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MODIFICAZIONI DELLE PROPRIETA' DELLA MEMBRANA PLASMATICA
E DIFFERENZIAZIONE CELLULARE NELLE CELLULE HT 29, LINEA CELLULARE
DI ADENOCARCINOMA UMANO DEL COLON.

G.Esgosito, G.Monticelli, E.Bombardieri*, C.Lindi, M.G.Cocciolo* e P.Marciani.
Istituto di Fisiologia Generale e Chimica Biologica, Universitd di Milano.
I1 colesterolo ed i fosfolipidi sono sostanze implicate nella modulazione
della fluiditd della membrana plasmatica della cellula (1,2). La fluidita
& determinata anche dal grado di insaturazione delle catene aciliche dei
fosfolipidi. La membrana plasmatica di molte cellule tumorali possiede una
fluidita maggiore di quella delle rispettive cellule normali (3). Recenti
studi epidemiologici hanno messo inoltre in evidenza una relazione inversa
tra concentrazione sierica del colesterolo e 1'incidenza di mortalitd per
cancro (4,5). Probabilmente 1'ipocolesterolemia influenza la fluiditi della
membrana plasmatica della cellula. Alcune cellule metastatizzanti hanno una
membrana pit fluida di quella delle cellule normali (6). Pertanto lo scopo
di questa ricerca, oltre a caratterizzare le proprietd della membrana delle
cellule HT 29 é quello di verificare il ruolo giocato dal colesterolo sulla
crescita cellulare, sulla produzione ed i1 rilascio di CEA e di poliamine,
sulle proprietd elettrofisiologiche della cellula, sulla morfologia cellulare
e sul tentativo che tale sostanza potrebbe esercitare sulla differenziazione
delle HT 29. Inoltre & stato studiato i1 trasporto attivo, Na* —dipendente
di uno zucchero, i1 3-0-metil-D-glucosio (3MG), che wutilizza 1o stesso

“carrier" del D-glucosio ma che non viene metabolizzato.

Le cellule HT 29 (linea cellulare stabile di adenocarcinoma umano di colon)
sono state coltivate in RPMI 1640, in assenza ed in presenza di colesterolo
alle concentrazioni di 25, 50, 100 @g/ml. In queste condizioni sono state
determinate le curve di crescita, & stata osservata la morfologia al micro-
scopio a contrasto di fase ed elettronico, & stata determinata la produzione
di CEA e di poliamine, & stata misurata la differenza di potenziale elettrico
di membrana mediante microelettrodi ed infine & stato determinato il trasporto
di zucchero mediante la tecnica dell'"uptake" rapido. I risultati ottenuti
hanno messo in evidenza che i1 colesterolo alla concentrazione di 100 pg/ml
stimola fortemente la produzione di CEA da parte delle cellule HT 29, almeno
nei primi quattro giorni di coltura (fig 1), determinando inoltre una dimi-
nuzione di putrescina nel mezzo. L'esame morfologico al microscopio elettro-
nico ha messo in evidenza che nelle cellule non trattate esistono dei lumi
intracellulari contenenti nel loro interno degli abbozzi di microvilli, mentre
i microvilli sulla superficie cellulare sono distribuiti su tutta la membrana
plasmatica. In presenza di colesterolo i lumi intracellulari, che sono un
indice di scarsa differenziazione cellulare, spariscono completamente mentre
in circa i1 30% delle cellule i microvilli della membrana plasmatica si
dispongono ad un polo della cellula. I1 potenziale elettrico della membrana
cellulare & pid elevato in presenza che in assenza di colesterolo; cié & forse
dovuto al fatto che i1 colesterolo rende piii rigida la membrana plasmatica
e quindi la sua resistenza elettrica (-20 + 1 mV contro -24 + 2 mV).
Inoltre provocando una iper- oppure una ipopolarizzazione della membrana
variando la concentrazione esterna di K* si & visto che 1'iperpolarizzazione
€ piu elevata in presenza di colesterolo mentre la depolarizzazione & minore;



ci6 @& probabilmente dovuto all'aumentata resistenza elettrica dovuta al cole-
sterolo. L'amiloride, che blocca lo scambio Nat /H* nelle cellule normali
provoca un'iperpolarizzazione anche nelle HT 29 ma dopo un tempo piG Tlungo.
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Fig. 1

La ouabaina, che inibisce 1'attivita de11‘ATPasi—Na+, k" dipendente, depola-
rizza la cellula pil lentamente quando é presente il colesterolo. Lo studio
del trasporto di 3MG ha messo in evidenza che 1'"uptake" dello zucchero &
molto rapido, Na+—dipendente e ouabaina-sensibile. Tale sistema di trasporto
possiede un'elevata capacita ma una bassa affinita, come risulta dall'elevato
valore di Ky che si aggira intorno a 20 mM. La riduzione della concentrazione
di Na¥ nel mezzo non modifica i1 valore di Km mentre riduce, dimezzandolo,
quello di Vo, .

Tutta questa serie di risultati conferma che la membrana plasmatica riveste
un ruolo molto importante per il mantenimento dell'omeostasi cellulare e per
un normale processo di differenziazione. Partendo dall'osservazione che molti
tipi di cellule tumorali presentano un aumento della fluiditd della Toro
membrana plasmatica, dovuto prevalentemente ad una diminuzione del contenuto
in colesterolo e che in molti studi epidemiologici esiste wuna relazione
inversa tra colesterolemia e morte per cancro & sembrato opportuno cercare
di modulare la fluiditd della membrane delle cellule HT 29, coltivandole
in presenza di colesterolo. Una minor fluiditd potrebbe costituire un ostacolo
alla crescita incontrollata della cellula. La presenza di colesterolo ha
stimolato la produzione di CEA da parte della cellula; questo marker sembra
essere collegato con la differenziazione cellulare (7) per cui il colesterolo
potrebbe essere implicato in qualche modo nel processo di differenziazione
mediante la modulazione della fluidita della membrana. La diminuita produzione



di poliamine dovuta al colesterolo & in linea con questi risultati. Anche
1'esame morfologico delle cellule trattate con colesterolo sembra indicare
un tentativo della cellula di differenziarsi (8,9). Infatti spariscono i
lumi intracellulari (10) e i microvilli tendono a disporsi su di un polo
della cellula. E' da notare perd che tutti questi effetti sono reversibili
in quanto togliendo i1 colesterolo dal terreno di coltura la cellula ritorna
alle sue condizioni iniziali. Per quanto riguarda il trasporto di zucchero
(11) si & visto che le HT 29 sono in grado di assorbirlo con le modaliti
tipiche dei colonociti normali anche se la cinetica di ingresso & pid veloce.
L'influenza del Na* sul flusso di zucchero & notevole in quanto riducendo
la concentrazione di questo catione nel mezzo esterno, viene ridotta forte-
mente la Vg, ma non la Kp (fig 2). Ci0 sembra indicare che i1 Na* influenza
la mobilita o i1 "turn over" del carrier per lo zucchero senza influire
sulla sua affinita per i1 substrato da trasportare.
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E' stata studiata infine 1'influenza dell'interferone gamma (r/FN? ) sulla
crescita delle cellule HT 29 e sulla loro produzione e liberazione di CEA
(fig 3). Le cellule trattate con 100 IU/ml di r/FNy crescono meno dei
rispettivi controlli ma sono in grado di produrre e liberare piud CEA delle

cellule non trattate (fig 3). E' stato anche osservato che tale effetto
é dose-dipendente.
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