupla. Como mostrado na figura 5b, a expressdo do CD40 ¢ detectado
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pela marcacdo do anticorpo e co-localiza com a marcag¢do para a insulina. A figura 5a
demonstra que o CD40 ¢ expresso na superficie de ilhotas humanas que sdo negativas para
o 7-AAD e positivas para o0 NG. A coloracdao foi observada com o mAb contra CD40
humano HB14 conjugado com APC e com o mAb MABS89 (dados ndo mostrados).
Portanto, a populagdo celular de ilhotas, altamente enriquecida em células beta também
expressa o transcrito do CD40 (Figura 5a) e a proteina, a qual, consistente com a sua
funcdo de receptor, também ¢ expressa na superficie celular.

A expressao do CD40 ¢ aumentada por citocinas pro-inflamatorias. Tratamos
ilhotas humanas com uma combinagdo de citocinas pro-inflamatorias que estdo associadas
com dano nas células beta no diabetes auto-imune [37, 38]. A incubagdo durante toda a
noite com a combinagdo de IL-13 (5x10* U/, IFN-y (10° U/1) e TNF-a (10° U/l) aumentou
a expressdo do CD40 em células beta humana (7-AAD negativas, NG-brilhantes positivas)
como mostrado pelo aumento da mediana da intensidade de fluorescéncia de 37,5+2,9 nas

células controles a 67,3+6,8 nas células tratadas com as citocinas (p=0,02) (Figura 5a).

7AAD neg
Newport Green pos.

CD40-APC
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Figura 5. Analise da expressao do CD40 ilhotas pancreaticas humanas. a As ilhotas humanas foram
mantidas em cultura durante toda a noite com ou sem uma combinacao de citocinas (IL-1p, IFN-y e TNF-a).
Apds a dissociagdo, as células foram coloradas com um anticorpo anti-CD40 humano conjugado a APC
(HB14) e a fluorescéncia analisada na propor¢do de células 7-AAD negativas, NG brilhantes (células beta
vivas). A linea solida representa a fluorescéncia correspondendo as células controle utilizando o anticorpo
antiisotipo. Lineas pontilhada e solida negrita representam a fluorescéncia das células de ilhotas controle e
tratadas com citocinas utilizando o anticorpo anti-CD40 HB14, respectivamente. No requadro estd um gel de
agarose com o transcrito do CD40 obtido pela RT-PCR do cDNA derivado de células humanas purificadas. b
Cortes de ilhotas humanas foram congelados, fixados ¢ lavados com PBS. Apods bloqueio com bloqueador
universal e bloqueador de proteinas, os cortes foram incubadas com o anticorpo primario contra humano anti-
CD40 MAB89 (feito em camundongo) por 2 h e depois incubado com o anticorpo secundario de cabra contra
camundongo conjugado a AlexaFluor488. A segunda coloracao para insulina foi realizada nos mesmos cortes
com anticorpo primario contra a insulina feito em coelho e anti-coelho Alexafluor568 feito em cabra como

anticorpo secundario.

O receptor CD40 ¢é funcionalmente ativo. A sinalizacdo através do CD40 ativa o
fator de transcricdo NF-kB (14). Para investigar se o CD40 ¢ funcionalmente ativo em
células beta,
avaliamos a ativacao do NF-kB em c¢lulas NIT-1 ap6s estimulagdo do CD40. As células
NIT-1 foram transitoriamente transfectadas com o gene reporter da luciferase que estd
fusionado ao promotor da timidina quinase que esta precedido de quatro elementos
consenso de unido ao NF-kB organizados em tandem. Como mostrado na figura 6 a
ativacdo do receptor CD40 pela incubacdo junto com o anticorpo agonista anti-CD40

HM40-3 resulta na ativacao do NF-kB.
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Figura 6. O receptor do CD40 ¢ ativo funcionalmente, sinalizando através da ativacdo do fator de
transcricdo NF-kB. As células NIT-1 foram transfectadas com 1.0 pg do plasmideo reporter pNFkB-luc e 0,5
pg do plasmideo controle expressando a luciferse da renilla. Vinte e quatro horas apods a transfecgdo, as
células foram estimuladas com o anticorpo contra CD40 ou o anticorpo controle de isotipo (IgM) por 2 h.
Como controle positivo, as células NIT-1 foram ativadas com o TNF-a. A atividade da luciferase foi
determinada como descrita nos “Métodos” e expressa como a razdo da atividade da luciferase do vaga-lume
com respeito & da renilla. Os resultados sdo mostrados como uma percentagem relativa ao controle, onde a
atividade da luciferase nos lisados de células transfectadas ndo ativadas foi escolhida como 100%. Os valores
sdo expressos como média + D.P.; *P< 0.05 versus células estimuladas com IgM. Sdo mostrados dados

representativos de quatro experimentos.
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Discussao

No presente estudo demonstramos que o CD40 ¢ expresso em ilhotas humanas e de

camundongo e nas células de insulinoma NIT-1. Pela RT-PCR obtivemos amplicons de
CDA40 de células beta humanas, ilhotas purificadas de NOD e C57BL/6 e células NIT-1. O
CD40 também foi expresso a nivel protéico como demonstrado pela imuno-histoquimica e
imunofluorescéncia.
A co-localizagdo observada com insulina indica que o CD40 ¢ expresso pelas células beta
nas linhagens de camundongo estudadas e também em humanos. A falta de co-localizagdo
do CD40 com o glucagon em cortes de tecidos pancreéticos de camundongos sugerem que
as células alfa ndo expressam o CD40.

Nos utilizamos a citometria de fluxo para demonstrar que, consistente com a sua
fungdo de receptor, o0 CD40 esta presente na superficie celular. Isto foi mostrado tanto para
ilhotas de camundongo como humanas. De acordo com os dados da imunofluorescéncia
dupla, a coloragdo na superficie foi observada em preparagdes de células humanas
altamente enriquecidas em células beta com o NG.

A expressdao do CD40 foi aumentada pela incubacdo das ilhotas com um coquetel
de citocinas que ja foram associadas com o dano celular na auto-imunidade. A observagao
da expressao do CD40 nas células beta pancredticas humanas ¢ modulado pelas citocinas
corrobora dados de um trabalho anterior publicado por Cardozo e col. (37) descrevendo o
CD40 como um dos genes ativados por citocinas em células beta primarias de rato.
Adicionalmente, nossos dados em células NIT-1 sugerem que as células pancreaticas
expressam um receptor de CD40 que ¢ funcional, cuja ativacdo resulta na ativacdo do NF-

kB. Essa ¢ uma conseqiiéncia bem conhecida da sinalizacdo do CD40. De fato, o CD40 e
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outros membros da familia do TNFR ndo possuem atividade intrinseca de quinase na cauda
citoplasmatica, mas propagam os sinais pela associacdo com fatores associados ao TNFR
(uma familia de proteinas adaptadoras) (14) que ativam os fatores de transcricdo NF-kB e
AP-1.

Foi recentemente relatado que o CD40 ¢ expresso por células do ducto pancreatico
em humanos, mas nao em ilhotas quando a expressdo foi analisada por imuno-histoquimica
em cortes pancreaticas (24). Nossos dados demonstrando a expressdo do CD40 em células
humanas beta apds o isolamento (avaliadas por RT-PCR, imunofluorescéncia dupla de
ilhotas isoladas e citometria de fluxo) sugerem que a expressdo do CD40 em células beta
humanas pode ser induzida pela manipulagcdo associada ao processo de isolamento das
ilhotas. Porém, o CD40 foi expresso de forma constitutiva em ilhotas murinas. Portanto,
nossos dados enfatizam uma possivel diferenca na expressdo do CD40 de ilhotas de
camundongos ¢ humanos, e sugerem que sua expressdo ¢ responsiva a um estimulo
especifico.

Os achados acima descritos implicam um papel potencialmente importante na
expressdao do CD40 nas ilhotas tanto em condi¢des fisioldgicas como patoldgicas. Em
particular, a resposta das ilhotas humanas as citocinas sugere que o CD40 poderia ter um
papel significativo durante condi¢des inflamatérias como o desenvolvimento do diabetes
auto-imune ou na area dos transplantes. Tal vez a expressdo do CD40 possa ter um papel
similar ao de moléculas co-estimuladoras. Por exemplo, a expressdo transgénica da
molécula co-estimuladora B7-1 na superficie das células beta resulta na aceleragdo do
diabetes em camundongos NOD (38, 39). Camundongos transgénicos expressando B7-1 e

a glicoproteina do virus linfocitico coriomeningitico (LCMV) nas ilhotas e tendo células T
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com um receptor com especificidade pela glicoproteina desenvolvem diabete auto-imune
apos exposicao ao LCMV (40). Camundongos expressando B7-1 e as moléculas do HLA-
DQ associados a um risco aumentado para o desenvolvimento do diabetes, também
desenvolvem diabete auto-imune (41). E possivel portanto que a expressdo constitutiva e
seletiva do CD40 na superficie das células beta possa contribuir a auto-imunidade suprindo
sinais co-estimuladores aos linfocitos que se infiltram. De acordo com nossos achados, a
inibi¢do da diabete espontanea relatada nos camundongos NOD tratados com o anticorpo
anti-CD154 (anti-CD40L) (12) pode ser explicada tanto como resultado do bloqueio das
APCs mas também pelo bloqueio das células beta. Do mesmo modo, o bloqueio da via do
CD40 promove a sobrevida do aloenxerto de ilhotas em modelos de transplante em
roedores (42), e esse efeito poderia ser parcialmente dependente do bloqueio da sinalizacao
do CD40 em células beta.

Estudos adicionais serdo necessarios para determinar o papel em potencial do CD40
como mediador de sinais inflamatdérios. Camundongos nocaute para o CD40 tém sido
gerados (43), e esses camundongos sdo deficientes na funcdo do CD40 em todas as células
que expressam o CD40. Portanto, esses camundongos ndo sdo apropriados para estudar
seletivamente os efeitos da expressao do CD40 e sua inibicdo em células beta e imune. A
geragdo de camundongos nocaute que seletivamente ndo expressem o CD40 em ilhotas ou
células derivadas da medula 6ssea e acasalados com camundongos NOD sera necessario
para caracterizar melhor o papel funcional da expressdo do CD40 em células beta

pancredaticas, um fenomeno que ainda nao havia sido descrito.
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Resumo

O CD40 ¢ um membro da familia do receptor do fator de necrose tumoral
(TNFR), expresso em células hematopoiéticas ¢ ndo hematopoiéticas. Recentemente
demonstramos a expressao do CD40 em ilhotas de Langerhans isoladas de camundongos
e humanos, mais especificamente nas células B, e também na linhagem de células B de
insulinoma de camundongo NIT-1. O CD40 ¢ uma proteina transmembrana. Porém, a
cauda citoplasmatica do CD40 ndo apresenta atividade quinase. A sinalizagdo ¢ realizada
através da interacao de diferentes proteinas adaptadoras no citoplasma celular que podem
levar a sobrevida celular ou a indu¢do da apoptose. Utilizando a linhagem celular NIT-1,
nos investigamos a via de transdugao de sinais do CD40 em células . Observamos que a
sinalizagdo no CD40 ¢ realizada através das vias NF-kB e Raf/MEK/ERK1/2. A
exposicao das NIT-1 ao anticorpo agonista de CD40 induz a expressao do TNF-a no
nivel de mRNA. Adicionalmente, a exposicdo das células ao CD40 junto com uma
citocina pro-inflamatoria, o TNF-a, aumenta de forma sinérgica a expressao do TNF-a,
assim como também a inducao de apoptose. Em resumo, nossos resultados revelam as
vias de sinalizag¢ao através do CD40 em células NIT-1, e evidenciam o efeito sinérgico do

CD40 com o TNF-0 em um ambiente inflamatorio.

Palavras chave: CD40, Diabetes Mellitus, ERK, MAPK, MEK, NF-xB,

sinaliza¢ao, TNF-a.
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Introducgao

O CD40 ¢ um membro da familia do receptor do fator de necrose tumoral
(TNFR). Inicialmente considerado expresso somente em células do sistema imune, como
linfécitos B, macréfagos e células apresentadoras de antigeno profissionais (APC) (1), o
CD40 também ¢ expresso em células ndo imunes (2-8). Recentemente, demonstramos a
expressao do CD40 em ilhotas de Langerhans de camundongos e humanos, mais
especificamente nas células B, assim como também na linhagem de células P de
insulinoma de camundongo NIT-1 (9).

A estimulagdo do CD40 pelo seu ligante, o ligante CD40 (CD40L) também
chamado CD154, tem um papel importante na ativagdo do sistema imune induzindo a
sobrevida, proliferacao e diferenciagdo dos linfocitos B (10, 11) e troca de isotipo (12).
Adicionalmente, a ativagdo do CD40 em neurdnios primarios submetidos a privagao de
soro ¢ capaz de resgatar as células da morte celular (7), e contrariamente, em linhagens
celulares de carcinoma, esta envolvido na morte celular por apoptose (13). Mais ainda,
vias de ativagdo do CD40 antagonistas tém sido descritas em macrofagos infetados por
Leishmania (14).

A acgdo dupla do CD40 em uma pletora de células imunes e ndo imunes implica
uma plasticidade de interacdes desta molécula com diferentes moléculas adaptadoras de
sinalizacdo no citoplasma dessas células. O CD40 nao apresenta atividade quinase
intrinseca, e a sinalizacao ¢ realizada pela interagdo do seu dominio citoplasmico com
moléculas adaptadoras denominadas fatores associados ao TNFR (TRAFs) (15-21). Essas
moléculas adaptadoras acoplam a ativacdo do CD40 com mediadores iniciais que ativam

um sistema comum de segundos mensageiros a varios receptores que agem de forma
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conjunta transduzindo sinais através das vias de sinalizagdo das proteinas quinase
ativadas por mitdogeno (MAPK) (13, 22, 23) e o fator nuclear kB (NF-xB) (19). As
MAPK (ERK1/2, SAPK/JNK, p38) sdo proteinas quinases tirosina/treonina, mediadores
chave em muitos eventos celulares fundamentais como desenvolvimento, crescimento,
inflamacdo, estresse, e diferenciacdo entre outros. A cooperagdo entre as vias de
transdugdo de sinais do CD40 tem sido demonstrada em linfocitos B (7) ¢ mondcitos
(17). Porém, diferentes conclusdes podem ser extraidas de acordo com o tipo celular e/ou
o estado de ativacdo. Além disso, pouco, se sabe da sinalizagdo do CD40 em células
pancredticas e suas conseqiiéncias apos a ativacao.

Especificamente demonstramos que na linhagem de células p pancreaticas NIT-1,
a estimulagdo do CD40 ativa o fator de transcricio NF-kB e a via de sinalizacdo
MEK1/2-ERK1/2. Adicionalmente, a ativagao do CD40 induz o aumento da expressao do
TNF-a, e agindo de forma conjunta com o TNF-a, aumenta o efeito de morte celular

programada ou apoptose.
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Métodos

Cultura de células e transfeccdo. Células NIT-1 com poucos repiques
(American Type Culture Collection CRL 2055, Manassas, VA) foram mantidas em meio
F12/K (Gibco-BRL, Carlsbad, CA) suplementado com 10 % (v/v) de soro fetal bovino
dializado (Gibco-BRL). Quando necessario, as células foram dissociadas com uma
solugdo ndo enzimatica (Gibco-BRL) e repicadas.

Para as transfecgdes, 5.0 x 10° células foram semeadas em uma placa de 6 pogas
com fundo plano. Apds 24 h, as células foram transfectadas de forma transitoria com o
plasmideo pRIPEGFP que contém o promotor passivel de inducdo pela insulina que
dirige a expressdo da proteina verde fluorescente aumentada (EGFP). A transfeccdo foi
realizada utilizando o reagente Fugene 6 (Roche Diagnostic Corporation, Indianapolis,
IN) na razdo de 3:1 de lipossomos ao DNA. Apos 24 h, as células foram incubadas por 1
ou 6 h a 37 °C, na presenga do anticorpo monoclonal (mAb) agonista contra o CD40
murino (HM40-3, 10 pg/ml, B&D Biosciences, San Diego, CA). Apds o tempo desejado,
as células foram coletadas, lavadas com a solugdo tampao fosfato salina de Dulbecco
(DPBS, Cellgro Mediatech, Inc. Herndon, VA) suplementada com 0.2 % albumina
bovina sérica (BSA, Sigma-Aldrich) e imediatamente adquiridas no citdmetro de fluxo
FACSCalibur (Becton-Dickinson Immunocytometry System, Braintree, MA).

Analise de imunoblot e ensaio da atividade quinase. A células NIT-1 (1 x 106)
foram semeadas em placa de 6 pogas. Vinte-e-quatro horas depois, foram tratadas com o
mAb de camundongo anti-CD40 (HM40-3, 10 ug/ml, BD Biosciences) pelo tempo
especificado a 37 °C. Seguidamente, a ativagdo foi suspensa pela lavagem das células

com DPBS. Para os western blots, o lisado celular total foi preparado pela raspagem das
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células em 40 pl de 1 x tampao de amostra com SDS (62.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% w/v
SDS, 10 % glicerol, 50 mM DTT, 0.01 % azul de bromofenol). O extrato protéico foi
separado em géis de SDS-PAGE 10-12%, e subseqiientemente transferidos a membranas
de PVDF ou nitrocelulose. Todos os materiais utilizados para a SDS-PAGE e blot foram
adquiridos da Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA). As membranas foram incubadas com
anticorpos especificos (1:1.000) para o IkBa total e fosforilado IkBa nas Ser32 e Ser36;
MEK1/2 total e MEKI1/2 fosforilado nas Ser217/221; ERK 1/2 total ¢ ERK 1/2
fosforilado nas Thr202/Tyr204; p38 total e p38 fosforilado nas Thr180/Tyr182, AKT
total e AKT fosforilado na Ser473; SAPK/JINK total e fosforilado na Thr183/Tyr185,
sinapsina-1 fosforilada na Ser9 (Cell Signaling Technology, Inc. Beverly, MA), e 3 actina
(1:5.000, Santa Cruz Biotechnology, CA). Como anticorpos secundarios foram utilizados
anticorpos IgG anti-camundongo ou anti-coelho conjugados a peroxidase da raiz forte
(1:25.000, Amersham Pharmacia, San Francisco, CA). A detec¢do das bandas especificas
foi realizada pela utiliza¢do do kit de quimiluminescéncia ECL (Amersham Pharmacia).
Os inibidores da fosforilagio do MEK1/2 e IkB, PD98059 (50 uM, Cell Signaling
Technology) e Bayl17082 (1-10 uM, Biomol Int. L.P., Plymouth Meeting, PA),
respectivamente, foram adicionados as células 1 h antes e durante o tratamento.

Para a atividade da quinase ERK1/2, a enzima duplamente fosforilada ativa, foi
imunoprecipitada a partir de extratos previamente ativados ou ndo com o anticorpo anti-
CD40 (HM40-3) por 12 h, e o ensaio foi realizado de acordo as instru¢des do fabricante
(Non radioactive ERK1/2 kinase activity, Cell Signaling Technology).

Ensaio de secrecio da insulina. A secre¢do da insulina em as células NIT-1 foi

medida em culturas estaticas utilizando o tampao de Krebs Ringer HEPES suplementado
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com inibidores de protease (10 mM HEPES, pH 7.4, 0.1% BSA, 130 mM NaCl, 5.2 mM
KCl, 1.3 mM KH2PO4, 1.6 mM MgCl, 2.8 mM CaCl2, 20 mM NaHCO3 ¢ 2.2 mM
glicose).

As células foram pré-tratadas por 30 min a 37 °C com o anticorpo contra o CD40,
e estimuladas por 45 min com 22mM de glicose com ou sem o mAb CD40. Os
sobrenadantes foram coletados, centrifugados a 12.000 rpm e estocados a -20 °C até que
o contetdo de insulina foi determinado pela ELISA (Mouse insulin ELISA, Mercodia,
Uppsala, Sweden). As amostras foram normalizadas para o contetido celular total de
proteina (BCA Protein Assay, Pierce, Rockford, IL).

Transcricdo reversa e reacio em cadeia da polimerase. As células NIT-1
foram tratadas com o mAb anti-CD40 por 2 h e subsequentemente incubadas com o TNF-
o recombinante murino (10° U/l, Roche Diagnostics Corporation) por 6 h.
Alternativamente, as células foram previamente tratadas por 1 h com PD98059 (50 uM,
Cell Signaling Technology) ou Bayl117082 (5 uM, Biomol). O RNA total foi isolado de
1.0 x 10° células com um kit comercial (RNeasy Mini Kit, Qiagen Inc, Valencia, CA),
submetidas a digestao pela DNAse I (Ambion, Austin, Texas) e usadas como molde para
a sintese do cDNA (Superscript first-strand synthesis system for RT-PCR, Invitrogen).
Iniciadores especificos foram desenhados para o TNF-a de camundongo. A amplificagdo
da B actina (5’-GACTACCTCATGAAGATCC-3’ ¢ 5’-TCTCCTTCTGCATCCTGTC-
3’) foi utilizada como controle interno. Os produtos da PCR foram separados em um gel
de agarose ao 3% (Invitrogen), corados com EtBr e analisados sob luz UV.

Ensaio de viabilidade celular. Para avaliar a viabilidade, as células NIT-1 foram

semeadas a uma concentracdo de 3.0 x 10* células em cada poga de uma microplaca.
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Apds 24 h, o mAb anti-camundongo ou o anticorpo antiisotipo controle (IgM, clone
(G235-1, 10 pg/ml, BD Biosciences), junto com a proteina G (2 pg/ml) foram adicionados
por 2 h. Para determinar o efeito da ativacdo do CD40, as células foram
subsequentemente incubadas com o TNF-a (10° U/I, Roche Diagnostics Corporation) por
48 h. O ensaio de proliferagao foi medido utilizando o kit MTS/PMS (Non-radioactive
cell proliferation assay, Promega Corporation, Madison, WI) de acordo as instru¢des do
fabricante. A proliferagdo foi quantificada utilizando um leitor de placas de ELISA ¢ a
absorbancia a 490 nm foi registrada. As unidades de absorbancia foram expressas
relativas a absorbancia das células tratadas com o antiisotipo nao tratadas com o TNF-a.

Determinacio de nitritos. Apos 48 h, 50 ul do sobrenadante de células nao
tratadas ou tratadas com o CD40, TNF-a, ou CD40+TNF-a foi coletado para a
determinagdo dos nitritos utilizando o reagente de Greiss (Promega Corporation). A
absorbancia foi medida a 550 nm.

Ensaio de deteccao da apoptosis. A apoptose foi avaliada utilizando o método
descrito por S. Jayaraman (24) de detecc¢do intracelular das caspases ativadas (IDAC).
Basicamente, as células foram tratadas com o anticorpo agonista anti-CD40, TNF-a ou a
combinagdo de ambos como mencionados anteriormente. Apds 48 h de incubagdo, o
sobrenadante contendo as células ja liberadas foi coletado junto com as células
dissociadas. Apods a lavagem com DPBS-BSA, as células foram incubadas com 10 uM do
pan-inibidor de caspases fluoro-metil-cetona benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluoro-
metil-cerone (FITC-VAD-FMK, Promega Corporation), por 45 min a 37 °C. As células
foram lavadas, resuspendidas em DPBS-BSA com 10 pg/ml de iodeto de propideo (PI,

Roche Diagnostics Corporation) e adquiridas por citometria de fluxo (Becton-Dickinson).
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Para bloquear a apoptose, as células tratadas com CD40+TNF-a foram pré-incubadas
com 100 uM de Z-VAD(O-Me)-FMK por 45 min antes da inducdo da apoptose. A
apoptose das cé€lulas adquiridas (10,000 eventos) foi analisada com o programa
CellQuestPro.

Analise estatistica. Os dados paramétricos estdo apresentados como média
aritmética = D.S. As comparagdes entre grupos foram realizadas utilizando ANOVA de
uma via ¢ o0 método de Dunnett’s para contrastes posteriores com o programa estatistico
Sigma-Stat 2. Os valores de P< 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

Quando apropriado, os resultados foram analisados pelo teste t de Student.
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Resultados

Acao do fator nuclear kB na ativacao do CD40. O NF-xB tem sido indicado
como mediador de sinais que ocorrem apos a ativacdo de membros da superfamilia de
TNF, como TNF-a e CD40, em diferentes sistemas celulares. Para examinar se o NF-xB
esta envolvido na transdugdo de sinais apds a estimulagdo do CD40 na linhagem de
células B de insulinoma NIT-1, a fosforilagdo do IkBa e a degradacdo do IkBa total
foram examinadas por western blot. A estimulagdo das células NIT-1 com o anticorpo
agonista contra 0 CD40 induziu um aumento da forma ativa do IkBa (IkBa fosforilado)
de forma tempo-dependente, atingindo o maximo de fosforilagdo ap6s 10 minutes. Em
paralelo com a fosforilagdo do IkBa, hallmark da ativagcdo para o NF-xB, a degradagao
do IkBa total foi aparente apos 5 minutos de estimulo (Figura 1, A e B). Mais ainda, a
fosforilagdo do IxBa foi inibida de forma concentracdo-dependente quando as células
NIT-1 foram pré-incubadas com o inibidor da fosforilagdo do kB, Bayl17082, antes da
ativacdo do CD40 (Figura 1C). Esses resultados sugerem que a ativagao do NF-xB ¢
necessaria para induzir a estimulagdo do CD40 nas células NIT-1, e estd de acordo com
nossos resultados prévios (9).

O CDA40 sinaliza pelas vias das MAPK MEK1/2 e ERK1/2, mas nao p38 ou
SAPK/JNK nas células NIT-1. Para determinar o impacto da transducao de sinais do
CDA40 nas células B, nds tentamos identificar quais das MAPK estavam envolvidas apds a
ligacdo do CD40. Examinamos a ativacdo do MEK1/2 induzida pelo CD40 de forma
tempo-dependente nas células NIT-1. A fosforilagdo do MEK1/2 foi detectada apds 5

minutos de ativagdo, e persistiu apos 30 minutos (Figura 2, A e B).
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Figura 1. A estimulacdo do CD40 envolve a ativagdo do fator nuclear kB. Extratos totais de
células NIT-1 tratados com o anticorpo agonista (HM40-3, 10 pg/ml) por 0, 5, 10 ou 15 min foram
separados pela técnica de SDS-PAGE ao 10 % e subseqiientemente transferidos a membrana de PVDF. As
membranas foram incubadas com anticorpos contra: A) IkBa fosforilado (superior), [kBa total (meio), ou
actina (inferior). B) O grafico representa a razdo da densitometria das bandas do IkBa fosforilado relativo a
f actina (barras pretas) ou IkBa total relativo a actina (barras listradas) utilizando o programa Fluorchem.
C) As células NIT-1 foram incubadas com o inibidor da fosforilagdo do IkBa Bayl117082 em diferentes
concentragdes 1 h antes e durante a ativagdo com o anticorpo contra CD40 por 10 min. O IkBa fosforilado
(superior), foi analisado por western blotting. Para garantir a mesma quantidade de proteina, as membranas

foram lavadas, e incubadas novamente com anticorpos contra a 3 actina.

Como as MEK1 e MEK2 foram achadas com alta atividade ou na sua forma
fosforilada e essas duas quinases fosforilam ERKI1 e ERK2 (p44/42), no6s quisemos
determinar se os sinais transduzidos pelo CD40 que ativam ERK1/2 eram dependentes de
MEK1/2. Por tanto, para avaliar os efeitos de MEK1/2 na fosforilacio de ERK1/2, os
extratos protéicos de células NIT-1 ativadas com o CD40, ou pré-tratadas com o inibidor

de MEK PD98059, foram incubadas com anticorpos contra as proteinas fosforilada ou
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fosforilada/ndo fosforilada (total) de ERK1/2. A analise da fosforilacio de ERK1/2
mostra que a ligagdo do CD40 resultou no aumento da forma fosforilada de ERK1/2 apos
5 min do tratamento e declinou ao longo do tempo (Figura 2C). Esse efeito foi eliminado
quando as células foram pré-incubadas com o inibidor de MEK1/2 PD98059, sugerindo
que a sinalizagdo do CD40 contribui a ativagdo do ERK1/2 através do MEK1/2 (Figura
2D). Utilizando Elk-1 como substrato de fosforilacio e a enzima ativa ERKI1/2,
duplamente fosforilada e imunoprecipitada, confirmamos a atividade quinase de ERK1/2
nas células NIT-1 apos ativacao do CD40 (Figura 2E).

Nos também investigamos se o0 CD40 induz a ativacdo das MAP quinases p38 ou
SAPK/INK MAP envolvidas no estresse celular. Em nossos experimentos, ndo

observamos ativa¢do dessas quinases (dados ndo mostrados).
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Figura 2. A ligagdo da molécula do CD40 envolve a ativacdo das quinases MEK e ERK1/2.
Extratos totais de células NIT-1 tratados com o anticorpo agonista anti-CD40 (10 pg/ml) por 0, 5, 10, 15 ou
30 min foram separados pela técnica de SDS-PAGE ao 12 % e subsequentemente transferidos a membrana
de PVDF. As membranas foram incubadas com anticorpos contra: A) MEK1/2 fosforilado (superior) ou
MEK1/2 total (inferior). B) O grafico representa a razdo da densitometria das bandas do MEK1/2
fosforilado relativo ao MEK /2 total utilizando o programa Fluorchem. C) Extratos totais de células NIT-1
tratados com o anticorpo agonista anti-CD40 por 0, 5, 10, 15 ou 30 min foram separados pela técnica de
SDS-PAGE ao 10 % e subsequentemente transferidos a membrana de PVDF. As membranas foram
incubadas com anticorpos contra: ERK1/2 fosforilado (superior) ou ERK1/2 total (inferior). D) Extratos

totais de células NIT-1 tratados com o anticorpo agonista anti-CD40 por 0 ou 5 min ou pré-tratados com o
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inibidor de MEK1/2 PD98059 (50 uM) por 1 h e logo incubadas por 5 min com o anti-CD40 foram
separadas pela SDS-PAGE ao 10 % e subsequentemente transferidos a membrana de PVDF. As
membranas foram incubadas com anticorpos contra: ERK1/2 fosforilado (superior) ou ERK1/2 total
(inferior). E) Para a realizac¢@o do ensaio da quinase, as células NIT-1 foram estimuladas com o anti-CD40
por 0, 5, 10, 15 e 30 min antes da lise celular. A enzima ativa foi imunoprecipitada, separada em gel de
poliacrilamida, transferida a membrana de nitrocelulose e incubada com o seu substrato, Elk-1. A atividade

da quinase ERK1/2 foi quantificada utilizando o programa Fluorchem.

A sinalizacio do CD40 nio interage com a via da insulina. Uma caracteristica
especializada das células [ € a sua responsividade a glicose. Da mesma forma, como a via
ERK est4 envolvida na secre¢do da insulina (25, 26), tentamos determinar se a ativacao
de ERK dependente do CD40 poderia também afetar a regulagdo da insulina. Realizamos
andlise por western blot para avaliar duas importantes proteinas ativas durante o
metabolismo da insulina. A primeira, inositol fosfatidil 3-quinase (PI-3K), foi examinada
utilizando um anticorpo especifico para a proteina Akt/PKB fosforilada, uma quinase que
se encontra ativada apds o PI-3K. Porém, ndo foi detectada ativagdo apds estimulacdo do
CD40 nas células NIT-1 (dados ndo mostrados). A segunda, uma proteina associada a
vesiculas presente na maquinaria exocitica de neuronios e também identificada nas
células B denominada sinapsina I (27). Células NIT-1 estimuladas com o CD40
mostraram um aumento da forma fosforilada da sinapsina I ja aparente ap6s 1 min de
ativagdo e sustenta por pelo menos 20 min (Figura 3A). Adicionalmente, avaliamos a
secre¢do de insulina induzida pela glicose em células NIT-1 incubadas no tampao de
Krebs na presenca do anticorpo anti-CD40. Como controle, as células NIT-1 foram
incubadas somente no tampao de Krebs. A secre¢do de insulina foi analisada por ELISA.
Porém, a incubagdo das células NIT-1 com o anti-CD40 ndo afetou a secre¢@o de insulina

(dados ndo mostrados).
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No6s também transfectamos células NIT-1 com um plasmideo expressando a

EGFP sob controle do promotor de rato inducivel (RIP). As células transfectadas com o

plasmideo pRIPEGFP foram incubadas na presenga do anticorpo anti-CD40 por 1 ou 6 h,

subseqiientemente dissociadas e analisadas por citometria de fluxo. De acordo com os

resultados de secre¢do de insulina, ndo houve diferenga na expressdo entre as células

ativadas com o CD40 (Figura 3B). Esses resultados mostram que embora a estimulacao

do CD40 contribui com a ativagdo da sinapsina I, a sinalizagdo do CD40 nao afeta a

secre¢ao da insulina nas células NIT-1.
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Figura 3. As vias de sinalizagdo do CD40 e da insulina nad interagem. Extratos totais de células

NIT-1 tratados com o anticorpo agonista anti-CD40 (10 pg/ml) por 0, 1, 3, 5, 10, ¢ 20 min foram separados
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pela SDS-PAGE ao 12 % e subsequentemente transferidos a membrana de PVDF. As membranas foram
incubadas com anticorpos contra: sinapsina I fosforilada (superior) ou B actina (inferior). O grafico
representa a razdo da densitometria das bandas da sinapsina I fosforilada relativo a B actina utilizando o
programa Fluorchem. B) As células NIT-1 foram semeadas, e transfectadas com o plasmideo pRIPEGFP.
Apos 24 h, as células foram ativadas com o anti-CD40 por 1 ou 6 h. As células foram dissociadas e

adquiridas por citometria de fluxo.

Efeito de inducio de morte celular do CD40 + TNF-a ¢é sinérgico e
dependente de apoptose. TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatoéria que tem sido reportada
como mediadora do dano celular as ilhotas durante o curso da diabete auto-imune (16).
TNF-a ¢ também capaz de promover morte celular em ilhotas primarias, células NIT-1
(28), e células B (29) in vitro. N6s incubamos células NIT-1 com o anticorpo anti-CD40,
TNF-a, ou com a combinagdo de ambos (Figura 4A). Enquanto a estimulacdo do CD40
per se nao afetou a sobrevida das células NIT-1, a exposi¢do das células ao TNF-a e ao
anticorpo anti-CD40 resultou no aumento da morte celular, quando comparado ao
tratamento somente com o TNF-a, 58.2 + 5.6 e 43.7 + 4.0, respectivamente (p<0.001).
Para determinar se a morte celular era conseqiiéncia de necrose ou morte celular
programada (apoptose), nds realizamos ensaios adicionais. Para avaliar a possibilidade de
que a enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) estivesse sendo induzida pelo
tratamento com CD40+TNF-a, a determinagao dos nitritos foi acessada no sobrenadante
das células em cultura. Nao detectamos a presen¢a de NO nas células NIT-1 tratadas apos
48 h em cultura (dados ndo mostrados).

Finalmente, como a maioria das formas de apoptose envolvem caspases, nos
avaliamos a detec¢do intracelular das caspases (IDAC) por citometria de fluxo. Como
mostra a figura 4B e o requadro, o tratamento das células NIT-1 por 48 h com

CD40+TNF-a ativa as caspases, as quais sdo responsaveis pelo aumento na percentagem
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das células apoptdticas quando comparadas com as células tratadas somente com o CD40
de 15.3 £ 1.4% para 60.6 £ 6.5%, respectivamente (P<0.001). Para confirmar que esse
tratamento induziu apoptose de uma forma caspase-dependente, as células tratadas com a
combinagdo de CD40+TNF-a, foram previamente incubadas com 100 uM do pan-
inibidor de caspases zVAD-OMe-FMK. A figura 4B e o requadro mostram que a pré-
incubagcdo com esse inibidor elimina a apoptose dependente de CD40+TNF-a. A
percentagem de células apoptodticas nas células tratadas com o zVAD-OMe-FMK foi
similar as ndo tratadas, ou tratadas somente com o CD40, 12.2 + 1.4%, 15.8 £ 2.2% ¢

15.3 + 1.4%, respectivamente (P>0.05).
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Figura 4. A ativacdo do CD40 aumenta a apoptose induzida pelo TNF-a. A) As células NIT-1

foram estimuladas com o anticorpo anti-CD40 ou o isotipo controle (IgM) por 2 h, e ainda incubadas por
48 h com o TNF-a (10° U/l). A percentagem de células viaveis foi determinada utilizando um ensaio de
proliferagdo ndo radioativo. As unidades de absorbancia sdo expressas relativas ao controle de células
tratadas de forma exclusiva com o isotipo controle IgM. Os valores sdo expressos como média £ D.P. **
P< 0.001. B) As células NIT-1 foram analisadas por citometria de fluxo para a apoptose pela analise da

coloragdo com zVAD-FITC e PI, como explicado nos métodos. Como controle, as células tratadas com
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CD40 + TNF-a foram incubadas com o inibidor antes da indugdo. No requadro, o grafico representa a

percentagem de células apoptoticas expressas como media + D.P., ** P<0.001, * P<0.05.

A inducio de morte celular do CD40+TNF-0 ¢é dependente da
superexpressio de TNF-o dependente das vias ERK1/2 e NF-kB. Nos investigamos
conseqiiéncias na expressao génica decorrentes da ativagdo por CD40+TNF-a nas células
NIT-1 a nivel de mRNA. A ativa¢ao das células NIT-1 com o CD40 ou TNF-a induziu a
expressdo do TNF-a (Figura 5). Porém, a expressio do TNF-a foi ainda mais
pronunciada quando as células foram incubadas simultaneamente com CD40+TNF-a.
Esse efeito demonstrou requer a atividade de MEK1/2 e ser dependente da fosforilagao
de ERK1/2, j4 que o PD98059 bloqueou completamente a expressdo do TNF-o nas
células tratadas com CD40+TNF-a. Adicionalmente, o inibidor do NF-kB Bay117082

também bloqueou a expressdo do TNF-a nas células estimuladas com CD40+TNF-a

(Figura 5).

PD98059 Bay117082

M - + - + - 4+ + - + CD40
TNF-a

TNF-a

B-actin

Figura 5. A ativacdo do CD40 induz a expressdo do TNF-a. As células NIT-1 foram estimuladas
com o anticorpo anti-CD40 (10 pg/ml) por 2 h, e ainda incubadas por 6 h com o TNF-a (10° U/1), ou pré-
tratados com os inibidores de MEK1/2 PD98059 (50 uM) ou NF-kB Bay117082 (5 uM) por 1 h e durante o
tempo de indug@o. Apds a ativacdo as células foram coletadas, lavadas duas vezes com DPBS gelado e
utilizadas para a RT-PCR. Gel de agarose ao 2 % corado com EtBr mostrando as bandas de TNF-a e
actina. M: marcador de 100 pb.
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Discussao

Diferentes estudos t€m identificado vias de sinaliza¢ao do receptor do CD40 em
células hematopoiéticas, como macréfagos e linfocitos, onde tem sido implicado na
administracdo de sinais envolvendo uma resposta imune celular (17). Uma grande
quantidade de dados sustentam a hipotese de que a sinalizacdo do CD40 pode contribuir
em condigoOes patologicas auto-imunes como em psoriase, aterosclerose ou fibrose cistica
(30-32). De fato, a importancia do CD40 ¢ bem reconhecida no campo do transplante
onde, a disrupgdo da interacdo CD40-CD40L por anticorpos contra o CD40L inibem o
desenvolvimento espontaneo do diabetes em camundongos NOD (33), e prolongam a
sobrevida de aloenxerto de ilhotas em primatas nao humanos (34, 35), na auséncia de
drogas imunossupressoras convencionais.

O CD40 age como um transdutor de sinais transmembrana que, através da
ativacdo de quinases intracelulares, induz sinais desde o citoplasma ao nucleo.
Recentemente, observamos que o receptor do CD40 ¢ expresso em células pancreaticas 3
de camundongos e humanos, assim como também na linhagem de células B de
camundongo NIT-1 (9). Em concordancia com esses resultados, n6s agora demonstramos
que a estimulacdo do CD40 induz uma répida ativagdo da molécula NF-kB pela
degradacao de seu inibidor natural IkB. NF-kB ¢ um fator de transcri¢ao envolvido na
ativacdo de muitas citocinas pro-inflamatorias e membros da superfamilia de TNF. A
ativacdo do NF-kB foi inibida quando as células NIT-1 foram pré-incubadas com o
bloqueador Bay117082, o que sugere que a via do NF-«kB estaria envolvida na sinalizagao
do CD40. Em células primarias ou terminalmente diferenciadas como as células f3, a

ativagdo do NF-«kB decorrente da incubacao das células com citocinas tem sido
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demonstrada como indutor de secre¢do de novas citocinas inflamatérias com
conseqiiéncias negativas para as células § (36-38).

Nossos resultados sugerem que a via MEK1/2/ERK1/2 poderia ser a via principal
de ativacdo apos a estimulagdo do CD40 na linhagem celular de camundongos NIT-1.

Nos evidenciamos que a secrec¢do da citocina pro-inflamatéria TNF-a dependente
do CDA40 esta ligada a ativagdo do ERK1/2, ja que o bloqueio da via MEK/ERK em um
nivel anterior com o PD98059, inibe completamente a transcrigdo do TNF-a. Outros
estudos utilizando monoécitos/macréfagos ja t€ém associado a secre¢do das citocinas pro-
inflamatoérias IL-6, IL-8 e TNF-o dependente do CD40 a via MEK/ERK (17, 39). Nesse
sentido, nos temos dados adicionais (manuscrito em preparagdo) confirmando o papel
central da via MEK/ERK na secre¢do de citocinas pro-inflamatérias (IL-6, IL-8, MCP-1 e
MIP-1B) de células pancredticas B humanas. Porém, a expressdo gé€nica induzida pelo
CD40 tem variacdes entre as diversas células, e essas diferencas podem ser atribuidas ao
diferente estado de ativagdo das células, ao grau de entrecruzamento utilizado para iniciar
a sinalizacdo celular ou a variagdo intrinseca no tipo celular. Nesse sentido, nés nao
obtivemos ativagdo da p38 ou SAPK dependentes do CD40, MAPKSs que estdo presentes
nas c¢lulas pancredticas (40), confirmando a especificidade dos sinais administrados
através do receptor do CD40 na células NIT-1.

Outro objetivo do trabalho foi determinar se nds poderiamos estabelecer uma
interagdo entre a sinalizagdo do CD40 e a liberacdo de insulina. Nesse sentido, varias
aproximacdes foram realizadas. Nos utilizamos incubagdo estatica para determinar
secre¢do de insulina induzida pela glicose, células NIT-1 transfectadas com o plasmideo

pRIPEGFP, ou andlise pela técnica de western blot para proteinas envolvidas na
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sinalizagdo da glicose, Akt/PKB, para testar a dependéncia com o CD40. Porém, ndo
conseguimos observar modificagdes atribuiveis a ativagdo pelo CD40. Finalmente, nos
investigamos a proteina citoplasmatica sinapsina I, proteina fisiologicamente relevante
durante a translocacao e liberagdo da insulina. Consistente com trabalhos feitos em outros
tipos celulares como as linhagens de células B MIN6, BTC3 e INS-1 (25, 26) ou ilhotas
de rato, onde a sinapsina I tem sido detectada na sua forma ativa, achamos que a
fosforilacdo foi dependente da ativagdo mediada pelo CD40. Porém, a fosforilagdo da
sinapsina I decorrente da sinalizagdo do CD40 ndo parece modular o metabolismo da
insulina nas células NIT-1.

A ativagdo de CD40 per se ndo induziu morte celular ou apoptose nas células
NIT-1. Porém, quando as células foram incubadas com o TNF-a, esse tratamento foi
capaz de aumentar a sensibilidade das células a apoptose. Assim como em outros
sistemas (28, 41), a co-incubacdo do CD40 com outra citocina, nesse caso o TNF-q,
aumentou a inducao de apoptose dependente do TNF-a. De acordo a Stephens et al. (28)
existe uma discrepancia entre as células  primarias e as linhagens de células  nas sua
suscetibilidade a inducdo de apoptose pelo TNF-a. Embora a linhagem de células  NIT-
1 seja sensivel a apoptose dependente do TNF-a, as células primdrias  ndo o sdo, e
precisam de IL-1p para a inducdo da morte celular por apoptose. Contudo, dados recentes
da literatura sugerem que de fato células  primarias de humanos podem morrer por
apoptose parcialmente dependente da secrecio do TNF-a proveniente de meio
condicionado por IL-1B de células do ducto pancredtico (29). Tentando construir um
modelo in vitro que imitasse o mecanismo de dano celular, baixas concentra¢des de TNF-

a foram adicionadas de forma exdgena as células NIT-1 que tinham sido previamente
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tratadas com o anti-CD40. Os resultados de nossos ensaios de viabilidade celular (MTS),
necrose (reacdo de Griess) e apoptose sdo comparaveis e confirmam que o efeito toxico
de indugdo de morte celular pela adig¢do do CD40+TNF-a ¢ majoritariamente dependente
da apoptose. De acordo com isto, a incubacao das células NIT-1 tratadas com
CD40+TNF-a com o pan-inibidor de caspases zVAD-FMK reduziu a morte celular e
sugerem que a apoptose ¢ a via dominante envolvida na morte celular induzida pela
ativacdo do CD40 nas células NIT-1. Esse efeito sinérgico foi correlacionado com o
aumento da expressao do TNF-a em nivel do mRNA. Nossos resultados mostram que a
acumulagdo do TNF-a foi induzida tanto pelo CD40 como pelo TNF-q, e essa expressao
foi ainda mais pronunciada quando as células NIT-1 foram ativadas com o CD40 e o
TNF-a juntos, agindo através das vias NF-kB e MEK/ERK.

Em conclusdo, nossos dados sugerem mecanismos de sinalizagdo do CD40 nas
células NIT-1. Demonstramos que o fator nuclear NF-xB esta envolvido na sinaliza¢ao
através do CD40, que a via MEK/ERK ¢ a cascata principal de sinalizagdo ativada apods a
estimulagdo do CD40, e que a associacdo do CD40 com uma citocina pro-inflamatoria,

como o TNF-a, pode induzir morte celular por apoptose.
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Abstract

CDA40 is a tumor necrosis factor receptor (TNFR) family member expressed in
hematopoietic as well as non hematopoietic cells. We have recently demonstrated CD40
expression in normal isolated mouse and human pancreatic Langerhans islets, more
specifically in the B cells, as well as in the B insulinoma mouse cell line NIT-1. CD40 is a
transmembrane protein. However, its cytoplasmic tail does not harbor kinase activity.
Signaling is accomplished through the interaction of different adaptor proteins in the cell
cytoplasm that can lead to cell survival or induction of apoptosis. Using the NIT-1 cell
line, we investigated the signal transduction pathway of CD40 in [ cells. We observed
that CD40 signaling was accomplished through the NF-xB and the MEK/ERK1/2
pathway. Exposure of NIT-1 cells to the agonist CD40 antibody induced TNF-a
expression at the mRNA level. Furthermore, exposure of the cells to CD40 together with
a pro-inflammatory cytokine, the TNF-a, were found to synergistically increase TNF-a
expression together with the induction of apoptosis. In summary, our results reveal the
signaling pathways through CD40 in NIT-1 cells, and evidence the synergistic effect of

CD40 with TNF-a in an inflammatory cytokine milieu.

Keywords: CD40, diabetes mellitus, ERK, MAPK, MEK, NF-kB, signaling, TNF-a.
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Introduction

CD40 is a tumor necrosis factor receptor (TNFR) family member. Initially
believed to be expresses only in immune system cells, like B lymphocytes, macrophages,
and professional antigen presenting cells (1), CD40 is also expressed in non-immune
cells (2-8). Recently, we have demonstrated CD40 expression in normal isolated mouse
and human pancreatic Langerhans islets, more specifically in the B cells, as well as in the
B insulinoma mouse cell line NIT-1 (9).

Activation of CD40 in B-lymphocytes by its counter part, the CD40 ligand
(CD40L) also called CD154, has a principal role in the activation of the immune system
inducing B cell survival and proliferation, differentiation (10, 11) and isotype class
switching (12). In addition, activation of CD40 on serum starved primary neuron cells is
also capable of rescuing cells from death (7), and contrary, in carcinoma cell lines is
involved in cell death through apoptosis (13). Moreover, agonistic pathways of CD40
activation have been described in Leishmania infected macrophages (14)

The dual action of CD40 in a plethora of immune and non-immune cells implies a
plastic interaction of this molecule with different signaling adaptors molecules in the
cytoplasm of these cells. CD40 lacks intrinsic kinase activity, and signaling is
accomplished by the interaction of its cytoplasmic domain with TNFR-associated factors
(TRAFs) adaptor proteins (15-21) These adaptors molecules couple CD40 activation with
early mediators that activate second messenger systems common to many receptors and
act together transducing signals through mitogen-activated protein kinases (MAPK) (13,
22, 23) and the nuclear factor kB (NF-kB) signaling pathways (19). MAPK (ERK1/2,

SAPK/INK, p38) are a group of tyrosin/threonine protein kinases, key mediators of many
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fundamental cellular events such as development, growth, inflammation, stress,
differentiation among others. Cooperation between CD40-signaling pathways has been
shown in B-lymphocytes (7) and in monocytes (17). However, different conclusions can
be drawn regarding the cell type and/or status of activation. Moreover, nothing is known
about CD40 signaling in pancreatic f cells and it consequence upon activation.

We specifically demonstrate that in the pancreatic B cell line NIT-1, CD40
stimulation activates the transcription factor NF-kB, and the MEK1/2-ERK1/2 signaling
pathway. Additionally, CD40 activation induces TNF-o up-regulation, and acting

together with TNF-a enhances the killing effect of TNF-a through apoptosis.
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Methods

Cell culture and transfection. NIT-1 from early passages (American Type
Culture Collection CRL 2055, Manassas, VA) was cultured in F12/K medium (Gibco-
BRL, Carlsbad, CA) supplemented with 10 % (v/v) of dialyzed fetal bovine serum
(Gibco-BRL). When necessary, cells were dissociated with a non-enzymatic solution
(Gibco-BRL).

For transfections, 5.0 x 10° cells were seeded in 6-well flat-bottomed plates. After
24 h, cells were transiently transfected with a reporter plasmid pRIPEGFP that contains
an insulin inducible promoter region driving the firefly EGFP expression. Transfection
was performed using the Fugene 6 reagent (Roche Diagnostic Corporation, Indianapolis,
IN) with a 3:1 ratio of liposomes to DNA. After 24 hours, cells were incubated for 1 or 6
hours at 37 °C, in the presence of an agonistic anti-mouse CD40 monoclonal antibody
(mAb) (HM40-3, 10 pg/ml, B&D Biosciences, San Diego, CA). After the desired time,
cells were harvested, washed in cold Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS,
Cellgro Mediatech, Inc. Herndon, VA) substituted with 0.2 % bovine serum albumin
(BSA, Sigma-Aldrich) and immediately acquired in a FACSCalibur flow cytometer
(Becton-Dickinson Immunocytometry System, Braintree, MA).

Immunoblot analysis and kinase activity assay. NIT-1 cells (I x 10°) were
seeded in a 6 well plate. Twenty-four hours after, cells were treated with the anti-mouse
CD40 mAb (HM40-3, 10 ug/ml, BD Biosciences) for the time specified at 37 °C.
Activation was stopped by washing the cells with DPBS. For western blots, whole cells
lysates were prepared by scraping the cells in 40 pl of 1 x SDS sample buffer (62.5 mM

Tris-HCI pH 6.8, 2% w/v SDS, 10 % glycerol, 50 mM DTT, 0.01 % bromophenol blue).
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Protein extracts were separated in a 10 or 12 % SDS-PAGE gel and subsequently
transferred to a PVDF or nitrocelullose membrane. All materials for SDS-PAGE and
blotting were purchased from Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA). Membranes were
probed with antibodies (1:1000) specific for [kBa and phosphorylated IkBa at Ser32 and
Ser36; total MEK1/2 and phosphorylated MEK1/2 at Ser217/221; total ERK 1/2 and
phosphorylated ERK1/2 at Thr202/Tyr204; total p38 and phosphorylated p38 at
Thr180/Tyr182, total AKT and phosphorylated AKT at Ser473; total and phosphorylated
SAPK/INK at Thr183/Tyr185, phosphorylated synapsin-1 at Ser9 (Cell Signaling
Technology, Inc. Beverly, MA), and B actin (1:5000, Santa Cruz Biotechnology, CA). As
secondary antibodies anti-mouse or anti-rabbit IgG conjugated to horseradish peroxidase
were purchased from Amersham Pharmacia (San Francisco, CA). Detection of the
specific bands was done using the ECL enhanced chemiluminescence kit (Amersham
Pharmacia). The MEK1/2 and IxkB phosphorilation inhibitors, PD98059 (50 uM, Cell
Signaling Technology) and Bay117082 (1-10 uM, Biomol Int. L.P., Plymouth Meeting,
PA), were added to the cells 1 h before and for the duration of the treatment.

For ERK1/2 kinase activity, the dual phosphorylated active enzyme phospho-
ERK1/2 was immunoprecipitated from cell extracts incubated or not with the anti-CD40
antibody (HM40-3) for 12 h, and assayed according to manufacturer’s instructions (Non
radioactive ERK1/2 kinase activity, Cell Signaling Technology).

Insulin secretion assay. Insulin secretion from NIT-1 cells was measured in
static culture using Krebs Ringer HEPES buffer supplemented with protease inhibitors
(10 mM HEPES, pH 7.4, 0.1% BSA, 130 mM NaCl, 5.2 mM KCl, 1.3 mM KH2PO4, 1.6

mM MgCl, 2.8 mM CaCl2, 20 mM NaHCO3 and 2.2 mM glucose). Cells were pretreated
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for 30 min at 37 °C with the CD40 antibody (HM40-3, 10 ug/ml), and stimulated for 45
min with 22 mM glucose with or without CD40. Supernatants were collected, centrifuged
for 10 min at 12,000 rpm and stored at -20 °C until insulin content was determined by
ELISA (Mouse insulin ELISA, Mercodia, Uppsala, Sweden). Samples were normalized
to total cell protein content (BCA Protein Assay, Pierce, Rockford, IL).

Reverse transcriptase and polymerase chain reaction. NIT-1 cells were treated
with anti-mouse CD40 mAb for 2 h and subsequently incubated with recombinant murine
TNF-o. (10° U/l, Roche Diagnostics Corporation) for 6 h. Alternatively, previously
pretreated for 1h and during the treatment with PD98059 (50 uM, Cell Signaling
Technology) or Bayl17082 (5 uM, Biomol). Total RNA was isolated from 1.0 x 106
with a commercial kit (RNeasy Mini Kit, Qiagen Inc, Valencia, CA), subjected to DNAse
I digestion (Ambion, Austin, Texas) and used as a template for cDNA synthesis
(Superscript first-strand synthesis system for RT-PCR, Invitrogen). Specific primers were
designed for mouse TNF-o. Amplification of B-actin (5°-
GACTACCTCATGAAGATCC-3’ and 5’-TCTCCTTCTGCATCCTGTC-3’) was used
as an internal control. PCR products were separated in a 3% agarose gel (Invitrogen),
stained with EtBr and analyzed under UV light.

Cell viability assay. To assess cell viability NIT-1 cells were seeded at an initial
number of 3.0 x 10" into the wells of a microtiter plate. After 24-hours the anti-mouse
CD40 mAbD or the isotype-matched antibody (G235-1, 10 pg/ml), together with G protein
(2 pg/ml) were added for 2 h. To determine the effect of the CD40 activation, NIT-1 cells
were subsequently incubated with recombinant murine TNF-o (10° U/l, Roche

Diagnostics Corporation) for 48 h. The proliferation assay was measured using a
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MTS/PMS solution kit (Non-radioactive cell proliferation assay, Promega Corporation,
Madison, WI) according to the manufacturer recommendations. Proliferation was
quantified using an ELISA plate reader and absorbance at 490 nm was recorded.
Absorbance units were expressed as relative to the absorbance of the isotype-matched
cells not treated with TNF-a.

Nitrite determination. After 48 h, 50 pul of the supernatant of untreated, CD40,
TNF-a, or CD40+TNF-a treated NIT-1 cells was collected for nitrite determination using
the Greiss reagent kit (Promega Corporation). Absorbance was measured at 550 nm.

Apoptosis Detection Assay. Apoptosis was assessed using the method described
by S. Jayaraman (24) of intracellular detection of activated caspases (IDAC). Briefly,
cells were treated with the CD40 agonist antibody, TNF-a or the combination of both as
mentioned before. After 48 h of incubation, the supernatant of the cells containing the
detached cells was collected and NIT-1 cells were dissociated, washed in DPBS-BSA,
and incubated with the pan caspase inhibitor fluoro-methil-ketone benzyloxycarbonyl-
Val-Ala-Asp-fluoro-methyl-kerone (FITC-VAD-FMK, Promega Corporation) 10 uM, for
45 min at 37 °C. Cells were washed, resuspended in DPBS-BSA with 10 ug/ml of
propidium iodide (PI, Roche Diagnostics Corporation) and acquired by flow cytometry
(Becton-Dickinson). In order to block apoptosis, CD40+TNF-a treated cells were pre-
incubated with 100 uM of the Z-VAD(O-Me)-FMK for 45 min before apoptosis
induction. Apoptosis of acquired cells (10,000 events) was analyzed with the
CellQuestPro software.

Statistical analysis. Parametric data are shown as the arithmetic mean + S.D.

Group comparisons were performed using one-way ANOVA and the Dunnett’s method
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for posteriori contrasts done with the Sigma-stat 2 software. Values of P< 0.05 were
considered statistically significant. When appropriate, results were analyzed by Student’s

t test.
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Results

Involvement of the nuclear factor kB in CD40 activation. The NF-«xB has been
reported to mediate downstream signaling accomplished by members of the TNF
superfamily as TNF-a and CD40 in different cell systems. In order to examine whether
NF-kB is involved in the signal transduction pathway after CD40 engagement in the 3
insulinoma cell line NIT-1, phosphorilation of IkBa and degradation of total IxkBa were
examined by western blot. Stimulation of NIT-1 cells with the agonist CD40 antibody
induced an increase of the activated form of the IkBa (phosphorylated IkBa) in a time-
dependent manner, reaching the maximum phosphorilation after 10 minutes. In parallel
with IkBa phosphorilation, a hallmark for NF-kB activation, total IkBa degradation was
already apparent after 5 minutes of stimulus (Figure 1, A and B). Moreover, IkBa
phosphorilation was inhibited in a concentration dependent manner when NIT-1 cells
were pre-incubated with the phosphorilation inhibitor of kB, Bay117082, before CD40
activation (Figure 1C). These results suggest that NF-xB activation is necessary to induce
CDA40 stimulation in NIT-1, and are in agree with our previous results (9).

CD40 signals via MEK1/2 and ERK1/2 MAPK, but not p38 or SAPK/JNK in
NIT-1. To determine the impact of CD40 signal transduction pathways in [ cells, we
tried to identify which of the MAPK were involved after CD40 ligation. We examined
the activation of MEK1/2 trigged by CD40 in a time dependent manner in NIT-1 cells.
Phosphorilation of MEK1/2 was already detected after 5 min of activation, and persisted

after 30 min (Figure 2, A and B).
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Figure 1. CD40 stimulation involves activation of the nuclear factor kB. Total cellular extracts
from NIT-1 cells treated with the CD40 agonist antibody (10 pg/ml) for 0, 5, 10 or 15 min were separated
in a 10% SDS-PAGE and subsequently transferred to a nitrocellulose membrane. Blots were probed with
antibodies against: A) phosphorylated IxBa (top), total IkBa (middle), or B-actin (bottom). B) Graph
represents immunoblots band density ratio of phosphorylated IkBa relative to actin (black bars) or total
IkBa relative to actin (hatched bars) using the Fluorchem software. C) NIT-1 cells were incubated with the
inhibitor of IxkBa phosphorilation Bay117082 for different concentrations, 1 h before and during activation
with the CD40 antibody for 10 min. Phosphorylated IkBa (top) was analyzed by western blotting. To
ensure equal loading, membranes were stripped and blotted against -actin.

As MEK1 and MEK2 were found to be in a high activity or phosphorylated form
and these two kinases phosphorilates ERK1 and ERK2 (p44/42), we wish to determine
whether the signals transduced by CD40 that activates ERK1/2 were MEK1/2 dependent.
Thus, to evaluate the effects of the MEK1/2 on ERK1/2 phosphorilation, protein extracts
from CD40 activated NIT-1 cells, or pretreated with the MEK inhibitor PD98059, were
blotted against phosphorylated or total ERKI1/2 antibodies. Analysis of ERKI1/2

phosphorilation shows that CD40 ligation resulted in an increased of the ERKI1/2
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phosphorilated form after 5 min post-treatment and declines over time (Figure 2C). This
effect was abrogated when the cells were preincubated with the MEK1/2 inhibitor
PD98059, suggesting that CD40 signaling contributes to ERK1/2 activation through
MEK1/2 (Figure 2D). We confirmed ERK1/2 kinase activity in NIT-1 stimulated CD40
cells using FElk-1 as a phosphorilation substrate with the dually phosphorylated
immunoprecipitated ERK1/2 active enzyme (Figure 2E).

We also assessed whether CD40 engages the p38 or SAPK/JINK MAP kinases
involved in cellular stress. In our settings, we could not find any activation of these two
kinases (data not shown).

CD40 signaling does not crosstalk with the insulin pathway. A specialized
feature of P cells is its responsiveness to glucose. Also, as the ERK pathway is involved
in insulin secretion (25, 26), we wish to determine whether ERK dependent CD40
activation could also affect insulin regulation. We performed western blot analysis to
evaluate two important proteins involved during insulin metabolism. The first one,
phosphatidylinositol 3-kinase (PI-3K), was examined using a specific antibody for the
phosphorylated Akt/PKB protein, a kinase that is downstream of PI-3K. However, no
detectable activation was observed after CD40 stimulation in NIT-1 cells (data nor
shown). Secondly, a vesicle-associated protein present in the exocytotic machinery of

neurons and also identified in pancreatic 3 cells denominated synapsin I was evaluated
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Figure 2. Ligation of the CD40 molecule involves activation of MEK/ERK1/2 kinases. Total
cellular extracts from NIT-1 cells treated with the CD40 agonist antibody (10 pg/ml) for 0, 5, 10, 15, 30
min were separated in a 12 % SDS-PAGE and subsequently transferred to a PVDF membrane. Blots were
probed with antibodies against: A) phosphorylated MEK1/2 (top) or total MEK1/2 (bottom). B) Graph
represents immunoblots band density ratio of phosphorylated MEK1/2 relative to total MEK1/2 using the
Fluorchem software. C) Total cellular extracts from NIT-1 cells treated with the CD40 agonist antibody (10
pg/ml) for 0, 5, 10, 15, or 30 min. were separated in a 10 % SDS-PAGE and subsequently transferred to a
nitrocellulose membrane. Blots were probed with antibodies against phosphorylated ERK1/2 (top) or total
ERK1/2 (bottom). D) Total cellular extracts from NIT-1 cells treated with the CD40 agonist antibody (10
pg/ml) for 0, 5, or pretreated with the MEK1/2 inhibitor PD98059 (50 uM) for 1 h and then incubated for 5
min with the CD40 antibody were separated in a 10 % SDS-PAGE and subsequently transferred to a

nitrocellulose membrane. Blots were probed with antibodies against phosphorylated ERK1/2 (top) or total
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ERK1/2 (bottom). E) NIT-1 cells were stimulated with CD40 antibody before lysis, immunoprecipitation,
and kinase assay with phosphorylated Elk-1 as a substrate. Kinase activity was quantitated using the

Fluorchem software.

(27). CD40 stimulated NIT-1 cells show an increase of the phosphorilated form of
synapsin I already after 1 min of activation, and this activation is sustained at least by 20
min (Figure 3A).

Additionally, we assessed glucose induced insulin secretion in NIT-1 cells
incubated in Krebs buffer in the presence of the CD40 antibody. As controls, NIT-1 cells
were incubated in Krebs buffer alone. Insulin release was analyzed by ELISA. However,
incubation of NIT-1 cells with the CD40 antibody did not affect insulin secretion (data
not shown).

We also transfected NIT-1 cells with a plasmid expressing EGFP under the
control of the rat inducible promoter (RIP). Transfected cells with pRIPEGFP plasmid
were incubated in the presence of the CD40 antibody for 1 or 6h and subsequently
dissociated and analyzed by flow cytometry. In accordance with insulin secretion results,
there was no difference in expression from transfected or control cells activated with
CD40 (Figure 3B). These results show that even CD40 stimulation contributes to

synapsin I activation; CD40 signaling does not affect insulin secretion in NIT-1 cells.
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Figure 3. The CD40 and insulin pathway do not cross react. Total cellular extracts from NIT-1
cells treated with the CD40 agonist antibody (10 pg/ml) for 0, 1, 3, 5, 10, 20 min were separated in a 12 %
SDS-PAGE and subsequently transferred to a PVDF membrane. Blots were probed with antibodies against:
A) phosphorylated synapsin I (top) or B-actin (bottom). Graph represents immunoblots band density ratio of
phosphorylated synapsin I relative to total B-actin using the Fluorchem software. B) NIT-1 cells were
plated, and transfected or not with pRIPEGFP plasmid. Twenty-four h later, cells were activated with
CD40 antibody (HM40-3, 10 pg/ml) for 1 or 6 h. Dissociated cells were acquired by flow cytometry.
Synergistic killing effect of CD40 + TNF-a is dependent of apoptosis. TNF-a is a pro-
inflammatory cytokine that has been reported to mediate damage to islet cells during the
course of autoimmune diabetes (16). TNF-a is also known to promote cell death of

primary islets, NIT-1 cells (28), and B cells (29) in vitro. We incubated NIT-1 cells with

anti CD40 antibody, TNF-a, and with the combination of the two (Figure 4A). While
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stimulation of CD40 alone did not affect NIT-1 cells survival, exposure of these cells to
both TNF-a and the CD40 antibody resulted in greater cell death than TNF-a alone, 58.2
+ 5.6 and 43.7 £ 4.0, respectively (P<0.001). In order to determine if cell death was a
consequence of necrosis, or programmed cell death (apoptosis), we performed additional
assays. To evaluate the possibility that inducible nitrite oxide synthase (iNOS) was being
upregulated by the CD40+TNF-a treatment, nitrite determination was assessed on the
supernatant of cultured cells. No NO production was found in NIT-1 treated cells after 48
h of culture (data not shown). Finally, as most forms of apoptosis involve caspases, we
evaluated for intracellular detection of activated caspases (IDAC) by flow cytometry. As
shown in Figure 4B and inset, CD40+TNF-a treatment activated caspases in NIT-1 cells
after 48 h of incubation, which are responsible for increasing the percentage of apoptotic
cells comparing to CD40 treated cells (60.6 = 6.5% -vs- 15.3 £ 1.4%, P<0.001). To
confirm that this treatment induced apoptosis in a caspase dependent manner,
CD40+TNF-a NIT-1 treated cells, were pre-incubated with 100 uM of the pan-caspase
inhibitor zVAD-OMe-FMK. Figure 4B and inset shows that pre-incubation with this
inhibitor eliminate CD40+TNF-a dependent apoptosis. The percentage of apoptosis in
zVAD-OMe-FMK pre-treated cells was similar to untreated or CD40 treated cells, 12.2 +

1.4%, 15.8 £2.2% and 15.3 £+ 1.4%, respectively (P>0.05).
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Figure 4. CD40 activation enhances apoptosis induced by TNF-a.. A) NIT-1 cells were stimulated
with CD40 antibody or the isotype control (IgM) for 2 hours, and further incubated for 48 hours with TNF-
a (10° U/l). The number of viable cells was determined using a non-radioactive proliferation assay.

Absorbance units are expressed relative to the IgM control cells not treated with TNF-a.. The values are
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expressed as mean + S.D., ** P< 0.001. B) NIT-1 cells were analyzed for apoptosis by performing a flow
cytometry analysis after staining with zVAD-FITC and PI as explained in materials and methods. As a
control, CD40 + TNF-a treated cells were incubated with the zZVAD-OMe-FMK inhibitor before the
staining. In the inset, graph represents the percentage of apoptotic cells expressed as mean + S.D., ** P<

0.001, * P<0.05.

CD40+TNF-a killing effect is dependent on up regulation of TNF-a in an
ERK1/2 and NF-kB dependent way. We then investigated gene expression
consequences of CD40+TNF-a activation in NIT-1 cells at the messenger RNA level.
Activation of NIT-1 cells with CD40 or TNF-a induced TNF-a expression (Figure 5).
However, TNF-a expression was even more pronounced in cells that were
simultaneously incubated with CD40+TNF-a. This effect was shown to require MEK1/2
activity and to be dependent on ERKI1/2 phosphorilation, as PD98059 completely
blocked TNF-a expression from CD40+TNF-a treated cells. Additionally, the NF-kB
inhibitor Bay117082 also blocked TNF-a expression in CD40+TNF-a stimulated cells

(Figure 5).
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Figure 5. CD40 activation induces TNF-a expression. NIT-1 cells were stimulated with the CD40
antibody (10 pg/ml) for 2 hours, and further incubated for 6 hours with TNF-a (106 U/l), or pretreated with
the MEK1/2 PD98059 (50 uM) or NF-kB Bay117082 (5 uM) inhibitors for 1 h. After activation, cells were

scraped, washed twice in cold DPBS and subject to RT-PCR. Pictures represent agarose gel electrophoresis

of TNF-a and B-actin amplicons. M: marker.
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Discussion

Different studies have identified signaling pathways of the CD40 receptor in
hematopoietic cells, as macrophages and lymphocytes, where it has been implicated in
the delivery of signals involved in immune cellular responses (17). Large amount of data
already support the idea that CD40 signaling can contribute in pathological autoimmune
conditions as psoriasis, atherosclerosis and cystic fibrosis (30-32). Indeed, the importance
of CD40 is well recognized in the field of transplantation whereas, disruption of the
CD40-CD40L interaction by antibodies against CD40L inhibits the spontaneous
development of diabetes in non obese diabetic (NOD) mice (33), and prolongs allogeneic
islet graft survival in non human primates (34, 35), in the absence of conventional
immunosuppressive drugs.

CDA40 acts as a transmembrane signal transducer which, through the activation of
intracellular kinases, delivers signals from the cytoplasm to the nucleus. Recently, we
have observed that the CD40 receptor molecule is expressed in mouse and human
pancreatic B cells, as well as the mouse insulinoma  cell line NIT-1 (9). In agree with
these results, we now demonstrate by western blot that CD40 stimulation induced rapid
activation of the NF-kB molecule by the degradation of its natural inhibitor IkB. NF-xB
is a transcription factor already known to be involved in the activation of many
proinflammatory cytokines and TNF superfamily members. CD40 activation was blocked
when NIT-1 cells were preincubated with the NF-kB blocker Bay117082, what strongly
suggests that NF-kB pathway appear to be linked to regulation of CD40 signaling. In

primary cells or terminally differentiated as B cells, NF-kB cytokine activation has also
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been shown to induce the secretion of more inflammatory cytokines that can have
negative consequences for  cells (36-38).

Our results also suggest that the MEK1/2/ERK1/2 pathway could be the primary
MAPK activated upon CD40 stimuli in the mouse insulinoma cell line NIT-1. We
provide evidence that CD40 dependent secretion of the proinflammatory cytokine TNF-a
is linked to ERK1/2 activation, as upstream blocking of the MEK/ERK pathway with
PD98059, abolished TNF-a transcription. Other studies have also linked CD40 dependent
secretion of the proinflammatory cytokines IL-6, IL-8 and TNF-a through the MEK/ERK
pathway (17, 39). In this regard, we also have additional data (manuscript in preparation)
confirming a central role of the MEK/ERK pathway, in the secretion of proinflammatory
cytokines (IL-6, IL-8, MCP-1 and MIP-1B) from human pancreatic  cells. However,
CD40 regulated gene expression has been quite different among distinct cells, and this
difference could be attributed to differently activation of the cells, degree of cross linking
employed to initiate CD40 signaling, or variation in cell type. In this regard, we did not
obtained CD40-dependent p38 or SAPK activation, MAPKs known to be present in
pancreatic cells (40), confirming the specificity of signals delivered through the CD40
receptor in NIT-1 cells.

Another goal of this study was to determine whether we could establish an
involvement between CD40 signaling and insulin release. In this regard, several
approaches were taken. We use static incubation, pRIPEGFP transfected NIT-1 cells, or
western blot analysis for a protein involved in insulin signaling, AKT, to test CD40
dependency. However, we could not observe any modification attributable to CD40

activation. Finally, we investigated synapsin I, a cytoplasmic protein physiologically
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relevant during insulin translocation and release. Consistent with work done in others
cells as MING6, BTC3 and INS-1 f cell lines (25, 26) or rat islet cells, whereas synapsin I
has been detected in its active form, we also found ERK1/2 dependent phosphorylation of
the cytoplasmic protein synapsin I. However, phosphorylation of synapsin I as a
consequence of CD40 signaling does not modulate insulin metabolism in NIT-1 cells.

CD40 activation by itself could not induce cell death or apoptosis in NIT-1.
However, when cells were incubated also with TNF-a, this treatment seemed to augment
sensitivity of the cells to apoptosis. As well as in other systems (28, 41), co-incubation of
CDA40 with a cytokine, in this case TNF-a, augments TNF-a induced apoptosis.

According to Stephens et al. (28) a discrepancy between primary B cells and 3 cell
lines exist in their susceptibility to TNF-a induced apoptosis. Even if the 3 cell line NIT-
1 is sensible to TNF-a dependent apoptosis, primary 3 cells are not, and need IL-1 in
order to induce apoptosis dependent cell death. However, recently data from literature
suggest that indeed primary human [ cells can also die from apoptosis partially
dependent on TNF-a secretion from IL-1f conditioned media from pancreatic ductal cells
(29).

In order to construct an in vitro model that mimics natural mechanism of injury,
low amounts of TNF-a were exogenously administered to previously CD40 stimulated
NIT-1 cells. Our data from cell viability (MTS), necrosis (Griess reaction) and apoptosis
assays are comparable and confirm that the killing effect of CD40+TNF-a is mostly
apoptosis dependent. In agreement with this, incubation of CD40+TNF-a treated NIT-1
cells with the pan-caspase inhibitor VAD-FMK abrogated cell death and support the idea

that apoptosis is the dominant pathway involved in cell death induced by CD40 activation
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in NIT-1 cells. This synergistic effect was correlated with enhancement of TNF-a
expression at the mRNA level. Our results show that TNF-a accumulation was induced
by CD40 or TNF-a stimuli, and this expression was even more pronounced when NIT-1
cells were activated with CD40 and TNF-a together acting through the NF-kB and
MEK/ERK pathway.

In conclusion, our data provide new insights in the signaling of CD40 in the
insulinoma cell line NIT-1. We demonstrate that, NF-xB is involved in CD40 signaling,
that the MEK/ERK pathway is the main signaling cascade activated after CD40 stimuli,
and that the association of CD40 with a proinflammatory cytokine, as TNF-q, can induce

cell death by apoptosis.
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TRABALHO 3
A interagcao CD40-CD40 ligante em ilhotas pancreaticas

ativa uma via pré-inflamatéria que induz morte nas células .
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Resumo

O transplante de ilhotas pancreaticas esta se tornando uma alternativa para
pacientes com diabetes mellitus tipo 1 que utilizam insulina como terapia. Porém, a
perda imediata das ilhotas, causada por eventos inflamatorios ndo-especificos no sitio
do implante representa um grande obstadculo para o transplante das mesmas.
Recentemente descobrimos que CD40, um membro da familia do receptor de TNF, ¢
expresso em células B. A expressio de CD40 em células ndo hematopoiéticas
geralmente estd associada a inflamacdo, portanto, nds investigamos o possivel papel
pré-inflamatério do CD40 em ilhotas. Ilhotas humanas, ou células B isoladas,
incubadas com a proteina CD40L recombinante humana secretaram IL-6, IL-§,
proteina quimioatraente 1 de monocito (MCP-1) assim como proteina quimioatraente
1B de macréfago (MIP-1B), uma proteina que ndo foi previamente reportada em
ilhotas. RT-PCR confirmou a inducdo das citocinas a nivel da transcri¢do. A
expressdao de MIP-1B nas células B produtoras de insulina foi corroborada por
imunofluorescéncia dupla. A interagdo CD40-CD40L ativa as vias Rat/MEK/ERK1/2
e NFxB, ja que, inibidores destas vias bloquearam a indugdo de citocinas e
quimiocinas nas ilhotas. Ainda mais, a incubag@o das ilhotas com méio condicionado
de ilhotas previamente tratadas com o CD40L, induziu morte das células B e
aumentou a expressdao de ICAM-1.

Os resultados indicam que a expressdao de CD40 em células  pode aumentar o

micro ambiente inflamatorio, contribuindo com a perda das ilhotas.

Palavras chaves: CD40, citocinas, diabetes mellitus, ERK, ICAM-I1,

inflamacao, ilhotas, MAPK, NF-kB, quimiocinas.
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Introducgao

O CD40 ¢ membro da familia do receptor de TNF (TNFR) expresso em
diferentes tipos celulares. A ativacdo de CD40 em linfocitos B, macréfagos e células
APC profissionais, pelo seu ligante, o CD40L, também chamado de CD154, tem um
papel fundamental no sistema imune, induzindo sobrevida e proliferacdo celular,
diferenciagdo e também troca isotipica em linfécitos B (1).

Entretanto, a expressdo de CD40 em células ndo hematopoiéticas, como
células endoteliais, do timo, epiteliais, neoplasicas da tiredide, linhagens celulares
transformadas e células do ducto pancreatico (2-7) , esta principalmente associada a
respostas inflamatoérias ndo especificas. Esses eventos contribuem a inducdo e
secrecdo de citocinas e quimiocinas, € também ao aumento de moléculas co-
estimulatorias, resultando no recrutamento e ativacdo de células hematopoiéticas. Por
exemplo, o estimulo de CD40 tem um papel principal em doengas como psoriase,
aterosclerose ¢ fibrose cistica (8-10).

As ilhotas transplantadas sdo vulneraveis a perda imediata apds o transplante,
e isto € parcialmente atribuido & secrecdo local de citocinas pré-inflamatorios como
IL-1, IFN-y e TNF-a (11-14). As células B pancreaticas expressam uma variedade de
moléculas inflamatérias como citocinas (15), receptor tipo Toll e receptor de LPS
(16), proteina-1 quimioatraente de mondcitos (MCP-1) (17, 18) assim como proteina-
10 induzivel por interferon (IP-10) (19), que suportam um ambiente inflamatério
danificando uma alta proporg¢ao de células f.

Mais ainda, as células do ducto pancreatico, que estdo em contato com as
ilhotas e também expressam o receptor de CD40, secretam IL-1B e TNF-a apos a
ligacdo do CD40 (7), o que pode induzir a ativagdo das células dendriticas in vitro e

apoptose das células 3 (20).
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Recentemente demonstramos a expressdo de CD40 em células [ pancreaticas
de camundongo e¢ humano, a qual foi aumentada pela incuba¢do de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1PB, IFN-y e TNF-a). A sinalizacdo através deste receptor também
ativa o fator de transcri¢do pro-inflamatorio NF-xB (21).

Neste estudo, demonstramos especificamente, em células B pancreaticas de
primatas humanos e ndo humanos, que ap6s o estimulo de CD40, ha ativagdo e
inducdo das citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-8, MCP-1 e MIP-1p através das vias
Raf/MEK/ERK e NF-kB. As citocinas e quimiocinas secretadas como conseqiiéncia
da sinalizagdo através de CD40 causaram morte das células f.

Mais ainda, a interacdo CD40-CD40L aumentou a expressao da molécula de
adesdo intracelular-1 (ICAM-1). Os resultados indicam que a expressdo de CD40 em

células P poderia contribuir a morte das mesmas e a persisténcia da inflamacao.
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Métodos

Ilhotas de primatas humanos e nio humanos. As ilhotas humanas foram
fornecidas pelo cGMP do Diabetes Research Institute, University of Miami, e isoladas
de acordo com o método automatizado desenvolvido por Ricordi e cols. (22). Dez mil
IEQ de doador cadavérico foram incubadas a 37°C antes da manipulagdo. Apos 24 h,
as ilhotas humanas foram cuidadosamente dissociadas com um coquetel de enzimas
digestivas (Accutase, Innovative Cell Technologies Inc., San Diego, CA) por 12 min a
37°C. A ago da enzima foi suspensa pela adi¢do de FBS v/v. As células dissociadas
foram utilizadas para os seguintes experimentos. As ilhotas de primatas ndo humanos
foram cedidas pelo laboratorio da Dr. Norma S. Kenyon, e isoladas como explicado
acima.

Separacao com microparticulas magnéticas. As ilhotas dissociadas foram
depletadas das células com marcacao positiva para o antigeno CA19-9 presente nas
células do ducto, por um procedimento de marcacdo indireta utilizando a tecnologia
de microparticulas MACS (Miltenyi Biotec Inc. Auburn, CA). Em resumo, as células
foram marcadas utilizando um anticorpo monoclonal (mAb) contra o antigeno
humano CA19-9 (1:100, NCL-CA19-9 IgG isotipo, Novocastra, Newcastle, UK) por
15 min a 4°C, lavadas duas vezes com DPBS pH 7.2, 2 mM EDTA suplementado
com BSA 0.5%, e subseqiientemente incubadas com 20 pl de microparticulas MACS
covalentemente unidas a anti-IgG de cabra contra camundongo (Miltenyi Biotec Inc.)
por 15 min a 4°C. Apds duas lavagens com tampao DPBS-EDTA, as células foram
separadas utilizando colunas LS MACS e um separador magnético manual (Miltenyi
Biotec Inc.). A suspensdo celular foi separada em duas populacdes, com marcagdo
positiva e negativa para o antigeno de ducto CA19-9. Foi coletada a populagdo ndo

marcada e o procedimento foi repetido. A deple¢do das células CA19-9 do ducto na
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fracdo negativa foi confirmada por citometria de fluxo, utilizando um anticorpo
secundario contra camundongo (conjugado com FITC, 1:100, Sigma-Aldrich Co, St.
Louis, MO). A populacdo negativa para CA19-9 também foi avaliada para a presenca
de células contaminantes como linfocitos B (CD19), macrofagos (CD14) e células
dendriticas (CD11c) que também expressam o receptor CD40.

Separacdo das células p por citometria de fluxo. A suspensdo celular de
ilhotas de primatas humanos e ndo humanos foi corada com 1 pM Newport Green
PDX acetoximethiléter (NG, Molecular Probes, OR) por 1h30 min a 37°C em DPBS
sem Ca™" e Mg2+. Ap6s a lavagem final em DPBS, as células foram coradas com 7-
amino actinomicina D (7-AAD, Molecular Probes) (23). As células que negativas
para o 7-AAD foram separadas de acordo a intensidade da coragdo com o NG em
NG Hhante - (cglulas B) and NG (células ndo P) utilizando um citdmetro
FACSvantage (Becton Dickinson, Mountain View, CA).

Inducio e deteccio de citocinas. As células das ilhotas de primatas humanos
e nao humanos depletadas ou separadas foram incubadas em meio MMI1 e
estimuladas com a proteina humana recombinante solivel (thsCD40L) + adjuvante
(1pg/ml, Alexis Biochemicals, San Diego, CA) a 37°C. Os inibidores da fosforilagdo
MEK1/2 e IkB, PD98059 (50 uM, Cell Signaling Technology, Inc. Beverly, MA) ou
Bay117082 (5 uM, Biomol Int. L.P., Plymouth Meeting, PA), foram adicionados as
células 1h antes e permaneceram durante o tratamento.

Vinte e quarto horas mais tarde, o sobrenadante das células foi coletado.
Cingiienta pl do sobrenadante da cultura de células tratadas ou ndo tratadas foram
utilizados para detectar simultaneamente IL-1B, 1L-6, IL-8, IL-10, IFN-y, MCP-1,
MIP-13 e TNF-o através da tecnologia luminex (Bio-Plex System, Bio-Rad

Laboratories, Inc., Hercules, CA). Todos os reagentes foram fornecidos pelo sistema
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Bio-Plex ¢ a manipulagdo foi realizada de acordo como o protocolo do fabricante
(Bio-Rad Laboratories, Inc.). As amostras foram colocadas em duplicado e cada
experimento foi repetido ao menos 3 vezes. As concentragdes de citocinas foram
calculadas a partir de uma curva padrao.

Transcricao reversa e reacio em cadeia da polimerase. O RNA total foi
isolado com um kit comercial (RNeasy Mini Kit, Qiagen Inc, Valencia, CA),
submetidas a digestdo pela DNAse I (Ambion, Austin, Texas) e usadas como molde
para a sintese do cDNA (Superscript first-strand synthesis system for RT-PCR,
Invitrogen). Iniciadores especificos foram desenhados para as diferentes citocinas
inflamatoérias de humanos: IL-6 (5’-ACA TCC TCG ACG GCA TCT CAG3’ ¢
5’TGG CTT GTT CCT CAC TAC TCT-3’) (24), IL-8, MCP-1 e MIP-1f (Biosource
International, Camarillo, CA). A amplifica¢do da B actina (5’-GAC TAC CTC ATG
AAG ATC C-3° e 5°-TCT CCT TCT GCA TCC TGT C-3’) foi utilizada como
controle interno. Os produtos da PCR foram separados em gel de agarose 3%
(Invitrogen), corados com EtBr e analisados sob luz UV.

Imunofluorescéncia de células pancreaticas. As células previamente
dissociadas foram desidratadas a temperatura ambiente em ladminas de vidro, fixadas
com paraformaldeido a 2.5% (Electron Microscopy Sciences, Washington, PA) por
15 min, lavadas 3 vezes com Optimax 1x (Bio-Genex, San Ramon, CA) e tratadas
com um bloqueador de proteinas universal (Biogenex) para prevenir reagdes nao
especificas. As laminas foram incubadas com anticorpo feito em cabra contra MIP-13
humana (5 pg/ml, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), durante toda a noite a
4°C, lavadas e incubadas com anticorpo secundario contra cabra conjugado a Alexa
Fluor 488 (1:200, Molecular Probes). A coloracdo para insulina ou glucagon foi

realizada seguindo o mesmo protocolo, utilizando anticorpo de cabra contra coelho
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conjugado com Alexa Fluor 568 (1:200, Molecular Probes) com anticorpo secundario.
A omissdo do anticorpo primario foi utilizada como controle negativo. As laminas
foram montadas com uma solug@o especifica para minimizar a perda da fluorescéncia
(Molecular Probes).

Coloracio com TMRE: As ilhotas pancreaticas foram dissociadas como
previamente explicado e coradas de acordo com o protocolo do fabricante (Roche).

Analise estatistica. Quando apropriado, os resultados foram analisados pelo
teste t de Student. As comparagdes entre os grupos foram realizadas utilizando
ANOVA e o método de Tukey para contrastes posteriores com o programa estatistico
Sigma-Stat 2. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo (SD). Os

valores de p< 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Resultados

A estimulacio de CD40 em células pancreaticas de primatas humanos e
niao humanos resulta em secrecdo de citocinas e quimiocinas. Investigamos se a
estimulacdo de CD40 presente em células pancreaticas estava associada a secrecdo de
mediadores pro-inflamatorios. Primeiro as ilhotas pancredticas foram depletadas de
células contaminantes do ducto pancreatico, as quais também expressam o CD40 (7),
pela selegdo com particulas magnéticas e um anticorpo especifico que reconhece o
carboidrato de membrana CA19-9, presente em todas as células do ducto. Este
anticorpo cora o ducto principal, e as células dos ductos interlobular, intralobular,
intercaladas e centroacinares, e ja foi utilizado para purificar células pancreaticas
ductais (25). A analise da citometria de fluxo revelou que as preparacdes de
isolamentos de ilhotas humanas contém uma alta propor¢do de células do ducto, de
30-65%. A deple¢dao manual das células CA19-9 com colunas magnéticas foi atingida
com sucesso, restando 1,5 a 2% apds o procedimento (Figura 1). Como os linfocitos
B, macrofagos assim como as células dendriticas também expressam o receptor de
CD40, a populacdo negativa para o CD19-9 também foi analisada com marcadores
para essas populacdes. Em nossas preparacdes ndo achamos esses tipos celulares
(dados nao mostrados).

Para demonstrar a secre¢do de citocinas e quimiocinas, o sobrenadante da
cultura de células pancreaticas humanas tratado por 24 h com o rhsCD40L ou o
controle, foi avaliado pela tecnologia luminex. A tabela 1 resume os achados e mostra
que a ativacdo do CD40 induziu ou aumentou a secre¢do de IL-6, IL-8, MCP-1 ¢
MIP-1B em ilhotas humanas. E interessante destacar que somente concentragdes

muito baixas de certas citocinas como IL-1f, IFN-y e TNF-a foram achadas.
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Figura 1. Deple¢do da preparagdo de ilhotas pancreaticas humanas de células do ducto
pancreatico positivas para o antigeno CA19-9. As ilhotas pancreaticas humanas foram dissociadas até
formar uma suspensio celular e depletadas de células do ducto, utilizando um anticorpo contra o
antigeno CA19-9 humano, seguido de anticorpo feito em cabra contra IgG de camundongo unido a
micro particulas magnéticas. Apos a separacdo, as células foram incubadas com anticorpo contra IgG
de camundongo conjugado a isotiocianato de fluoresceina ou o controle de isotipo, e analisadas por

citometria de fluxo.

Também utilizamos uma espécie diferente como fonte de ilhotas pancreaticas.
As preparagdes de primata ndo humano, como o macaco cinomolgus (Macaca
fascicularis), constituem uma fonte altamente pura de células B (80%) com uma
percentagem muito baixa de células do ducto pancreatico, como avaliado por
citometria de fluxo (< 1%) (Norma S. Kenyon e Dora Berman-Weinberg, resultados

ndo publicados).
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Tabela 1. Secrecdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias em ilhotas

pancreaticas isoladas de primatas humanos e ndo humanos ativadas com o CD40L.

Protein concentration (pg/ml)

Human Islet Preparation®

Control CD40L P value
IL-6 2.81+£0.71 67.04 +3.65 ok
IL-8 484 +30 7751 £ 218 HorE
MCP-1 6.69+0.01 121+15 HEE
MIP-1p 10.59 +0.36 125+6 ok

Non Human Islet Preparation

IL-6 2.76 £ 0.74 8.87+£2.02 wox
IL-8 381 £56 804 £97 HorE
MCP-1 437+133 937 + 38 HorE
MIP-1B 20.70 £ 2.66 56.85 £ 4.86 HorE

Os dados sdo apresentados como média + SD. As comparagdes foram realizadas utilizando o
teste t de Student. Os valores **P<0.002; ***P<(0.0001 foram considerados estatisticamente
significativos.

Allhotas depletadas de células CA19-9. Células de ilhotas de primatas humanos e nio
humanos foram incubadas a 37 °C na presenga ou ndo de CD40L + adjuvante (lug/ml). Apos 24 h, os
sobrenadantes das células pancreaticas em cultura foram avaliados pela tecnologia luminex para a

secrecdo de IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, MCP-1, MIP-1pB, TNF-qa.

Entretanto, como a expressdao de CD40 em ilhotas de primatas ndo humanos
nunca foi relatada, investigamos primeiramente sua expressdo. A andlise de western
blot mostra que o receptor de CD40 também ¢ expresso em ilhotas de primatas ndo
humanos (Figura 2A). Com o intuito de identificar quais sdo as células que expressam
a molécula de CD40, as células de ilhotas de primata ndo humano foram coradas com
Newport Green (NG) e 7-amino actinomicina D (7-AAD). NG na forma de éster (NG-
Ac), € um composto permedvel a membrana celular, que une-se ao Zn, e que
apresenta unido seletiva as células B humanas (26, 27). A andlise por citometria de

fluxo mostrou que as células B de primata ndo humano coram-se com o NG
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(confirmado por imunofluorescéncia, dados ndo mostrados), ¢ que essas células
expressam o receptor de CD40 (Figura 2B). Similar as células pancreaticas humanas,
apos a incubagdo com o rhsCD40L, observou-se também um aumento em IL-6, IL-8§,
MCP-1 e MIP-1p das células de primata ndo humano (Tabela 1). Da mesma forma
achamos um aumento das citocinas IL-6, IL-8 ¢ MIP-1f3, em células B isoladas de
ambos primatas (pureza >90%) quando estimuladas com o rhsCD40L (dados nao

mostrados).

A B

9
Y
Newport Green Positive gated \(,,\“'

—_

Relative Cell Number

e i
CD40-APC —

Figura 2. O receptor de CD40 ¢é expresso em células B de primata ndo humano. A) A

expressao de CD40 foi analisada por citometria de fluxo em células pancreaticas de primata nao
humano. As células foram coradas com NG e 7-AAD e um anticorpo fluorescente contra o CD40
humano ou o controle de isotipo. Os histogramas mostram a expressdo do controle de isotipo ou a
expressdo de CD40 em células B pancreaticas. B) Expressdo de CD40 por western blot em ilhotas

pancreaticas, bago ou linfonodo.

Adicionalmente, a sintese de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias foi
confirmada ao nivel de mRNA. Utilizamos células  de humano tratadas ou ndo com
a molécula de rhsCD40L. Apdés 24 h de ativagdo, as células em cultura foram
analisadas pela RT-PCR. Como mostrado na figura 3A, foi detectado um aumento na
expressao de IL-6, IL-8 e MIP-1f nas células P isoladas de humanos apos a ativagao

de CD40.
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Como a expressdo de MIP-1P nunca foi relatada em células B, utilizamos
imunofluorescéncia dupla para confirmar sua expressdo. Como mostrado na figura
3B, a analise por microscopia confocal confirmou que as células humanas que
apresentam marcagdo positiva para a insulina também expressam a quimiocina MIP-
1. Os resultados decorrentes da tecnologia por Iluminex, RT-PCR e
imunofluorescéncia confirmam a hip6tese de que as células B podem exercer funcgdes
efetoras através de mediadores inflamatorios para induzir ou manter um estado

inflamatorio.

- + M CD40L Insulin MIP-1B /Insulin

<4 |L-6

< |L-8

<— MIP-18

<— B-actin

Figura 3. Deteccdo de citocinas e quimiocinas em células [ isoladas de humanos apés a
estimulagdo do CD40 por RT-PCR e imunofluorescéncia. As ilhotas pancreaticas humanas foram
dissociadas até formar uma suspensdo celular, coradas com NG e 7-AAD, e separadas de acordo a
intensidade de NG. As células separadas (7-AAD-, NG”""") foram estimuladas com o CD40L (1
pg/ml) por 24 h. A) Eletroforese em gel de agarose mostrando os amplicons de IL-6, IL-8, MIP-1 e B-
actina. -: ndo estimulada com CD40L, +: estimulada com CD40L, M: marcador. B) Analise por
microscopia confocal laser de células [ separadas, coradas para MIP-1p e insulina, utilizando

imunofluorescéncia dupla (aumento original 630x).
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A producio e secrecio de citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias
requer a ativacio das vias MEK/ERK e NF-kB. Ja estd bem estabelecida a
importancia da sinalizacdo de CD40 em respostas inflamatérias em mondcitos e
macrofagos (28-30) através de membros da familia da MAPK ERK. Estudamos o
papel de ERK1/2 mediado pela ativacdo de CD40, e a indugdo da secre¢do de
citocinas inflamatorias, pelo bloqueio das vias. A utilizagdo de inibidor especifico
PD98059, que evita a ativacdo de MEK1 por parte de c-Raf (31), permitiu estudar o
papel da via Raf/MEK/ERK na secrecdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias
induzidas por CD40. De forma similar, Bay117082 bloqueia fosforilagao de IkB.

O envolvimento das vias das MAPK Raf/MEK/ERK e NF-kB foi demonstrado
nas culturas com ilhotas pancreaticas. A secregdo de 1L-6, IL-8, MCP-1 ¢ MIP-1p
foram avaliadas pela tecnologia luminex nos sobrenadantes de culturas tratadas por 24
h e previamente tratadas por 1 h e durante a fase de ativagdo com os inibidores de
MEK ou IkB, PD98059 e Bay 117082, respectivamente. A adicdo de PD98059 (50
uM) ou Bay 117082 (5 uM) reduziu a secregdo das citocinas/quimiocinas IL-6, IL-8,
MCP-1 e MIP-1B e bloqueou sinalizacdo celular dependente de CD40 (Figura 4).
Esses resultados indicam que a sinalizagdo celular de CD40 nas ilhotas pancreaticas

também ¢ realizado através das vias Raf/MEK/ERK e NF-«xB.
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Figure 4. A secrecdo de citocinas pro-inflamatorias de ilhotas isoladas ativadas com o CD40L
¢ dependente das vias Raf/MEK/ERK e NF-kB. As ilhotas pancreaticas humanas foram dissociadas até
formar uma suspenséo celular, e estimuladas com o CD40L (1 pg/ml). Apds 24 h, a secregdo de IL-6,
IL-8, MCP-1 e MIP-1f foram avaliadas pela tecnologia luminex a partir do sobrenadante de culturas
controle e ativadas com o CD40L, ou pré-tratadas por 1h e durante a fase de ativagdo com o inibidor de
MEK ou de NF-kB, PD98059 (50uM) e Bay117082 (5uM), respectivamente. As comparagdes entre 0s
grupos foram realizadas utilizando ANOVA e o método de Tukey para contrastes posteriores. *¥*: P<

0.05

A secrecao de citocinas e quimiocinas dependente de CD40 induz morte
celular e a expressdo da proteina ICAM-1 em ilhotas pancreaticas. Investigamos
se mediadores soluveis secretados apos a ativagdo de CD40 poderiam induzir morte
celular, em células pancreaticas. Avaliamos a despolarizacdo do potencial elétrico da
membrana mitocondrial (Ay) como um indicador de viabilidade/apoptose (27) com a
molécula de tetrametillrodaminaetilester (TMRE), um corante que marca somente

mitocondrias das células que apresentam um Ay intacto. As ilhotas humanas foram
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incubadas por 36 h a 37°C com o sobrenadante de ilhotas previamente tratadas ou ndo
com o rhsCD40L (Figura 5A). Os resultados mostram que o potencial elétrico
mitocondrial nas células B incubadas com o médio condicionado, diminuiu de 85%
nos controles para 68% nas ilhotas tratadas com o CD40L (Figura 5B), indicando que
a sinaliza¢do dependente de CD40 pode comprometer também a viabilidade das
células B. Mais ainda, o sobrenadante das ilhotas tratadas com o CD40L, aumentou a
expressdao da molécula de adesdo intracelular (ICAM-1) (Figura 5C), outra molécula

também regulada pela atividade de NF-xB (32).
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Figura 5. O médio condicionado de ilhotas tratadas com o CD40L induz morte celular
dependente de CD40 e o aumento da expressdo de ICAM-1 em células  pancreaticas. A) As ilhotas
pancreaticas humanas foram desagregadas até formar uma suspensao celular, depletadas de células do
ducto que expressam CA19-9 e estimuladas por 24 h com o CD40L (1 pg/ml). O meio condicionado e
meio controle foram utilizados para estimular novas ilhotas pancreaticas. Apos 36 h de incubagdo: B) a
viabilidade celular utilizando o TMRE, ou C) a expressao de ICAM-1, foram analisadas por citometria

de fluxo em células f.
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Discussao

O transplante de ilhotas, utilizado como reposi¢do biologica das células
secretoras de insulina em pacientes com formas graves de diabetes mellitus tipo 1,
esta se tornando uma pratica clinica ao redor do mundo, na medida em que aumenta o
progresso nas técnicas de isolamento e imunossupressdo (33-35). Entretanto, o
processo de isolamento de ilhotas, o qual consiste em uma digestdo mecanica e
enzimatica do pancreas, ¢ potencialmente nocivo (36), e expde as ilhotas a fatores que
as prejudicam e que induzem um estado pro-inflamatdrio geral das ilhotas a serem
transplantadas. Mais ainda, apos o transplante, as ilhotas sdo submetidas a hipoxia e
eventos imediatos ndo especificos, majoritariamente mediados por células do sistema
imune do receptor, que podem comprometer a funcdo biologica das células B e sua
viabilidade. Nesse sentido, moléculas pro-inflamatorias localmente secretadas podem
promover quimioatracdo, proliferagdo assim como diferenciacdo de células imunes
especificas recrutadas ao sitio do implante, as quais podem comprometer o destino do
enxerto de ilhotas.

O receptor de CD40 ¢ uma molécula co-estimulatoria, originariamente descrita
na superficie de células hematopoiéticas especializadas como APC, linfocitos B e
macrofagos. Quando essas células encontram um linfécito T, o receptor das células T
(TCR) interage com o complexo de histocompatibilidade principal apresentando um
peptideo processado na superficie da APC. Esse encontro inicial induz a expressao do
ligante para o CD40 nos linfécitos T e subseqiientemente, a interagdo com o receptor
CD40 presente nas APC. Como conseqiiéncia, em condigdes fisiologicas, a interagdo
entre CD40-CD40L aumenta a expressdo de outras moléculas co-estimulatorias,
ativando as células T e iniciando a resposta imune adaptativa (1). Porém, varios

trabalhos sugerem que a interagdo CD40-CD40L contribui ndo somente em respostas
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imunes fisiologicas, assim como também em condi¢des patologicas como doengas
auto-imunes e vasculares, levando a inflamagdo cronica. De fato, o papel critico do
CD40 na ativacao das células T ¢ reconhecido no campo do transplante (37-40) e
auto-imunidade (41, 42) e tem sido confirmado utilizando animais transgénicos e
nocautes (1). A interferéncia da via do CD40 utilizando anticorpos contra o CD40L
inibe o desenvolvimento espontineo de diabetes em camundongos diabéticos nao
obesos (NOD) (43) e prolonga a sobrevida do enxerto de ilhotas em primatas nao
humanos (37, 41), na auséncia de drogas imunossupressoras. Observamos
previamente que a molécula de CD40 ¢é expressa em células B humanas. Mais ainda, a
incubacao das ilhotas humanas com um coquetel de citocinas pro-inflamatorias parece
ter um papel significativo na sinalizacdo de CD40, ja que esse tratamento aumenta a
sua expressao (21).

No presente estudo, demonstramos que a sinalizacdo através de CD40 em
células B induziu um aumento da citocina IL-6 e quimiocinas pro-inflamatorias 1L-8,
MCP-1 e MIP-1f tanto a nivel da transcri¢do como protéico (Figura 3A, B, Tabela 1).
Embora nesse estudo tenhamos focado a atencdo a essas 4 citocinas, € possivel que o
numero de citocinas e quimiocinas ativadas via CD40 seja maior. A observacao da
expressdao de mediadores inflamatorios intra-ilhota como, IL-6, IL-8 ¢ MCP-I, ap6s o
isolamento e antes de qualquer tipo de estimulo, estdo de acordo com resultados
prévios e enfatiza a condi¢@o traumatica das ilhotas isoladas (17, 18, 44, 45). E de
especial interesse a secrecdo de MIP-1B. Nossos resultados mostram pela primeira
vez, por trés técnicas deferentes (tecnologia luminex, RT-PCR e imunofluorescéncia
dupla) que apos a ativagdo de CD40 ha secrecdo de MIP-1p a partir das células que
coram para a insulina. MIP-1p € uma quimiocina da subfamilia da CC, previamente

mostrada unicamente sendo secretada por monocitos ativados (46). Como outras
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quimiocinas, MIP-1 pode coordenar respostas inflamatérias pelo recrutamento e
ativacdo de células hematopoiéticas pro-inflamatorias. A expressdo de seu receptor, a
molécula CCRS5, ativa seletivamente células dendriticas assim como também
linfocitos Thl (47), e induz a secre¢@o de citocinas pré-inflamatorias associadas com
a insulite (48). Os resultados sustentam a idéia de que junto com IL-6, IL-8, e MCP-1,
as células B também podem secretar a quimiocina MIP-1 ap6s a interacdo CD40-
CD40L.

Resultados prévios de células que ndo pertencem ao sistema imune tém
mostrado uma quantidade significativa de genes induzidos por CD40, associados com
a co-estimulacdo (49), secrecdo de citocinas (7, 30, 50), indug@o de apoptose (51, 52)
ou sobrevida (3, 53). Embora o mecanismo pelo qual o CD40 induz a secre¢éo de IL-
6, IL-8, MCP-1 e MIP-1 nas células B ndo esteja totalmente compreendido, similar
ao que ¢ reportado para mondcitos/macrofagos (28-30) e células sinoviais (50),
investigamos as conseqiiéncias da sinalizacdo de CD40 utilizando os bloqueadores de
MEK1/2 e NF-kB, PD98059 ¢ Bay117082, respectivamente. Nesse sentido, a ativagdo
de CD40 em células B pancreaticas induziu a producdo de mediadores soliveis através
das vias inflamatdrias Raf/MEK/ERK e NF-kB, mostrando que, o pré-tratamento das
células com esses inibidores antes e durante a ativagdo de CD40 reduziu a secre¢do de
citocinas inflamatorias. Porém, enquanto o PD98059 reduziu a secre¢do de
mediadores inflamatérios induzidos puramente pelo CD40, a acdo de Bay117082 foi
além do estimulo induzido pelo CD40. Consistente e de acordo a resultados prévios
(32, 44, 54), as condigdes de stress associadas a procura do pancreas, aumentadas pelo
processo do isolamento das ilhotas per se, pode induzir a ativacio do NF-kB e
secrecdo de mediadores inflamatorios por uma via independente de CD40. Enquanto

outros estudos utilizando células diferentes tém reportado que o estimulo de CD40
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também parece ativar outros membros da familia MAPK, como p38 e a proteina
quinase ativada por stress (SAPK) (55), os resultados complementares a este trabalho
mostram que essas duas vias ndo estdo ativadas nas células [ pancreaticas de
insulinoma apds a ativagao de CD40 (Barbé-Tuana, F.M. and R.L. Pastori, resultados
ndo publicados).

Mostramos dados convincentes que sugerem que, o processo inflamatorio,
conseqiiéncia da secrecdo de citocinas e quimiocinas dependentes da acdo de CD40, é
nocivo para a viabilidade das células . As citocinas pro-inflamatorias podem induzir
ou acelerar o inicio do processo auto-imune em ilhotas pancreaticas, secretados por
macrofagos e linfocitos T que levam a morte das células B (15, 56-60), enquanto que a
inibicdo das vias inflamatdrias que suprimem a secrecdo de citocinas melhoram a
funcdo do enxerto (61). Diferente dos modelos experimentais onde as citocinas sdo
suplementadas, (20, 57), no presente estudo, utilizamos células enddcrinas
purificadas, investigando a morte das células [ pela acdo do meio de cultura
condicionado pela ativacdo de CD40. Nesse sentido, os resultados apoiam a idéia de
que as células B, também contribuem ao seu proprio dano citotoxico. Entretanto, ndo
podemos excluir a possibilidade de que o méio condicionado contenha outros
mediadores pro-inflamatérios ndo conhecidos que atuem de forma sinérgica junto
com IL-6, IL-8, MCP-1 ¢ MIP-1f para a indu¢do de morte das células [, as quais
poderiam ser responsaveis pela funcdo fisiologica das células B e o resultado do
transplante.

Previamente foi reportado que varios tipos celulares que expressam o receptor
de CDA40, incluindo as células  pancreaticas, sdo capazes de regular a expressdo de
CD40 em um ambiente inflamatorio (2, 4-6, 18, 21, 62). Mais ainda, os novos

resultados do presente estudo evidenciam que as citocinas e quimiocinas pro-
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inflamatorias induzidas pela estimulagdo de CD40 podem aumentar a expressdao de
ICAM-1 em células B, molécula que também ¢ regulada pela atividade de fator
nuclear NF-kB (32), e portanto amplificar potencialmente, a resposta inflamatoria.
Como as citocinas e quimiocinas s3o reguladores do recrutamento de macrofagos e
linfocitos, a inducdo de ICAM-1 poderia também estar envolvida na destruicdo das
células B, orquestrando um processo inflamatério dependente de CD40 que contribua
a perda do enxerto e rejeigao.

E interessante ressaltar que tem sido relatada uma associaciio entre pacientes
com diabetes mellitus tipo 1 e niveis plasmaticos elevados da molécula de CD40L
expressa em plaquetas ativadas ou circulando na sua forma soluvel (63-66). Desta
forma, a interagdo do receptor de CD40 presente nas células B de ilhotas recém
transplantadas poderia comprometer o destino do transplante e, potencialmente,
contribuir ao processo de recorréncia de destruicdo auto-imune das células P

pancreaticas, perpetuando assim o processo inflamatério.
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Abstract

Pancreatic islet transplantation is becoming an alternative to insulin therapy in
patients suffering from the most severe forms of Type 1 diabetes. However, early islet
loss caused by non-specific inflammation at the site of implantation is a mayor obstacle
in islet transplantation. We recently discovered that CD40, a member of TNF receptor
family, is expressed in B-cells. CD40 expression in non-hematopoietic cells is generally
associated with inflammation; therefore, we investigated the possible pro-inflammatory
role of CDA40 in islets. Human islets, or sorted B cells incubated with recombinant human
CDA40L secreted IL-6, IL-8, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) as well as
macrophage inflammatory protein-1p (MIP-1f), a chemokine never previously reported
in islets. RT-PCR confirmed the induction of cytokines at transcriptional level. MIP-18
expression in insulin-producing B cells was verified by double-immunofluorescence
staining. CD40-CD40L interaction activates ERK1/2 MAPK and NF-kB pathways, as
blockers of these pathways inhibited cytokine/chemokines production in islets.

Moreover, incubation of islets with conditioned media from CD40L-treated islet cells
induced cell death in B cells and up-regulated the expression of ICAM-1. Our results
indicate that the expression of CD40 in B cells may enhance the inflammatory

microenvironment, thus contributing to islet loss.

Keywords: CD40, chemokines, cytokines, diabetes mellitus, ERK, ICAM-1,

inflammation, islets, MAPK, NF-kB.
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Introduction

CDA40 is a TNF receptor (TNFR) family member expressed in many different cell
types. Engagement of CD40 in B lymphocytes, macrophages, and professional APC by
its counter part, the CD40 ligand (CD40L) also called CD154, has a principal role in the
immune system, inducing cell survival and proliferation, differentiation and also isotype
class switching in B lymphocytes (1).

However CD40 expression in cells others than hematopoietic such as, endothelial,
thymic epithelial, normal and neoplastic thyroid, carcinomas, transformed cell lines and
pancreatic duct cells (2-7), is mainly associated with non-specific inflammatory
responses. These events contribute to the induction of cytokine and chemokine synthesis
and secretion, and also enhancement of co-stimulatory molecules, resulting in the
recruitment and activation of hematopoietic cells. For example, CD40 stimulation plays a
pivotal role in diseases such as psoriasis, atherosclerosis and cystic fibrosis (8-10).

Transplanted islets are vulnerable to rapid graft loss, partially attributed to early
local pro-inflammatory cytokine secretion of IL-1, IFN-y and TNF-a (11-14). Pancreatic
B cells express a wide array of pro-inflammatory molecules as cytokine (15), Toll-like
and LPS receptors (16), monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) (17, 18) and
interferon gamma inducible protein-10 (IP-10) (19), which support an inflammatory
milieu damaging a high proportion of endocrine  cells. Moreover, ductal cells, that are
in close contact to islets cells and also bear a CD40 receptor, secrete IL-13 and TNF-a
upon CDA40 ligation (7), that can induce dendritic cell activation in vitro and B-cell

apoptosis (20).

132



We have recently demonstrated CD40 expression in mouse and human pancreatic
B cells, which was upregulated by incubation with a cocktail of pro-inflammatory
cytokines (IL-1B, IFN-y and TNF-a). Signaling through this receptor activates the pro-
inflammatory transcription factor NF-kB (21).

In this study, we specifically demonstrate that upon CD40 stimulation in human
and non-human primate pancreatic  cells, there is activation and induction of the pro-
inflammatory cytokines IL-6, IL-8, MCP-1 and MIP-1f through Raf/MEK/ERK and the
NF-xB pathways. Cytokines and chemokines secreted by CD40 signaling caused cell
death in B cells. Furthermore, CD40-CD40L interaction up-regulates the expression
intracellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1) that could contribute to 3 cell death and

persistence of inflammation after islet transplantation.
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Methods

Human and non human primate islets. Human islets were provided by the
cGMP facility at the Diabetes Research Institute, University of Miami, and isolated
following the automated method developed by Ricordi et al. (22). 10,000 IEQ from
human cadaveric donor were incubated at 37 °C before manipulation. Twenty-four h
later, human islets were gently dissociated into disaggregated islets cells with a cocktail
of digestive enzymes (Accutase, Innovative Cell Technologies Inc., San Diego, CA) for
12 min at 37 °C. The action of the enzymes was stopped by adding v/v of FBS.
Dissociated islets cells were used in further experiments. Non human primate islets were
provided by Dr. Norma S. Kenyon lab, at the same institution, and isolated as explained
above.

Magnetic bead sorting. Dissociated islet cells were depleted from CA19-9 ductal
positive cells in an indirect labeling protocol using MACS microbeads technology
(Miltenyi Biotec Inc. Auburn, CA). Briefly, single cells were labeled with mouse mAb
anti-human CA19-9 (1:100, NCL-CA19-9 IgG isotype, Novocastra, Newcastle, UK) for
15 min at 4 °C, washed twice with DPBS pH 7.2, 2 mM EDTA supplemented with BSA
0.5%, and subsequently incubated with 20 pl of MACS goat anti-mouse IgG microbeads
(Miltenyi Biotec Inc.) for 15 min at 4 °C. After two washes in DPBS-EDTA buffer, cells
were manually separated by magnetic sorting using LS MACS columns (Miltenyi Biotec
Inc.). The cell suspension was positive selected for CA19-9 ductal cells, and the unbound
population was collected. The procedure was repeated. Depletion of CA19-9 ductal cells
in the negative fraction was confirmed by flow cytometry using as secondary antibody

anti-mouse IgG antibody (FITC conjugated 1:100, Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO).
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The CA19-9 negative population was assed by flow cytometry for the presence of
contaminating cells as, B lymphocytes (CD19), macrophages (CD14) and dendritic cells
(CDl1c), which also express the CD40 receptor.

Flow cytometry sorting of B cells. Dispersed human and non human primate
islets were stained with 1 uM Newport Green PDX acetoxymethylether (NG, Molecular
Probes, OR) for 1h30 min at 37°C in DPBS without Ca*" and Mg*". After final wash in
DPBS, cells were stained with 7-aminoactinomycin D (7-AAD, Molecular Probes) (23).
Negative 7-AAD cells were sorted according to their NG staining in NGt (B cells) and
NG¥™"¢ (non B cells) using a FACSvantage cytometer (Becton Dickinson, Mountain
View, CA).

Cytokine induction and detection. Depleted or sorted human and non human
primate islet cells were incubated in MM1 media and stimulated with the recombinant
human soluble CD40L (rhsCD40L) + enhancer (1pg/ml, Alexis Biochemicals, San
Diego, CA) at 37 °C. The MEK1/2 and IkB phosphorylation inhibitors, PD98059 (50
uM, Cell Signaling Technology, Inc. Beverly, MA) or Bayl117082 (5 uM, Biomol Int.
L.P., Plymouth Meeting, PA), were added to the cells 1 h before and for the duration of
the treatment.

Twenty-four h later, the supernatant of the cells was collected. Fifty ul of
untreated or treated pancreatic cell culture supernatant was used to simultaneously detect
IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, MCP-1, MIP-1B and TNF-a by luminex technology
(Bio-Plex System, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA). All reagents were provided
by the Bio-Plex system and manipulation was done following manufacturer protocol

(Bio-Rad Laboratories, Inc.). Samples were run in duplicates and each experiment
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repeated at least three times. Cytokines concentrations were calculated from a standard
curve.

Reverse transcriptase and polymerase chain reaction. Total RNA was isolated
with a commercial kit (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Valencia, CA), subjected to DNAse |
digestion (Ambion, Austin, TX) and used as a template for cDNA synthesis (Superscript
first-strand synthesis system for RT-PCR, Invitrogen, CA). Specific primers for different
human inflammatory cytokines IL-6 (*ACATCCTCGACGGCATCTCAG® and
“TGGCTTGTTCCTCACTACTCT® (24), IL-8, MCP-1 and MIP-1B (Biosource
International, Camarillo, CA) were used. Amplification of B-actin was used as an internal
control. PCR products were separated in a 3% agarose gel (Invitrogen), stained with EtBr
and analyzed under UV light.

Immunofluorescence of islet cells. Dissociated sorted B cells were air dried at
RT on glass slides, fixed in 2.5% paraformaldehide (Electron Microscopy Sciences,
Washington, PA) for 15 min, washed three times with Optimax 1x (Bio-Genex, San
Ramon, CA) and treated with universal protein blocker (Biogenex) to prevent nonspecific
reactions. Slides were incubated with a goat anti-human MIP-1f (5 pg/ml, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) O/N at 4 °C, washed and incubated with a secondary
chicken anti-goat Alexa Fluor 488 (1:200, Molecular Probes) conjugate. The staining for
either insulin or glucagon was performed following the same protocol, using goat anti
rabbit Alexa Fluor 568 (1:200, Molecular Probes) conjugate as secondary antibody.
Omission of the primary antibody served as negative control. Slides were mounted using

prolong antifade mounting solution (Molecular Probes).
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TMRE staining: Islets were dissociated as explained before and stained
according to manufacturer instructions (Roche).

Statistical analysis. When appropriate, results were analyzed by Student’s 7 test.
Group comparisons were performed using one-way ANOVA and the Tukey’s method for
posteriori contrasts using the Sigma-stat 2 software. Data is presented as mean + standard

deviation (SD). Values of P< 0.05 were considered statistically significant.
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Results

CD40 stimulation results in secretion of pro-inflammatory cytokines and
chemokines by human and non human primate pancreatic cells. We investigated
whether CD40 stimulation in pancreatic cells was associated with secretion of pro-
inflammatory mediators. First, we depleted human pancreatic islets cells from
contaminating duct cells, also expressing the CD40 receptor (7) by selection with
magnetic bead technology using a pan-ductal membrane antibody carbohydrate antigen
19-9 (CA19-9). This antibody specifically stained main duct, interlobular, intralobular,
intercalated, and centroacinar ductal cells and has been used to purify pancreatic duct
cells (25). Fluorescence activated cell sorting analysis revealed that initial human islet
preparations contained a high proportion of ductal cells, within a range of 30-65%.
Manually depletion of CA19-9 cells with magnetic columns was successfully achieved
and shown to be less than 1.5-2% (Figure 1). As B lymphocytes, macrophages or
dendritic cells also express the CD40 receptor, the CA19-9 negative population was also
screened by flow cytometry with markers for these populations. In our preparations, none
of these cells types were found (data not shown).

In order to demonstrate cytokine and chemokine secretion, supernatant from 24 h
of cultured untreated or rhsCD40L stimulated, depleted, human pancreatic cells was
assessed using luminex technology. Table 1 summarizes the findings and shows that
CD40 engagement induced or increased IL-6, IL-8, MCP-1 and MIP-1f secretion in
human islet cells. Interestingly no detectable or very low levels of others pro-

inflammatory cytokines such as IL-1f, IFN-y and TNF-a were found.
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Figure 1. Depletion of CA19-9 positive ductal cells from pancreatic human islet cells. Human islet
cells were dispersed into single cells and magnetically depleted from ductal cells using anti-human CA19-9
mAb followed by goat anti-mouse IgG microbeads. After separation, cells were fluorescently labeled with
fluorescein isothiocianate (FITC)-conjugate anti-mouse IgG, or isotype matched antibody and analyzed by

flow cytometry.

We also used a different specie as a source of pancreatic islets. The non-human
primate cynomolgus monkey (Macaca fascicularis) islet preparations constitute a highly
pure source of P cells (up to 80%) with a very low percentage of ductal cell
contamination as assessed by flow cytometry (< 1%) (Norma S. Kenyon and Dora

Berman-Weinberg, unpublished results).
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Table 1. Pro-inflammatory cytokine secretion from isolated human and non human

primate islet cells activated with CD40L.

Protein concentration (pg/ml)

Human Islet Preparation®

Control CD40L P value
IL-6 2.81+0.71 67.04 £ 3.65 Ak
IL-8 484 +30 7751 +218 woHE
MCP-1 6.69+0.01 121+15 woHE
MIP-1p 10.59 +£0.36 125+6 HHE

Non Human Islet Preparation

IL-6 2.76£0.74 8.87+£2.02 ok
IL-8 381 +56 804 + 97 ok
MCP-1 437+ 133 937 +38 woHE
MIP-1p 20.70 + 2.66 56.85+4.86 ok

Data are means = SD. Comparisons were performed using Student’s ¢ test. Values of **P<0.002;
##%P<(.0001 were considered statistically significant. *CA19-9 depleted islet cells. Human or non human
primate islet cells were incubated at 37 °C in the presence or not of the CD40L + enhancer (1ug/ml). After
24 h, supernatants from cultured pancreatic cells were evaluated by luminex technology for IL-1f, IL-6, IL-

8, IL-10, IFN-y, MCP-1, MIP-1§, and TNF-a secretion.

However, as CD40 expression has never been reported before in non-human
primate islets, we first investigated its expression. Western blot analysis shows that the
CDA40 receptor is also expressed in non human primate islets cells (Figure 2A). In order
to identify which cells express the CD40 molecule, non human primate islets cells were
stained with Newport green (NG) and 7-aminoactinomycin D (7-AAD). NG in its ester
form (NG-Ac), is a cell permeable, Zn-binding dye, which shows selective binding to
human [ cells (26, 27). Flow cytometry analysis showed that non-human primate B cells

stain for NG (confirmed by immunofluorescence, data not shown), and these cells
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express the CD40 receptor (Figure 2B). Similarly as in human pancreatic cells, after 24 h
of incubation with the rhsCD40L, an increase in IL-6, [L-8, MCP-1 and MIP-1§ was also
observed in non human primate cells (Table 1). We also found increased secretion of IL-
6, IL-8 and MIP-1f cytokines, in human and non-human primate sorted f cells (purity >

90%) when stimulated with rhsCD40L (data not shown).
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Figure 2. The CD40 receptor is expressed in non human primate 3 cells. A) CD40 expression was
analyzed by flow cytometry in dispersed non human primate pancreatic islets. Cells were stained with NG
and 7-AAD and a fluorescent antibody against CD40 or an isotype-matched antibody. Histograms shows
the expression of isotype control, or CD40 expression in non human primate live  cells. B) CD40

expression by western blot in pancreatic islets, spleen or lymph node.

In addition, pro-inflammatory IL-6, IL-8 and MIP-1p cytokine and chemokines
synthesis were confirmed at the mRNA expression level. We used sorted human 3 cells
treated or not with the rhsCD40L molecule. After 24 h of activation, cultured cells were
analyzed by RT-PCR. As shown in Figure 3A, a dramatic enhancement of IL-6, IL-8 and

MIP-1p was detected in sorted human  islet cells after CD40 activation.
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As expression of MIP-1B in B cells has never been reported before, we used
double-immunofluorescence staining to confirm its expression. As depicted in Figure 3B,
confocal microscopy analysis confirms that human insulin positive cells also express the
MIP-1B chemokine. The results supported by luminex technology, RT-PCR and
immunofluorescence further confirm the idea that islet B cells can exhibit effectors
functions through inflammatory mediators to induce or maintain a local inflammatory

state.

A B

+ M CD4oL Insulin MIP-18 /Insulin

<= IL-6

<+ IL-8

<— MIP-1B

(WSS <¢— (3-actin

Figure 3. Detection of cytokines and chemokines in human sorted B cells after CD40 stimulation
by RT PCR and immunofluorescence. Human pancreatic islet cells were dispersed into single cells, stained
with NG and 7-AAD, and sorted according to NG intensity. Sorted alive B cells (7-AAD", NG”*™) were
stimulated with the CD40L (1 pg/ml) for 24 h. A) Agarose gel electrophoresis of IL-6, IL-8, MIP-1f and f3-
actin amplicons. -: no stimulated with CD40L, +: stimulated with CD40L, M: marker. B) Laser scanning
confocal microscopy analysis of sorted B cells stained for MIP-1f and insulin, using double

immunofluorescence (original magnification 630x).
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Pro-inflammatory cytokine and chemokine production and secretion require
the activation of MEK/ERK and NF-kB pathways. It is well established the
importance of CDA40 signaling in inflammatory responses for monocytes and
macrophages (28-30) through the ERK MAPK family members. We studied the role of
CD40-mediated activation of ERK1/2, and the induction of inflammatory cytokines
secretion via upstream blockade. The use of the highly specific inhibitor PD98059, which
prevents c-Raf mediated activation of MEK1 (31), allowed us to study the role of the
Raf/MEK/ERK pathway in CD40-mediated pro-inflammatory cytokine and chemokine
secretion. Similarly, Bay117082 blocks IkB phosphirilation.

The involvement of the Raf/MEK/ERK MAPK and NF-«kB pathway was
demonstrated on islet cell cultures. IL-6, IL-8, MCP-1 and MIP-1B secretion was
evaluated by the luminex technology in supernatants from 24h culture pretreated for 1h
and during the activation phase with the MEK or IkB inhibitors, PD98059 and Bay
117082, respectively. Addition of PD98059 (50 uM) or Bay 117082 (5 uM) reduced IL-
6, IL-8, MCP-1 and MIP-18, and blocked the CD40 signaling dependent production of
these cyokines/chemokines (Figure 4). These results indicate that CD40 signaling in islet

cells is also accomplished through both Raf/MEK/ERK and NF-kB pathways.
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Figure 4. Pro-inflammatory cytokine secretion from isolated islet cells activated with CD40L is

Raf/MEK/ERK and NF-kB dependent. Non human pancreatic islets cells were dispersed into single cells,

and stimulated with the CD40L (1 pg/ml) + enhancer. After 24 h, IL-6, IL-8, MCP-1 and MIP-1§ secretion

was evaluated by luminex technology in supernatants from cultured control, activated with CD40L or

pretreated for 1h and during the activation phase with the MEK inhibitor PD98059 (50uM) or the NF-xB

inhibitor Bay117082 (5uM). Data are means £ SD. Group comparisons were performed using one-way

ANOVA and the Tukey’s method for posteriori contrasts. **: P< 0.05 was considered statistically

significant.

CD40 dependent secretion of cytokines and chemokines induces cell death in

islets and ICAM-1 protein expression. We investigated whether soluble mediators

secreted after CD40 activation could induce cell death, in newly pancreatic islet cells. We
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assessed the depolarization of electrical mitochondrial membrane potential (Ay) as an
indicator of B cell viability/apoptosis (27) with tetramethylrhodamineethylester (TMRE),
a dye that is only taken up into mitochondria with an intact Ay. Human islets were
incubated for 36 h at 37 °C with the supernatant from previously untreated control or
CDA40L treated islet cells (Figure SA). Our results shows that conditioned media from
CDA40L treated islet cells, decreased the mitochondrial potential of f cells, demonstrated
by the diminution in TMRE staining, from 85% in controls to 68% in CD40L treated
cells (Figure 5B), indicating that CD40 dependent signaling can also compromise 3 cell
viability. Moreover, supernatant from CD40L treated islets; further enhances the
expression of the intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) (Figure 5C), a molecule

regulated by NF-kB activity (32).
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Figure 5. Conditioned media from CD40L treated cells induces up-regulation of ICAM-1 in islets

cells and CD40-dependent cell death in pancreatic  cells. A) Human pancreatic islets cells were dispersed

into single cells, depleted from CA19-9 positive ductal cells and stimulated with the CD40L (1 pg/ml) for

24 h. This conditioned medium or control medium was used to stimulate newly pancreatic depleted human

islets cells. After 36 h of incubation: B) TMRE staining or C) ICAM-1 expression, were analyzed by flow

cytometry, on gated B cells (NG positive cells).

146



Discussion

Human islet transplantation, used as biological replacement for insulin-secreting 3
cells in patients with severe forms of type 1 diabetes mellitus, is becoming a worldwide
clinical practice, as increasing progress in islet isolation and immunosuppression
techniques are becoming available (33-35). However, the islet isolation process itself,
consisting in a mechanic and enzymatic digestion of the pancreas, is potentially harmful
(36), and exposes islets to damaging factors that induce a general pro-inflammatory state
of the transplantable islets. Additionally, after transplantation, islets are subject to
hypoxia and during isolation to early non-specific inflammatory events, mainly mediated
by immune cells from the recipient, which can also compromise 3 cell biological function
and viability. In this regard, locally secreted pro-inflammatory molecules can direct
chemoattraction, proliferation, and differentiation of specific immune cells recruited to
the site of implantation that can compromise the fate of the islet graft.

The CDA40 receptor is a co-stimulatory molecule, originally described on the
surface of specialized hematopoietic cells as APC, B-lymphocytes, and macrophages.
When these cells encounters a T-lymphocyte, the T cell receptor (TCR) from T-cells
interact with the major histocompatibility complex harboring a processed peptide on the
surface of the APCs. This initial encounter induces the expression of the ligand for CD40
on T-lymphocytes and subsequently, interaction with the CD40 receptor present in the
APCs. As a consequence of this, in physiological conditions, the CD40-CD40L
engagement up-regulates the expression of other co-stimulatory molecules, activating T
cells and initiating the adaptative immune response (1). However, extensive data suggest

that the CD40-CD40L interaction not only contribute in physiological cell mediated
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responses, but also in immune pathological conditions as autoimmune and vascular
diseases, leading to chronic inflammatory events. Indeed, the critical role of CD40 in T-
cell activation is well recognized also in the fields of transplantation (37-40) and
autoimmunity (41, 42) and has been confirmed using transgenic and knockout mice (1).
Interference with the CD40 pathway using blocking antibodies against CD40L inhibits
the spontaneous development of diabetes in non obese diabetic (NOD) mice (43) and
prolongs allogeneic islet graft survival in non human primates (37, 41), in the absence of
conventional immunosuppressive drugs. We have previously observed that the CD40
receptor molecule is expressed in human pancreatic B cells. Moreover, incubation of
human islets with a cocktail of pro-inflammatory cytokines seems to play an important
role in CD40 signaling, as this treatment up-regulates its expression (21).

In the present study we demonstrate that CD40 signaling in [ cells induced
upregulation of the pro-inflammatory cytokine IL-6 and chemokines IL-8, MCP-1 and
MIP-1p at the transcriptional and protein level (Figure 3A, B, Table 1). Although in this
study, we have focused in these 4 cytokines/chemokines, it is highly possible that the
number of cytokines and chemokines activated via CD40 is much higher. Our
observation of intra-islet inflammatory mediators’ expression as, IL-6, IL-8 and MCP-I,
upon isolation and before any kind of stimulation, agrees with previous reports and
emphasizes the traumatic injury condition of the isolated islets (17, 18, 44, 45). Of special
interest is the MIP-1f secretion. Our results show for the first time by three different
techniques (luminex technology, RT-PCR and double immunofluorescence) that, after
CDA40 activation there is secretion of MIP-1B from insulin positive 3 cells. MIP-1f is a

chemokine of the CC subfamily, previously shown to be secreted only by activated
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monocytes (46). As others chemokines, MIP-1B can coordinate inflammatory responses
by recruiting and activating pro-inflammatory hematopoietic cells. The expression of its
receptor, the CCRS5 molecule, selectively activates dendritic cells as well as Thl
lymphocytes (47), and induces the secretion of Thl type pro-inflammatory cytokines
associated with insulitis (48). Our results support the idea that together with 1L-6, IL-8,
and MCP-1, B cells can also secrete the MIP-1B chemokine after CD40-CD40L
interaction.

Previous reports from non immune cells have shown a significant amount of
CD40 inducible genes, generally associated with co-stimulation signals (49), cytokine
secretion (7, 30, 50), apoptosis induction (51, 52) or cell survival (3, 53). Although the
mechanism by which CD40 induces IL-6, IL-8, MCP-1 and MIP-1f secretion in [ cells is
not fully understood, similar to what is reported for monocyte/macrophage (28-30) and
synovial cells (50), we investigated the consequences of CD40 signaling using the
MEK1/2 and NF-kB blocking agents PD98059 and Bay 117082, respectively. In this
regard, CD40 activation in pancreatic 3 cells induced the production of soluble mediators
through the Raf/MEK/ERK and NF-xB inflammatory pathways, showing that, pre-
treatment of islets cells with these inhibitors before and during CD40 activation reduced
pro-inflammatory secretion. However, while PD98059 reduced pro-inflammatory
mediators induced purely by CD40 stimulation, Bayl17082 action was beyond CD40
stimuli. Consistent with this and in agree with previous results (32, 44, 54), stressing
conditions associated with pancreas harvesting enhanced by the islet isolation process
itself, can induce NF-xkB activation in a CD40 independent pathway secretion of

inflammatory mediators. While other studies using different cells have reported that
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CD40 stimulation also appears to activate other members of the MAPK family, as p38
and the stress activated protein kinase (SAPK) (55), complementary results show that this
two pathways are not activated in pancreatic insulinoma 3 cells after CD40 activation
(Barbé-Tuana, F.M. and R.L. Pastori, manuscript in preparation).

We show convincing data suggesting that, the inflammatory process consequence
of CD40 dependent secretion of cytokines and chemokines action is, detrimental for 3
cell viability. Pro-inflammatory cytokines can induce or accelerate the onset of the
autoimmune process in pancreatic islets secreted by activated T lymphocytes,
macrophages leading to B cell death (15, 56-60), whereas the inhibition of inflammatory
pathways suppresses cytokine secretion and improved islet graft function (61). Different
from other experimental models where cytokines were added (20, 57), in the present
study, we used purified endocrine islet cells, investigating B cell death by conditioned
media action of the CD40 receptor. In this regard, our results support the idea that B cells,
also contribute to their own cytotoxic damage. However, we cannot exclude that
conditioned media contains others unknown pro-inflammatory mediators that act in
synergy with IL-6, IL-8, MCP-1 and MIP-1f for the induction of 3 cell death, that could
be responsible for B cell physiological function and transplant outcome.

It was previously showed that several cell types that express the CD40 receptor,
including pancreatic B cells, are able to up-regulate CD40 expression in an inflammatory
milieu (2, 4-6, 18, 21, 62). Furthermore, our new data shows evidence that pro-
inflammatory cytokines and chemokines induced by CD40 stimulation can enhance the
expression of ICAM-1 in B cells, regulated by NF-kB activity (32), thus potentially

amplifying the inflammatory response. As cytokines and chemokines are regulators of
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macrophages and lymphocytes homing, ICAM-1 induction could also be involved in 3
cell destruction, orchestrating an inflammatory CD40 dependent process that contributes
to graft lost and rejection.

Interestingly, it has been reported an association between patients with type 1
diabetes mellitus and higher plasma levels of the CD40L molecule present in activated
platelets or circulating in its soluble form (63-66). In this way, the engagement of the
CDA40 receptor in B cells from newly transplanted islets could compromise the fate of the
transplant, and potentially contribute to the process of recurrence of autoimmune

destruction of pancreatic 3 cells by perpetuation of the inflammatory process.
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DISCUSSAO DO CONJUNTO DOS TRABALHOS

Virios trabalhos tém relatado a expressdo da molécula de CD40 em células de
origem nao hematopoiética como células endoteliais, epiteliais, e neopldsicas, em
linhagens celulares, assim como presente nas células do ducto pancreético (1-6). Nessas
células a expressao de CD40 parece estar associada a eventos pro-inflamatorios.

O papel central de CD40 em processos inflamatdrios aliado a importancia de
mecanismos auto-imunes na patogénese do DM1, levou-nos a avaliar em primeiro lugar a
expressdo de CD40 em células pancredticas. Segui-se o interesse pelos aspectos
funcionais dos mecanismos moleculares. Além disso, a recente demonstragdo da
expressdo de forma constitutiva da molécula de CD40 em neurdnios (7), células que
expressam varias moléculas semelhantes as das células pancreaticas, reforgou o interesse
pela nossa pesquisa.

Utilizaram-se técnicas laboratoriais como transcri¢do reversa e reagdo em cadeia
da polimerase (RT-PCR), western blot, imuno-histoquimica e citometria de fluxo em trés
espécies diferentes de mamiferos, a saber, roedor (Mus musculus), macaco (Macaca
fascicularis) e homem (Homo sapiens), para determinar a expressao de CD40. Também
se empregou imunofluorescéncia dupla com o intuito de determinar qual € o tipo celular
responsavel pela expressao do receptor de CD40.

Os achados deste estudo evidenciam, de forma inédita, a expressdo de CD40 na
superficie de células B pancreaticas de camundongos NOD e C57BL/6, macacos e de
humanos. Também se observou a expressao de CD40 na linhagem celular NIT-1. Um
achado interessante foi a demonstragdo da expressdo constitutiva de CD40 apenas em

roedores. Tal dado sugere uma expressao diferencial da molécula entre espécies distantes
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na escala filogenética. Alternativamente, uma possivel explicagdo poderia ser a diferente
sensibilidade de deteccdo dos anticorpos empregados para a realizacdo da técnica de
imuno-histoquimica.

Na maioria dos casos € como ja mencionado, a expressdo do CD40 em células
que ndo pertencem ao sistema imune, estd associada a eventos inflamatorios nao
especificos como ocorre em psoriase, aterosclerose ou na fibrose cistica (8-10). Nesse
sentido, e tentando criar um modelo que simulasse um ambiente inflamatdrio in vitro,
ilhotas humanas foram expostas a uma mistura de citocinas pro-inflamatorias (IL-1f,
IFN-y e TNF-al). Apds exposicao por 12-18 h observou-se um aumento na expressao do
receptor do CD40 em células  humanas (7AAD-negativas/NG-positivas). Esse achado
estd de acordo com dados prévios da literatura observados em células  de ratos (11), e
sugerem que a expressdo do CD40 pode ser induzida em um ambiente pré-inflamatorio.

Uma vez identificada a expressdo da molécula de CD40 em roedores e primatas,
tentou-se explorar a funcionalidade de CD40 como receptor. Como resposta ao seu
estimulo, escolheu-se estudar o fator nuclear kB, cuja ativagdo ja estd bem documentada
em diferentes sistemas biologicos apds a ativagao de CD40 (11-14). Porém, a transducao
de sinais em CD40 que inclui a ativacdo de moléculas adaptadoras citoplasmaticas que
ativam o fator nuclear NF-kB, pode ser realizada por duas vias diferentes, dependendo da
fosforilagdao ou nao do inibidor kB (IkB) (15).

Para tal estudo, utilizou-se a linhagem celular de camundongo NIT-1, estratégia
que permitiu o emprego de quantidades ilimitadas de células B puras. Deste modo, as

medidas de luminescéncia nas células NIT-1 transfectadas com o plasmideo reporter
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demonstraram que a estimulacdo de CD40 induziu a ativagdo de genes decorrentes do
NF-«kB.

Com o intuito de determinar qual era a via de ativagdo do CD40, células NIT-1
foram novamente ativadas com o anticorpo agonista de CD40, HM40-3, por diferentes
periodos, e extratos celulares foram realizados. A presenca do inibidor ativo (fosforilado,
plkB), visualizado por western blot demonstrou que ao igual a outros sistemas bioldgicos
(11-14), o CDA40 presente em células B pancreaticas ¢ funcional, e que procede pela via
de ativagdo classica ou canonica do NF-kB. Essa via também foi observada em células 3
humanas, j& que a incubagao das mesmas com Bay117082, que bloqueia a fosforilagao do
IkB, inibiu a resposta de CD40 mediada por NF-«B.

Como ja comentado anteriormente, o receptor de CD40 ndo possui atividade
catalitica, e a transdug¢do de sinais apds o estimulo na membrana citoplasmatica ¢
realizada através de reagdes bioquimicas de sinalizacdo e comunicacdo intracelular
mediante enzimas treonina/serina quinases (16). Dentre dessas, as MAPK como as
ERK1/2, p38 e SAPK/INK sao preferencialmente encontradas apos estimulo do CD40
em diferentes tipos celulares em situacdes de stress celular. Sob condig¢des de ativacao
das células B, nossos achados somente demonstraram a ativacdo especifica da via
Raf/MEK/ERK, a qual também ja foi demonstrada em macréfagos/mondécitos (17),
neurdnios (7) e células sinoviais (18), demonstrando uma via especifica pela qual o CD40
em células B pancreaticas novamente, ¢ funcional.

A importancia do conhecimento dos mecanismos de sinalizagdo intracelular foi
evidenciada in vivo por Matsuda e cols. Neste trabalho, a cultura prévia de ilhotas

pancredticas na presenga de bloqueadores de uma via de secre¢do de citocinas pro-
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inflamatorias dependentes de LPS, melhorou a fun¢do do enxerto em camundongos
diabéticos (19).

Virios trabalhos utilizando células que ndo pertencem ao sistema imune tém
demonstrado uma quantidade significativa de genes induzidos em resposta ao estimulo
mediado pelo CD40 (6, 17, 18, 20). Os achados deste estudo demonstram que a ativacao
de CD40 em ilhotas pancreaticas humanas induziu a expressao e secrecdo de um perfil de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-8, MCP-1 e MIP-1p) tanto no nivel de
mRNA como protéico, dependentes da vias de transducdo de sinais Raf/MEK/ERK e NF-
kB. Porém, a expressdo de mediadores pro-inflamatorios como IL-6, IL-8, e MCP-1, mas
ndo MIP-1B, apos isolamento ja foi amplamente documentado na literatura. Nossos
achados corroboram dados anteriores (21-24), e enfatizam as condigdes traumaticas das
ilhotas isoladas exacerbadas agora, pela acao do CD40.

Diferente de outros modelos experimentais onde as citocinas foram adicionadas
(25, 26), no presente estudo, utilizaram-se ilhotas pancreaticas humanas purificadas,
livres de células contaminantes que também pudessem expressar o receptor do CD40.
Desta forma investigaram-se as conseqiiéncias da ativacdo do CD40 na morte das células
B humanas induzida por meio condicionado. Os achados sustentam a idéia de que o
receptor do CD40 presente nas células B pancreaticas humanas contribui de forma
autdcrina e pardcrina para o dano celular.

Embora existam limitagdes, a utilizagao de linhagens celulares como substituigdo
as c¢lulas primarias em modelos laboratoriais € aceita para a realizagdao de aproximacdes.
Assim, achou-se uma diferenga entre células B primarias, com respeito ao modelo de

inducdo de morte celular no qual empregamos a linhagem celular. No caso das células
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NIT-1, a agdo isolada do CD40 ndo induziu morte celular ou apoptose, e foi necessario a
cultura conjunta com baixas doses de uma citocina pro-inflamatéra, o TNF-a, para a
indugdo da morte celular por apoptose em comparagao com as ilhotas. Vérias explicagdes
poderiam ser plausiveis. Primeiramente, trabalhou-se com uma linhagem celular e com
uma cultura de células primarias, cujo processo de obtencdo induz uma série de respostas
inflamatorias a nivel celular previamente relatadas.

Em segundo lugar a ativagdo das células foi diferente. No caso das NIT-1, as
células foram ativadas com um anticorpo monoclonal, e quando utilizadas as ilhotas
pancredticas humanas, estas foram dissociadas e estimuladas com uma proteina
recombinante, o CDA40L. Possivelmente, diferencias no grau de conformagao
tridimensional, a nivel espacial, poderiam ser as responsaveis pelos achados diferentes.
Por outro lado, ndo podemos excluir o fato de que o meio condicionado possa conter
outras proteinas pro-inflamatérias que agem em forma conjunta com IL-6, IL-8, MCP-1 ¢
MIP-1f para a indugdo de morte celular das células P, e ser desse modo, responsaveis
pela resposta bioldgica.

Os resultados recentemente publicados (27), juntos com dados da literatura,
mostram que varios tipos celulares que expressam o receptor do CD40, incluindo as
células B pancreaticas, sdo capazes de aumentar ainda mais a expressdao do CD40 em um
ambiente inflamatorio (1-5, 24, 27). Mais ainda, os achados demonstram que citocinas e
quimiocinas pro-inflamatorias induzidas como resultado da exposicdo das ilhotas ao
CDA40L, podem aumentar sua propria expressdo do CD40, amplificando potencialmente a

resposta inflamatoria.
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Nesse sentido, ¢ interessante ressaltar a associacdo relatada entre pacientes com
DM e altos niveis plasmaticos do ligante de CD40, o CD40L, presente em plaquetas
ativadas ou circulando na sua forma soluvel (28-30). Desta forma, a ativacdo do receptor
de CD40 em células B presente em ilhotas recentemente transplantadas poderia
comprometer o destino do transplante e contribuir potencialmente ao processo de
destruicdo de células pancredticas, recorréncia de auto-imunidade e perpetuagdo do
processo inflamatorio.

O meio condicionado de ilhotas humanas previamente tratadas com o CD40L
também induziu a expressao de ICAM-1, molécula regulada pela atividade do NF-xB
(11). Como as citocinas e quimiocinas sdo reguladores potenciais do recrutamento de
macréfagos e linfocitos, a indugdo de ICAM-1 poderia estar envolvida na destrui¢ao das
células B, orquestrando um processo inflamatério dependente de CD40 que contribuisse a
perda do enxerto e rejeigao.

As evidéncias aqui apresentadas: 1) expressao de CD40 em cé¢lulas P
pancredticas; 2) mecanismo de sinalizacdo intracelular dependente das vias
Raf/MEK/ERK e NF-kB; 3) indu¢do de morte celular e 4) superexpressao das moléculas
CD40 e ICAM-1 sob estimulo pro-inflamatério, evidenciam o processo inflamatorio
conseqiiéncia da ativagdo da molécula de CD40 em células B pancreaticas. Assim como
no caso de linfocitos T ativados ou macrofagos (25, 26, 31-34), as citocinas pro-
inflamatorias secretadas agora por células B, podem induzir ou acelerar o inicio do
processo auto-imune em ilhotas pancreaticas, levando a morte celular das células

produtoras de insulina.
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Os dados sugerem que a estimulacdo do receptor de CD40 ¢ nociva para a
viabilidade das células . A disparidade entre a disponibilidade de ilhotas para transplante
e a crescente demanda pelo procedimento, evidencia a necessidade de busca de mais
medidas visando maximizar o controle dos eventos inespecificos de inflamagdo que
ocorrem no micro ambiente das ilhotas, para que desta forma a via de ativagao de CD40

ndo seja outro fator que possa contribuir a perda do enxerto.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente estudo, e de acordo aos objetivos especificos

delineados, conclui-se que:

E possivel detectar-se a expressio do receptor CD40 na linhagem celular de
insulinoma NIT-1, em células B pancreaticas de camundongos, primatas ndo humanos e
humanos.

E possivel determinar-se a via de transdugio de sinais apds a estimulagdo do
receptor de CD40, e detectar as MAPKs MEK1/2-ERK1/2 e o fator nuclear NF-kB como
as principais vias de sinalizagdo em células B pancredticas.

E possivel demonstrar-se in vitro o efeito citotdxico de morte celular e a
superexpressdo de ICAM-1, como resultante da ativacdo do receptor CD40 presente nas

células B pancreaticas humanas.
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Abstract Aims/hypothesis: Despite differences in func-
tion and embryonic origin, pancreatic islet cells and neurons
express proteins belonging to the tumour necrosis factor
receptor superfamily. While neurons express the CD40
receptor, it is unknown whether islet cells also express it.
We investigated CD40 expression in human and mouse
pancreatic islets as well as in NIT-1 insulinoma cells.
Methods: CD40 expression was studied by reverse tran-
scriptase polymerase chain reaction, flow cytometry, immu-
nohistochemistry and western blot. Responses mediated by
CDA40 were assessed by a luciferase gene reporter assay
following stimulation with a CD40 agonist antibody.
Results: We found that CD40 is expressed in mouse and
human pancreatic islet cells. CD40 is expressed by beta
cells, and its expression is upregulated by proinflammatory
cytokines (IL-1[3, IFN-y and TNF-«). CD40 signalling in
NIT-1 insulinoma cells activates nuclear factor kappa-B,
demonstrating that CD40 is functional. Conclusions/
interpretation: We present evidence that, in addition to
immune cell types, mouse and human pancreatic beta cells
express CD40. Its expression is upregulated by proinflam-
matory stimuli, and signalling through this receptor activates
NF-kB. We suggest that the effects of inflammatory stimuli
that affect beta cell function and survival may be also
mediated by signalling through the CD40 receptor. Thus,
CD40 may have a role in processes associated with islet
autoimmunity and transplantation.
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Introduction

The CDA40 receptor is a membrane glycoprotein that be-
longs to the tumour necrosis factor receptor (TNFR) family.
Its natural ligand, CD40 ligand (CD40L or CD154), is a
type II transmembrane protein and a member of the TNF-o
protein family [1-3]. CD40 is expressed on the surface of B
lymphocytes and antigen-presenting cells (APCs) and me-
diates costimulatory signals for T-lymphocyte activation
[4]. During the course of an immune response, the T-cell
receptor recognises the MHC/antigen on the surface of
APCs. Antigen recognition is followed by the expression
of CD40L on T lymphocytes. The interaction of CD40L
with CD40 upregulates the expression of other costimula-
tory molecules on the surface of APCs. These include
CD80 and CD86 [5, 6], which interact with CD28 ex-
pressed by T cells [4, 7]. This cascade of events results in
IL-2 production and T-cell activation. The critical role of
CD40 in T-cell activation is well recognised also in the
fields of transplantation [8—11] and autoimmunity [12, 13],
and it has been confirmed using transgenic and knockout
mice [14]. Interference with the CD40 pathway using
blocking antibodies against CD40L inhibits the sponta-
neous development of diabetes in nonobese diabetic (NOD)
mice and prolongs allogeneic islet graft survival in non-
human primates in the absence of conventional immuno-
suppressive drugs [11, 13]. Similar findings have been
obtained in other transplantation settings [8—10]. Moreover,
the engagement of CD40 with its ligand CD40L can dra-
matically affect B lymphocyte survival, leading to either
cell proliferation or death depending on whether stim-



ulation is caused by foreign or self-antigens [15, 16].
CD40/CD40L have a role in isotype switching and somatic
hypermutation as well [14]. CD40 expression has been
reported in diabetogenic T cells and T-cell clones in the
NOD mouse [17].

Non-immune cell types such as endothelial cells [18],
thymic epithelial cells [19], neurons [20], normal and
neoplastic thyroid cells [21], carcinomas [22], transformed
cell lines [23] and pancreatic duct cells also express CD40
[24]. The effects of CD40 signalling in non-immune cell
types are not fully understood. However, several reports
indicate that signalling through the CD40 receptor can
induce survival [25, 26] or growth inhibition and enhances
apoptosis of various non-immune cell types [27, 28].

Despite differences in function and embryonic origin,
both pancreatic islet cells and neurons express proteins
belonging to the TNFR superfamily, such as TNF-R1 and
neuron growth factor receptor [29-33]. Since neurons
express CD40, we hypothesised that islet cells can also
express this member of the TNFR superfamily. In this
study we investigated CD40 expression in mouse and
human pancreatic islets and the NIT-1 insulinoma cell line.

Methods

Tissues and cells We studied pancreata and islets from
C57BL/6, BALB/c and NOD mice. Human islets were
obtained from a pancreatic cadaver donor. NIT-1 insuli-
noma cells were obtained from the American Type Culture
Collection (CRL 2055; ATCC, Manassas, VA, USA) and
cultured according to ATCC instructions.

Islet isolation Methods for islet isolation from human and
mouse pancreata have been previously described [34, 35].
Human islets were provided by the cGMP facility at the
Diabetes Research Institute, University of Miami, and
isolated following the automated method developed by
Ricordi et al. [34]. Mouse islets were isolated as follows.
Animals were sacrificed under general anaesthesia, the
abdomen was opened, and the pancreas was exposed and
injected with 0.8 mg/ml collagenase solution (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA) through the main bile duct
until full distension was achieved. The University of
Miami Animal Care and Use Committee approved this
procedure. The distended pancreatic tissue was then
surgically removed and immersed in collagenase solution.
Digestion was performed at 37°C for 17 min with gentle
shaking. The enzyme kinetics were sharply slowed by
adding cold Hanks’ balanced salt solution supplemented
with 10% fetal bovine serum (Hyclone, Logan, UT, USA).
Mechanical disruption of the digested pancreatic tissue
was achieved by repeated passages through a 14-gauge
needle until complete release of free islets was observed
under the microscope. The tissue was then filtered through
a 450-pum screen. Islets were purified by centrifugation at
900 g for 11 min on discontinuous Euro-Ficoll gradients.
This method routinely provided islets of >90% purity as
assessed by dithizone staining (Sigma-Aldrich). Islets
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were counted and scored for size. An algorithm was used
for the calculation of 150-pum-diameter islet equivalent
number (IEQ). Experiments were performed using hand-
picked islets.

RNA extraction and cDNA synthesis Total RNA was iso-
lated using the RNAeasy kit (Qiagen, Los Angeles, CA,
USA). Samples were treated with DNAse I (Ambion,
Austin, TX, USA) to remove traces of contaminating ge-
nomic DNA. The cDNA synthesis was carried out with
oligo(dT) and SuperScript Il reverse transcriptase enzyme
(Invitrogen, Chicago, IL, USA).

Quantitative real-time polymerase chain reaction Mouse
islet cDNA was amplified using a set of forward (CD40F)
and reverse (CD40R) primers specific for exons 7 and 9,
respectively (CD40F: TGGTCATTCCTGTCGTGATG; and
CD40R: GGCTCTGTCTTGGCTCATCT). Reactions in
which the reverse transcriptase enzyme was omitted were
included as negative control. To determine the proper pa-
rameters for the acquisition of the fluorescence data, we
performed a preliminary melting curve analysis. The melt-
ing curve analysis was carried out by heating to 95°C,
cooling to 55°C at 20°C/s, followed by heating to 94°C at
a much slower rate of 0.2°C/s and acquiring fluorescence
continuously. This analysis allows us to determine the
melting temperatures specific for the PCR product of in-
terest. Fluorescence data were collected at 1.5°C below the
melting temperature (7;,) of the specific product to avoid
the contribution of the fluorescence generated by non-
specific products. The identity of the PCR products was
verified by electrophoresis on 1% agarose gels. PCR am-
plifications were performed in a fluorescence temperature
cycler (LightCycler; Roche Molecular Biochemicals,
Indianapolis, IN, USA) in a final volume of 20 ul con-
taining 3 mmol/l MgCl,, 0.5 umol/l of each primer, 2 ul
of ready-to-use reaction mix 10xDNA Master SYBR
Green I (Roche Molecular Biochemicals) and the tem-
plate. The reaction was preincubated for 5 min at room
temperature with 0.55 pg of TaqStart antibody (Clontech,
Palo Alto, CA, USA). The amplification programme was
as follows: transition rate of 20°C/s for all steps involved;
1 cycle of denaturation at 94°C for 1 min; 45 cycles of
denaturation at 94°C for 5 s, annealing at 55°C for 5 s, and
extension at 72°C for 10 s; acquisition of fluorescence by
heating to 87°C for 1 s. The melting curve analysis was
carried out by heating to 95°C, cooling to 55°C at 20°C/s,
followed by heating to 94°C at a much slower rate of
0.2°C/s, and acquiring fluorescence continuously.

PCR of ¢cDNA from human sorted beta cells PCR am-
plification of human CD40 transcripts was performed with
forward primer ACAAATACTGCGACCCCAAC (span-
ning exons 3 and 4) and reverse primer AAAGACCAGC
ACCAAGAGGA (exon 7). The PCR conditions were 1
cycle for 1 min at 95°C, 40 cycles of 30 s at 95°C, 45 s at
55°C, and 45 s at 72°C. A final elongation of 3 min was
performed at 72°C.
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The amplicon of 404 bp was cleaved by Stul, generating
fragments of 104 and 300 bp. Reactions in which the
reverse transcriptase enzyme was omitted were included as
negative controls.

Immunohistochemistry NIT-1 cells were grown to conflu-
ence in chamber slides, washed with PBS, and fixed in
formalin. Cells were stained using the ABC staining kit
according to the manufacturer’s instructions (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) with 5 pg/ml rabbit
antimouse CD40 polyclonal antibody (L-17; Santa Cruz
Biotechnology) as primary antibody. Negative controls
included sections that were stained with an isotype control
antibody and sections that were incubated with the
secondary but not the primary antibody.

Immunofluorescence of mouse tissue The pancreata from
NOD, C57BL/6 and BALB/c mice were fixed in Bouin’s
solution (Sigma-Aldrich) and embedded in paraffin. Tissue
sections were incubated with 5 pg/ml of CD40 polyclo-
nal antibody (rabbit antimouse) followed by an Alexa-
Fluor488-conjugated goat antirabbit secondary antibody
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA). In double-staining
experiments, sections were also stained with a guinea pig
antiporcine insulin antibody (Zymed Laboratories, South
San Francisco, CA, USA) or with a mouse antiporcine
glucagon monoclonal antibody (mAb; K79bB10; Sigma-
Aldrich) that cross-react with mouse insulin and glucagon,
respectively. Insulin or glucagon staining was revealed by
incubation with secondary antibody AlexaFluor568-con-
jugated goat anti-guinea pig and goat antimouse, respec-
tively. Control reactions included staining with isotype
controls and omission of the primary antibody, as well
as mismatched combinations of primary and secondary
antibodies. Immunofluorescence was analysed by confo-
cal microscopy using a Zeiss LSM-510 laser scanning mi-
croscope (Carl Zeiss, Thornwood, NY, USA).

Immunostaining of human pancreatic tissue and isolated
islets Pelleted human islets or human pancreas was snap-
frozen in OCT (Sakura Finetek, Torrance, CA, USA) and
sectioned. Sections were dried and washed in PBS prior to
fixation in Histochoice Tissue Fixative (Amresco, Solon,
OH, USA). After washing in PBS the samples were treated
with Universal blocker (Biogenex, San Ramon, CA, USA)
to prevent non-specific reactions. Sections were incubated
with a mouse antithuman CD40 mAb (MAB89; Beckmann-
Coulter, Hialeah, FL, USA), washed and incubated with a
secondary goat antimouse Alexa Fluor488 conjugate. The
staining for either insulin was performed following the
same protocol, using goat antirabbit Alexa Fluor568 con-
jugate as secondary antibody.

Flow cytometry One million NIT-1 cells or mouse-
dissociated islet cells were incubated with 1 pg/100 pl
fluorescein isothiocynate (FITC)-conjugated hamster anti-
mouse CD40 mAb (HM40-3; BD/Pharmingen, San Diego,
CA, USA) for 30 min on ice, washed, and evaluated by
flow cytometry. Mouse and human islets were dissoci-

ated into single-cell suspensions by incubating aliquots
of approximately 500—1,000 IEQ in 1 ml of an Accutase
solution (Innovative Cell Technologies, San Diego, CA,
USA) at 37°C for 5-15 min and subsequently dispersed
by gentle pipetting. Human islet cells were incubated
with 1 umol/l Newport green (NG) (Molecular Probes)
for 30-60 min at 37°C in PBS without Ca*'and Mg”".
After washing, cells were incubated on ice for 20 min
with anti-CD40 conjugated to allophycocyanin (APC) or
anti-CD40-phycoerythrin (HB14; Caltech, CA, USA; and
clone MAB89, Beckmann—Coulter), respectively. Finally,
cells were stained with 7-aminoactinomycin D (7-AAD;
Invitrogen, La Jolla, CA, USA) at a concentration of
10 pg/ml. The DNA-binding dye 7-AAD is capable of
staining dead cells, thus allowing for their selective ex-
clusion. Flow cytometry analysis was performed using
the CellQuest software on a FACScan instrument (Becton
Dickinson, Mountain View, CA, USA).

Incubation of human islets with proinflammatory cytokines
Handpicked human islets were treated overnight with a
combination of IL-13 (5x10* U/I), IFN-y (10° U/l) and
TNF- (10° U/l). Islets were washed, dissociated and
analysed by flow cytometry as described above.

Cell sorting After dissociation into single-cell suspen-
sions, islet cells were stained with NG and 7-AAD. Cell
sorting was performed by using a FACSvantage (Becton
Dickinson). NG-bright and NG-dim/negative subsets were
obtained.

Western blot Highly purified C57BL/6 islets and NIT-1
cells were washed with cold PBS and lysed in 2% SDS,
Tris—HC1 60 mmol/l (pH 6.8) buffer, incubated at 95°C,
sonicated in a water bath at 37°C and centrifuged at
high speed for 10 min. Assessment of the total protein
content was carried out with the BCA detection kit (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL, USA). Aliquots correspond-
ing to 50 pg of protein were subjected to electrophoresis
on a 12% SDS-PAGE pre-cast gel (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) and transferred electrophoretically to an Immobilon
polyvinylidene difluoride membrane. The membranes were
incubated with 5% non-fat dry milk in TBS (20 mmol/l
Tris, 500 mmol/l NaCl, pH 7.5) overnight at 4°C to block
non-specific binding. Subsequently, the membranes were
immunoblotted with 1:200 rabbit antimouse CD40 poly-
clonal antibody (L.-17; Santa Cruz Biotechnology) followed
by incubation with a secondary antirabbit horseradish per-
oxidase-conjugated antibody and chemiluminescent detec-
tion (Amersham Biosciences, San Francisco, CA, USA).
The same membranes were stripped and re-probed with
an antimouse beta-actin antibody 2066 (Sigma-Aldrich).

NF-KB reporter gene assay NIT-1 aliquots of 3.0x10% cells
were seeded in 96-well flat-bottomed plates. After 24 h,
NIT-1 cells were transiently cotransfected with two dif-
ferent luciferase reporter plasmids: pNFkB-Luc (BD Bio-
sciences/Clontech) that contains four copies of the kB
binding element upstream of the promoter region driving



the firefly luciferase expression, and the reporter plasmid
phRL-TK, that also encodes for the luciferase enzyme
from Renilla reniformis under the control of the constitu-
tive promoter from thymidine kinase (Promega, Madison,
WI, USA). Transfection was performed using the Fugene
6 reagent (Roche Biochemicals) with a 3:1 ratio of lipo-
somes to DNA. After 24 h, control cells were left un-
treated, and the rest were incubated in the presence of an
agonistic antimouse CD40 mAb (HM40-3, 10 pg/ml) or
an isotype-matched antibody (G235-1, 10 pg/ml). As a
positive control, cells were also treated with TNF-o
(10° U/I; Roche Biochemicals). After 2 h of incubation at
37°C, lysates were prepared with the Dual-GLO-luciferase
assay system according to the manufacturer’s instructions
(Promega). Luciferase activities were measured in a lu-
minometer (Wallac 1420 Victor?; Perkin-Elmer, Fremont,
CA, USA). Luminescence measurements were integrated
over a period of 10 s/well. Ratios of firefly to renilla Iu-
ciferase activities are expressed as relative to the activity
of the transfected, non-activated control cells.

Statistical analysis When appropriate, results were ana-
lysed by Student’s t-test. Group comparisons were per-
formed using one-way ANOVA and Dunnett’s method for
a posteriori contrasts using Sigma-Stat 2 software. Values
of p<0.05 were considered statistically significant.

Results

CD40 mRNA is expressed in mouse islets and NIT-1 cells
To investigate whether the CD40 gene is transcribed in
mouse pancreatic islets and in the NIT-1 insulinoma cell
line, we isolated total RNA from handpicked NOD and
C57BL/6 islets and NIT-1 cells. For NOD mice, we used
4-week-old animals to avoid the potential contribution to
CD40 expression associated with the presence of infil-
trating immune cells. Quantification of CD40 transcripts
using real-time PCR revealed that the CD40 transcript
is present in islets, and its levels of expression were com-
parable among NOD, C57BL/6 islets and NIT-1 cells
(Fig. 1a, b). The identity of the RT-PCR product was con-
firmed by cleaving the amplicon with restriction enzyme
Ncil, generating fragments of the expected sizes (145 and
210 bp, Fig. 1a, inset).

CDA40 protein is expressed by mouse beta cells Figure 2a
shows that CD40 protein expression is detectable in both
mouse pancreatic islets and NIT-1 cells by western blot.
We also used immunohistochemistry to assess CD40 pro-
tein expression in mouse pancreatic sections and NIT-1
cells. Using the anti-CD40 polyclonal antibody L17 we
observed specific staining in NIT-1 cells (Fig. 2b). Omit-
ting primary antibody, staining was not observed (Fig. 2c¢).
Isolated islets and islets in pancreatic tissue sections
stained positive for CD40 (Fig. 2d, e). Preabsorption of the
antibody with its target peptide completely prevented
staining. Similar results were obtained with the antimouse
CD40 mAb HM40-3 followed by an FITC-conjugated
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Fig. 1 Detection and quantification of CD40 transcripts in mouse
islets and NIT-1 cells by RT-PCR. a Melting curve profile of CD40
transcripts using primers CD40F and CDA40R, annealing to se-
quences from exon 7 and 9, respectively. Primers CD40F and CD40R
generated CD40 amplicons of 355 bp. Melting curve analysis was
carried out after CD40 amplification of cDNA from B6 islets. The
first negative derivative of fluorescence vs time (—dF/d7) is plotted
against temperature. The CD40 product has a T, of 88.5°C. The
arrow marks the temperature (87°C) at which fluorescent data is
acquired. / and 2 are the melting profile of amplification reactions
from B6 islets (control no RT and plus RT reactions, respectively).
Inset is an agarose gel electrophoresis of the CD40 amplicon. Lane M
shows the 100-bp ladder DNA marker, /ane 3 shows the restriction
enzyme Ncil of CD40 amplicon. b Ratio of levels of CD40 trans-
cripts standardised by content of beta-actin transcripts from NIT-1
cells, 4-week-old NOD and C57BL/6. The results are the average of
two experiments.

secondary antibody (data not shown). To define which
mouse islet cell types express CD40, we used double-
immunofluorescence staining. As shown in Fig. 3, laser
confocal microscopy revealed that CD40 protein expres-
sion clearly colocalised with insulin but not with glucagon.
We did not observe any appreciable differences in the
staining patterns in pancreatic tissue sections from male or
female C57BL/6, BALB/c or NOD mice (data not shown).

CDA40 receptor is expressed on the surface of mouse islet
cells Having demonstrated CD40 protein expression, we
hypothesised that this receptor molecule may be present
on the surface of islet cells. To test this hypothesis we
analysed dissociated mouse islet cells and NIT-1 cells
after incubation with the antimouse CD40 mAb HM40-3,
directly conjugated with FITC (Fig. 4). Flow cytometry
analysis revealed no staining with an isotype control
antibody, while 58-85% of the dissociated islet cells and
most of the NIT-1 cells exhibited surface staining for
CDA40.
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Fig. 2 Analysis of mouse CD40 expression by western blot and
immunohistochemistry. a CD40 expression was analysed by West-
ern blot on samples of C57BL/6 pancreatic islets and NIT-1 cells.
The same gel was stripped and used for staining with a mouse
antibody against actin, to ensure similar amounts of proteins were
transferred and used for analysis. The locations of 52- and 38-kDa
protein markers are noted. Representative data from three experi-
ments are shown. b NIT-1 cells were stained with a rabbit polyclonal
antibody against CD40 and a biotinylated secondary antibody using
the immunoperoxidase method and a streptavidin peroxidase con-
jugate DAB as a substrate. ¢ NIT-1 cells stained in the absence of the
primary antibody. d Paraffin sections of C57BL/6 isolated islets and
pancreatic tissue (e) were stained with the same antibody followed
by a secondary antibody conjugate with AlexaFluor488. Original
magnification (b, ¢, d, e) x20. Representative data from five ex-
periments are shown.

Fig. 3 Colocalisation of CD40 Gluc

expression and insulin in pan-
creatic islets. Laser scanning
confocal microscopy analysis of
paraffin sections of pancreas
from an 8-week-old BALB/c
mouse stained for glucagon or
insulin (red) or CD40 (green), or
for CD40 and glucagon or
CD40 and insulin, using double
immunofluorescence. The far
right column shows the super-
imposed stack optical sections
of CD40 and glucagon or insu-
lin staining. The resultant yellow
colour indicates colocalisation
of CD40 and insulin. Original
magnification x40. Representa-
tive data from five experiments
are shown.
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Fig. 4 CD40 expression in NIT-1 cells and isolated pancreatic islets.
CD40 expression was analysed by flow cytometry in dispersed
pancreatic islets isolated from C57BL/6 mice and NIT-1 cells. Curves
show the profile of cells stained with an isotype-matched antibody
and with anti-CD40-FITC HM40-3 antibody (arrow). Representative
data from five experiments are shown.

CDA40 is expressed by human beta cells We investigated
whether the CD40 gene is also expressed in purified
human islets following isolation with standard procedures.
To ensure that we had pure preparations of islet cells, we
stained islets with NG and 7-AAD, so that live beta cells
could be identified and sorted [36]. NG-positive sorted
cells are mostly (90%) beta cells as assessed by insulin
staining of sorted cells using immunohistochemistry
(H. Ichii, unpublished observations). Similar to our find-
ings in mouse islets, we detected CD40 transcripts in
sorted human beta cells (Fig. 5a, inset). The identity of
CDA40 amplicon was confirmed by cleaving the 404-bp
product with the restriction enzyme Stul, generating the
expected fragments of 104 and 300 bp (data not shown).
We then assessed CD40 protein expression in isolated
human islets by double-immunofluorescence staining. As
shown in Fig. 5b, CD40 expression is detected by anti-
body staining and colocalises with insulin staining.
Figure 5a demonstrates that CD40 is expressed on the

CD40 Gluc/CDA0

CD40 Ins/CD40
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Fig. 5 Analysis of CD40 expression in human pancreatic islets.
a Human islets were cultured overnight alone or with a combi-
nation of cytokines (IL-1f3, IFN-y and TNF-«). Following disso-
ciation, cells were stained with an APC-conjugated antihuman
CD40 antibody (HB14) and fluorescence was analysed in the 7-
AAD-negative, Newport green-bright cell subset (live beta cells).
Solid line represents fluorescence corresponding to control cells
using isotype control antibody. Dotted and bold solid lines rep-
resent cell fluorescence from control or cytokine-treated islets
using anti-CD40 HB14 antibody, respectively. Shown in the inset

surface of human islet cells that are 7-AAD-negative and
NG-bright. Staining was observed with the antihuman
CD40 mAb HB14 conjugated with APC and with the anti-
CD40 mAb MABS89 (data not shown). Thus, sorted islet
cell populations highly enriched in beta cells expressed the
CD40 transcript (Fig. 5a, inset) and protein, which,
consistent with its receptor function, is expressed on the
cell surface.

CD40 expression is upregulated by proinflammatory
cytokines We treated human islets with a combination of
proinflammatory cytokines that are reportedly associated
with beta cell damage in autoimmune diabetes [37, 38].
Overnight incubation with a combination of IL-1f3
(5x10* U/), IFN-y (10° U/l) and TNF-& (10° U/I) up-
regulated CD40 expression in human beta cells (7-AAD-
negative/NG-bright positive) as shown by an increase in
the median fluorescence intensity from 37.5+2.9 in control
cells to 67.3+6.8 in the cytokine-treated cells (p=0.02)
(Fig. 5a).

CD40 receptor is functionally active CD40 signalling is
known to activate the NF-kB transcription factor [14]. To
investigate whether CD40 is functionally active in beta
cells, we assessed NF-kB activation upon CD40 stimula-

is an agarose gel with the RT-PCR CD40 transcript analysis from
cDNA derived from sorted beta cells. b Frozen sections of isolated
human islets were fixed and washed in PBS. After blocking with
universal blocker and protein blocker, the sections were incubated
with primary antihuman CD40 antibody MAB89 (host mouse) for
2 h and then incubated with AlexaFluor488 goat antimouse sec-
ondary antibody. The second staining for insulin was performed on
the same sections with rabbit anti-insulin primary antibody and
goat antirabbit AlexaFluor568 secondary antibody.
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Fig. 6 CD40 receptor is functionally active, signalling through the
activation of NF-kB transcription factor. NIT-1 cells were transfec-
ted with 1.0 pg of the pNF-kB-luc reporter plasmid and 0.5 pg of
the control plasmid-expressing renilla luciferase. Twenty-four hours
after transfection, cells were stimulated with CD40 antibody or the
control isotype (IgM) for 2 h. As a positive control, NIT-1 cells were
activated with TNF-o. Luciferase activity was determined as de-
scribed in “Methods” and expressed as a ratio of the activity of
firefly to renilla luciferase. Results are shown as a percentage rela-
tive to the control, where luciferase activity in the lysates of trans-
fected, non-activated cells was taken to be 100%. The values are
expressed as means = SD; *p<0.05 versus IgM-stimulated cells.
Representative data from four experiments are shown.
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tion. NIT-1 cells were transiently transfected with a lu-
ciferase reporter gene fused to a minimal thymidine kinase
promoter that was preceded by four NF-kB consensus
binding sites arrayed in tandem. As shown in Fig. 6, acti-
vation of the CD40 receptor by incubation with the ago-
nistic mouse anti-CD40 mAb HM40-3 resulted in NF-«B
activation.

Discussion

In the present study we demonstrate that CD40 is ex-
pressed in human and mouse pancreatic islets and in NIT-1
insulinoma cells. RT-PCR rendered CD40 amplicons from
sorted human beta cells, purified NOD and C57BL/6 islets
and NIT-1 cells. CD40 was also expressed at the protein
level as demonstrated by immunohistochemistry and im-
munofluorescence. The observed colocalisation with in-
sulin indicates that CD40 is expressed by beta cells in all
mouse strains studied and in humans. The lack of co-
localisation of CD40 and glucagon in mouse pancreatic
tissue sections suggests that alpha cells do not express
CDA40.

We used flow cytometry to demonstrate that, consistent
with its receptor function, CD40 was present at the cell
surface. This was shown for both mouse and human islets.
Agreeing with the double-immunofluorescence data, sur-
face staining was observed in human islet cell preparations
highly enriched in beta cells by staining with Newport
green.

CD40 expression was upregulated by incubation of
islets with a cocktail of cytokines which are known to be
associated with autoimmune beta cell damage. Our finding
that CD40 expression in human pancreatic beta cells is
modulated by cytokines corroborates a previous report
from Cardozo et al. [39] describing CD40 as one of the
genes being activated by cytokines in primary rat beta
cells. Furthermore, our data in NIT-1 cells suggest that
islet cells express a functional CD40 receptor, the trig-
gering of which results in activation of NF-kB. This is a
well-known consequence of CD40 signalling. Indeed,
CDA40 and other members of the TNFR family lack in-
trinsic kinase activity in the cytoplasmic tail, but propagate
signals by associating with TNFR-associated factors (a
family of adaptor proteins) [14] which in turn activate
NF-kB and the AP-1 transcription factor complex.

It was recently reported that CD40 is expressed in
human pancreatic duct cells but not in islets when expres-
sion was analysed by immunohistochemistry on pancre-
atic sections [24]. Our data demonstrating CD40 expression
in human beta cells after isolation (as assessed by RT-PCR,
double-immunofluorescence staining of isolated human
islets and flow cytometry) suggest that CD40 expression in
human beta cells may be induced by the manipulation
associated with the islet isolation process. In addition, we
show that incubation with cytokines increases CD40 ex-
pression by human beta cells. However, CD40 was consti-
tutively expressed in mouse islets. Thus, our data highlight
a possible difference in CD40 expression between mouse

and human islets, and suggest that its expression is re-
sponsive to selected stimuli.

The above findings imply a potentially important role
for islet cell CD40 expression in both physiological and
pathophysiological conditions. In particular, human islet
cell responsiveness to cytokines suggests that CD40 ex-
pression may play a significant role during inflammatory
conditions such as the development of autoimmune dia-
betes or in the transplantation setting. Perhaps CD40 ex-
pression by islets can play a role similar to that of other
costimulatory molecules. For example, the transgenic ex-
pression of the costimulatory molecule B7-1 on the surface
of beta cells results in accelerated diabetes in NOD mice
[40, 41]. Transgenic mice expressing B7-1 and the lym-
phocytic choriomeningitis virus (LCMV) glycoprotein in
islets and having T cells with a glycoprotein-specific T-cell
receptor develop autoimmune diabetes following exposure
to LCMV [42]. Mice expressing B7-1 and human HLA-
DQ molecules associated with increased diabetes risk also
develop autoimmune diabetes [43]. It is therefore plausi-
ble that the constitutive and selective expression of CD40
on the surface of beta cells may contribute to autoim-
munity by providing costimulatory signals to infiltrating
lymphocytes. In light of our findings, the inhibition of
spontaneous diabetes reported in NOD mice treated with
anti-CD154 antibody (anti-CD40L) [13] might be ex-
plained not only as a result of costimulatory blockade in
APCs but also in beta cells. Likewise, blockade of the
CD40 pathway promotes islet allograft survival in rodent
transplantation models [44], and this effect could be par-
tially dependent on the blockade of CD40 signalling in
beta cells.

Further studies will be necessary to fully assess the
potential role of CD40 in the mediation of proinflamma-
tory signals. CD40 knockout mice have been generated
[45], and these mice are functionally deficient in CD40
function in all the cells that express CD40. Therefore,
these mice are not suitable to selectively study the effects
of CD40 expression and its inhibition in beta cells and
immune cells. The generation of knockout mice selec-
tively lacking CD40 expression in either islets or bone
marrow-derived cells and backcrossing into NOD mice
will be required to better characterise the functional role of
CD40 expression in pancreatic beta cells, a phenomenon
that was previously unrecognised.
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