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SOMMARIO 

La Neoplasia Endocrina Multipla (MEN) di tipo 2A di tipo 2B e il 

carcinoma midollare familiare della tiroide (FMTC) sono sindromi 

tumorali familiari clinicamente distinte, tutte caratterizzate dall’insorgenza 

del carcinoma midollare della tiroide e, nel caso della MEN 2A e MEN 2B, 

del feocromocitoma. Da oltre 10 anni è noto che le MEN 2 e il FMTC sono 

sindromi tumorali causate da un numero relativamente limitato di 

mutazioni geniche puntiformi dell’oncogene ret, il quale codifica per un 

recettore di membrana con attività tirosino chinasica. Queste mutazioni 

conferiscono al recettore uno stato di attivazione costitutiva ligando-

indipendente con conseguente proliferazione neoplastica degli organi 

bersaglio. In condizioni fisiologiche, l’attività tirosino chinasica del 

recettore RET è stimolata da ciascuno dei quattro ligandi appartenenti alla 

famiglia del glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) che ne 

inducono una rapida attivazione. 

La trasduzione del segnale iniziata da RET è necessaria per lo sviluppo e la 

sopravvivenza di popolazioni neuronali del sistema nervoso centrale e 

periferico, per la morfogenesi del rene, e per la differenziazione degli 

spermatogoni.  

Il corretto funzionamento dei meccanismi di trasduzione del segnale si basa 

sul bilancio fra l’attività biologica degli enzimi che catalizzano reazioni di 
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fosforilazione di proteine bersaglio (le chinasi) e quelle degli enzimi che ne 

catalizzano la reazione inversa, defosforilazione (le fosfatasi). 

Negli ultimi anni, è stata ampiamente descritta l’attivazione di chinasi, 

incluso l’attivazione di Raf, Erk, c-Src, PI3-kinasi, AKT e JNK, coinvolte 

nelle vie di trasduzione del segnale dipendente da RET. Poco invece ancora 

si conosce sul coinvolgimento delle fosfatasi in queste stesse cascate 

enzimatiche. 

Allo scopo di determinare il ruolo di specifiche proteine fosfatasi nelle vie 

di trasduzione del segnale mediate da RET, in questo lavoro abbiamo 

studiato la possibile implicazione di due tirosino fosfatasi, Shp-1 e Shp-2, 

come mediatori nei segnali intracellulari attivati dal recettore sia in forma 

wild type (in condizioni fisiologiche) che in forma mutata (nelle patologie 

MEN 2). 

L’interesse nello studio di Shp-1 e Shp-2 scaturisce dalla evidenza che, 

sebbene le due fosfatasi siano molto simili nella struttura, in molti sistemi 

biologici esse svolgono funzioni opposte. Shp-1 funziona generalmente 

come effettore negativo in molte vie di trasduzione del segnale, sia iniziate 

da citochine che da recettori ad attività tirosino chinasica. Viceversa, la 

funzione di Shp-2 è necessaria alla trasmissione di segnali extracellulari 

all’interno di una cellula. 

Per i nostri studi abbiamo utilizzato come sistema modello due linee 

cellulari originate per trasfezione da cellule PC12 (derivate da 
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feocromocitoma sperimentale di ratto) che esprimono sia la fosfatasi Shp-1 

che la fosfatasi Shp-2. Le PC12 sono state trasfettate stabilmente con un 

vettore di espressione per il recettore umano mutato, RetC634Y o RetM918T 

(rispettivamente indicate come cellule PC12/RetC634Y e PC12/RetM918T). La 

mutazione della cisteina 634 è associata alla MEN 2A mentre la mutazione 

della metionina 918 in treonina è la più frequente nella MEN 2B.  

Abbiamo dimostrato che Shp-1 e Shp-2 interagiscono con le forme attivate 

costitutivamente di RET, attraverso la formazione di un complesso 

multiproteico di membrana. Inoltre, mediante centrifugazione su gradiente 

di saccarosio, abbiamo dimostrato che Shp-1 interagisce con le forme 

attivate di RET preferenzialmente in specifici microdomini di membrana 

che prendono il nome di “lipid rafts”, mentre il complesso di Shp-2 con 

RET è localizzato solo ed esclusivamente al di fuori dei lipid rafts. 

L’interazione di entrambe le fosfatasi con RET attivato non è diretta e RET 

non è substrato né di Shp-1 né di Shp-2. I nostri risultati dimostrano che 

Shp-2 è fondamentale per la differenziazione e la proliferazione di cellule 

PC12 mediate dal recettore RET. 

L’evidenza che, nelle nostre condizioni sperimentali, Shp-1 e Shp-2 legano 

RET in microdomini di membrana distinti potrebbe spiegare l’osservazione 

generale che le due fosfatasi svolgono funzioni biologiche opposte. A 

conferma di questa ipotesi è noto che per molte proteine, la differente 

distribuzione all’interno e all’esterno dei “lipid rafts”, regola il loro 



 5 

coinvolgimento in molte vie di trasduzione del segnale che includono 

l’apoptosi, l’adesione e la migrazione cellulare, la trasmissione sinaptica, 

l’organizzazione del citoscheletro e il sorting in esocitosi e endocitosi.  
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INTRODUZIONE 

 

IL RECETTORE TIROSINO CHINASI RET 

La crescita, la differenziazione e le funzioni di cellule neuroendocrine sono 

controllate da una varietà di fattori che includono fattori di crescita, fattori 

neurotrofici e citochine. Questi stimoli extracellulari esercitano funzioni 

biologiche attraverso specifici recettori espressi sulle cellule bersaglio. Il 

recettore RET è stato identificato per la prima volta nel 1985 come un 

oncogene attivato mediante riarrangiamenti del DNA (Takahashi et al. 

1985; 1987). Il protoncogene ret codifica un recettore  ad attività tirosino 

chinasica espresso, durante lo sviluppo embrionale, nelle cellule della 

cresta neurale e nei precursori delle cellule urogenitali (Avantaggiato et al. 

1994). La sua attività è essenziale per lo sviluppo del sistema nervoso 

enterico e renale durante l’embriogenesi (Jijiwa et al. 2004). Inoltre, alleli 

con mutazioni gain of function di ret, sono stati identificati come i 

responsabili di sindromi tumorali familiari come il carcinoma papillare 

della tiroide e la neoplasia endocrina multipla di tipo 2, mentre alleli con 

mutazioni loss of function sono responsabili della malattia di Hirschsprung 

(Grieco et al. 1990; Mulligan et al. 1993; Romeo et al. 1994).  
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La struttura del recettore RET 

Il gene ret è localizzato sul cromosoma 10 (10q11.2) e comprende 21 esoni 

(Takahashi et al. 1988; 1989; Iwamoto et al. 1993). Come conseguenza di 

un meccanismo di splicing alternativo nella regione 3’ del trascritto, si 

formano due isoforme del gene ret, l’isoforma corta (RET9) e la lunga 

(RET51), le quali differiscono nella sequenza amminoacidica all’estremità 

C-terminale (Tahira et al. 1990; Myers et al. 1995). Sono stati generati topi 

che esprimono solo RET9 o solo RET51 ed è stato dimostrato che RET9 è 

cruciale per la morfogenesi del rene e per lo sviluppo del sistema nervoso 

enterico; i topi che esprimono solo l’isoforma RET9 apparentemente 

crescono normalmente, mentre i topi che esprimono solo l’isoforma RET51 

soffrono di ipoplasia del rene e mancano dei gangli enterici del colon (De 

Graaff et al. 2001). D’altra parte, da studi in vitro è stato dimostrato che 

solo l’isoforma RET51 può promuovere la sopravvivenza e la tubulogenesi 

delle cellule del colon. In complesso, i risultati riportati suggeriscono che i 

segnali del recettore nell’isoforma RET51 partecipano ad eventi 

responsabili della fase tardiva dell’organogenesi del rene, mentre quelli che 

partono dall’isoforma RET9 sono indispensabili nelle fasi iniziali dello 

sviluppo del rene (Ichihara et al 2004; Lee et al. 2002). 

Come tutte le proteine transmembrana, i recettori tirosino chinasi sono 

costituiti da una regione extracellulare, da una regione che attraversa il 

“bilayer” lipidico e da una regione intracellulare. La regione extracellulare, 
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che coincide con l’estremità N-terminale della proteina, è costituita da 636 

aminoacidi e contiene il sito di interazione con il ligando. A differenza di 

altri recettori tirosino-chinasici, che in questa regione possiedono domini 

simili a quelli delle immunoglobluline e della fibronectina, la proteina RET 

possiede una ripetizione in tandem di quattro domini simili alle caderine 

(cadherine like domains, CLD1-4) (Anders et al. 2001), proteine che 

mediano l’adesione cellula-cellula. Le caderine legano ioni Ca2+  e vengono 

da questi irrigidite, stabilizzate e protette dalla degradazione proteolitica. E’ 

stato dimostrato che i quattro domini “cadherine-like” di RET sono 

necessari per la corretta maturazione post-traduzionale del recettore, infatti,  

le mutazioni nel gene ret che colpiscono i domini CLDs del recettore sono 

causa di alterazioni del folding, della glicosilazione e del trasporto della 

proteina in membrana. Come le caderine, RET è in grado di legare ioni 

Ca2+, che inducono una modificazione conformazionale della regione 

extracellulare, e stabilizzano la proteina rendendola più resistente all’azione 

proteolitica (Anders et al. 2001). Sebbene i domini CLDs formino una 

grossa porzione della regione extracellulare di RET, l’estremità N-

terminale della proteina contiene altri due domini importanti: la sequenza 

aminoacidica responsabile del trasporto della proteina sulla membrana 

”leader peptide” e una regione ricca in residui di cisteina (CRD) localizzata 

nella porzione prossimale alla membrana plasmatica. La regione ricca in 

cisteine contiene 28 residui di questo aminoacido, alcuni dei quali sono 
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impegnati nella formazione di ponti disolfuro, e coinvolti nella formazione 

e nel mantenimento della struttura terziaria. Mutazioni di alcune cisteine 

presenti in questa regione, ad esempio la sostituzione del residuo di cisteina 

634, sono ereditate nelle sindrome MEN 2A e FMTC e causano 

l’attivazione costitutiva di RET. 

La regione intracellulare di RET comprende gli aminoacidi che vanno dal 

726 all’estremità C-terminale ed è costituita da due domini tirosino-

chinasici (Tk-a e Tk-b) mediante i quali RET, in seguito alla 

dimerizzazione, è in grado di autofosforilarsi a livello di specifici residui di 

tirosina. L’attivazione del dominio catalitico ed il riconoscimento delle 

fosfo-tirosine da parte di specifiche proteine è il meccanismo che innesca la 

cascata intracellulare di trasduzione del segnale mediato da recettore RET 

(figura 1).  

 

Il meccanismo di attivazione di RET 

I ligandi specifici di RET appartengono alla famiglia del GDNF (glial cell 

line-derived neurotrophic factor) e stimolano la maturazione e la 

sopravvivenza di cellule neuronali, la morfogenesi del rene e la divisione 

degli spermatozooi (Baloh et al. 2000). La famiglia GDNF comprende il 

GDNF stesso, la Neurturina, l’Artemina, e la Persefina. Tutti i ligandi sono 

secreti come omodimeri e utilizzano RET come recettore per trasmettere 

segnali all’interno della cellula. Una delle caratteristiche che distingue RET 
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dagli altri recettori tirosino-chinasici è l’impossibilità di interagire con i 

propri ligandi senza l’ausilio di co-recettori, proteine appartenenti alla 

famiglia del GFRα (growth factor receptor-alfa). I co-recettori formano 

con RET e con il fattore di crescita un complesso che è in grado di attivare 

il recettore e di trasdurre il segnale all’interno della cellula. La famiglia dei 

GFRα è formata da quattro differenti recettori extracellulari ancorati alla 

membrana da una molecola di glicosil-fosfatidilinositolo (GPI). Ciascuna 

molecola di co-recettore lega in maniera selettiva, ma non totalmente 

esclusiva, uno dei fattori di crescita appartenenti alla famiglia del GDNF 

(figura 2). Il GDNF lega con elevata affinità il co-recettore GFRα-1 e con 

affinità più bassa il GFRα-2; la Neurturina interagisce con il GFRα-2 e con 

minore affinità con il GFRα-1; l’Artemina è in grado di legare il GFRα-3 

ma anche il GFRα-1; la Persefina lega esclusivamente il GFRα-4 

(Airaksinen et al. 2002; Manie et al. 2001). Per effetto di un meccanismo 

di splicing alternativo, l’mRNA del GFRα-1 produce due isoforme: GFRα-

1a e GFRα-1b. Abbiamo dimostrato che l’isoforma GFRα-1a è espressa 

soprattutto in tessuti neuronali, è poco rappresentata prima della nascita 

mentre risulta essere l’isoforma prioritaria  dopo la nascita. Studi in vitro 

hanno indicato che l’isoforma  GFRα-1b lega il GDNF con più efficienza 

rispetto all’isoforma GFRα-1a (Chalet-Berguerand et al. 2004). La 

composizione stechiometrica del complesso multiproteico RET/GFRα-
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1/GDNF è 2:2:2 (figura 3). Nel nostro laboratorio, mediante esperimenti di 

crosslinking tra RET, GFRα-1 e GDNF in forma solubile, seguiti da SDS-

PAGE dei complessi covalenti, digestione triptica e analisi per MALDI MS 

fingerprinting , sono stati identificati i domini coinvolti nel legame tra le tre 

proteine (Amoresano et al. 2004). In accordo con quanto è riportato in 

letteratura, non sono stati evidenziati complessi che includono RET e il 

GDNF in assenza di GFRα-1. Inoltre abbiamo dimostrato che i domini 

CLD4 e CRD di RET sono necessari per la formazione di un complesso 

trivalente biologicamente attivo.  

Dopo il legame con un dimero di ligando, il recettore RET subisce una 

dimerizzazione ed una trans-fosforilazione a livello di specifici residui di 

tirosina localizzati nella regione intracellulare, tappa  indispensabile per 

l’attivazione della sua intrinseca attività tirosino chinasica. La isoforma 

RET9 contiene 16 residui di tirosina che comprendono 10 residui nel 

dominio catalitico, 2 residui nella regione intracellulare immediatamente 

sotto la membrana plasmatica, 1 residuo nell’inserto del dominio chinasico  

e 3 residui nella coda C-terminale, mentre l’isoforma RET51 contiene due 

residui di tirosina in più nella coda C-terminale. Tra questi residui, le 

tirosine in posizione 905, 1015, 1062, e 1096 rappresentano siti di legame 

per diverse proteine intracellulari alcune delle quali sono la proteina 

Grb7/10 (growth factor receptor bound protein 7/10), la fosfolipasi Cγ 

(PLCγ) e le proteine adattatrici SHC (SH2-containing protein) e Grb2 (Asai 
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et al. 1996; Borrello et al. 1996;  Arighi et al. 1997) (figura 1). Le tre 

tirosine in posizione 905, 1015, e 1062 sono conservate in tutte e due le 

isoforme di RET mentre le tirosina 1096 è presente solo nell’isoforma 

RET51. Inoltre, nelle isoforme RET9 e RET51, è diverso il consensus motif 

della tirosina in posizione 1062. 

 

 

LE MUTAZIONI DEL GENE RET E LE PATOLOGIE ASSOCIATE 

Il gene ret è stato isolato come forma oncogenica chimerica durante un 

dosaggio di trasformazione di cellule NIH 3T3. Per tale motivo è stato 

chiamato RET (“REarranged during Trasfection”) (Takahashi et al. 1985) 

Il gene ret è caratterizzato da una straordinaria eterogeneità allelica: a 

seconda della localizzazione della mutazione all’interno del gene, e quindi 

del dominio proteico colpito, gli alleli mutati possono codificare proteine 

con fenotipo “perdita di funzione” (mutanti loss of function) o proteine 

attivate costitutivamente (mutanti gain of function).  

 

Alleli di ret con mutazioni “loss of function” 

Nella sequenza codificante di RET sono state identificate diverse mutazioni 

puntiformi e frameshift. La maggior parte di queste mutazioni inattiva il 

recettore, ed è responsabile dello sviluppo di una patologia molto severa, la 

malattia di Hirschsprung (HSCR) (Edery et al. 1994). La malattia HSCR è 
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un disordine congenito caratterizzato dalla assenza dei plessi nervosi 

intramurali del tratto gastrointestinale, provocata dall’arresto prematuro 

della migrazione di neuroni enterici dalla cresta neurale al segmento 

gastroenterico. La sintomatologia della HSCR è spesso associata con 

neurocrestopatie come il morbo di Waardemburg, le sindromi pigmentarie, 

la MEN2 e con difetti del tubo neurale. I geni specifici che possono essere 

responsabili di questa patologia sono stati identificati grazie ad analisi di 

“positional cloning”, studi di linkage e analisi di mutazioni nei geni 

candidati. Oltre al gene ret sono stati ancora identificati come responsabili 

il gene ednrb che codifica una “G-coupled protein”, il gene edn3 che 

codifica il suo  ligando e il gene sox10 che codifica un fattore di 

trascrizione specifico dello sviluppo. Ciò dimostra che tutti questi geni 

codificano proteine che svolgono un ruolo fondamentale nello sviluppo del 

sistema nervoso(Manie et al. 2001; Takahashi et al. 1999). Le differenti 

patologie che insorgono in seguito a mutazioni nei geni elencati sopra 

suggeriscono che esista una fitta rete di interazioni fra proteine che, se 

mutata in una delle sue componenti, provoca un cattivo funzionamento 

dell’intero sistema di cellule appartenenti alla linea neuronale.  

 

Alleli di ret  con mutazioni “gain of function”  
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Le mutazioni nel gene ret che producono alleli gain of function possono 

essere ereditate attraverso cellule gametiche (mutazioni germinali) o 

avvenire in cellule somatiche. 

Gli alleli mutati di ret del tipo “gain of function”, nonostante codifichino 

per un oncogene dominante con attività tirosino-chinasica, non sono letali 

se sono trasmessi per via germinale. Queste mutazioni sono la causa delle 

sindromi tumorali ereditarie MEN 2A e MEN 2B. La sindrome tumorale 

MEN 2A è provocata dalla sostituzione di un residuo di cisteina (in 

posizione 609, 611, 618, 620, oppure 634), localizzato nel dominio 

extracellulare della proteina, con un diverso residuo amminoacidico. Per 

effetto di questa mutazione, un residuo di cisteina normalmente impegnato 

in un legame disolfuro intramolecolare resta libero di formare un legame 

intermolecolare con un residuo di cisteina presente su un altro monomero 

di RET mutato. 

La formazione di ponti disolfuro intermolecolari favorisce la 

dimerizzazione, e quindi l’attivazione costitutiva, del recettore. La 

sindrome MEN 2A provoca sviluppo di carcinomi midollari della tiroide, 

feocromocitomi e iperplasia delle paratiroidi (Hansford et al. 2000). 

La sindrome MEN 2B (nel 98% dei casi) è causata dalla sostituzione, nel 

dominio tirosino-chinasico del recettore, di un residuo di metionina in 

posizione 918 con il residuo di treonina. Per effetto di questa mutazione, è 

codificata una proteina il cui dominio catalitico è attivato costitutivamente 
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anche in assenza di dimerizzazione. La proteina mutata induce la 

fosforilazione di substrati in assenza di dimerizzazione e una modificazione 

dell’affinità per il substrato. La sindrome tumorale MEN 2B comporta lo 

sviluppo di carcinomi midollari della tiroide, di feocromocitomi, 

ganglioneuromi enterici e la comparsa di anomalie scheletriche (Liu et al. 

1996) . 

La sindrome tumorale FMTC (Familial Medullary Thyroid Carcinomas) 

può essere associata sia a mutazioni nel dominio extracellulare che a 

mutazioni nel dominio intracellulare del recettore. Alcune delle mutazioni  

responsabili di questa sindrome coincidono con quelle responsabili di 

sindome MEN 2A, ma il meccanismo con il quale la proteina mutata possa 

dare origine a patologie differenti non è conosciuto. La FMTC, a differenza 

delle altre sindromi tumorali prodotte da mutazioni nel gene ret, è meno 

severa e presenta esclusivamente sviluppo di carcinoma midollare della 

tiroide (figura 4). 

Le mutazioni somatiche del gene ret comprendono riarrangiamenti 

genomici, che comportano fusione del 3’ del gene con tratti di diversi geni 

eterologhi. La fusione genera oncogeni chimerici denominati RET\PTC 

(Jhiang et al. 2000). La formazione di oncogeni RET/PTC è stata osservata 

in carcinomi papillari della tiroide, nei quali le proteine chimeriche 

svolgerebbero un ruolo chiave per lo sviluppo della patologia tumorale. La 

sostituzione del promotore fisiologico di ret, che non è normalmente  
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espresso in cellule epiteliali della tiroide, con quello del gene col quale è 

avvenuta la fusione determina l’espressione ectopica e non regolata del 

recettore. 

 

La cascata intracellulare del segnale innescata dalla stimolazione di 

RET 

L’autofosforilazione in tirosina di RET innesca il reclutamento e 

l’attivazione di proteine bersaglio intracellulari contenenti domini SH2 (Src 

Homology-2-domain) e domini PTB (Phospho-Tyrosine Binding domain). 

Questo riconoscimento è determinato da una interazione diretta tra le 

tirosine fosforilate del recettore e i domini SH2 e i domini PTB che sono 

presenti sia in proteine adattatrici che in proteine dotate di attività 

enzimatica (figura 5). 

Il residuo di tirosina fosforilato che svolge il ruolo principale nel legame 

con le proteine adattatrici è quello in posizione 1062, che viene 

riconosciuto e legato dalle proteine SHC, FRS2 (fibroblast growth factor 

receptor substrate 2), DOK4/5 (downstream of tyrosine kinases), IRS1/2 

(insulin receptor substrate 1/2) ed Enigma. Come molti recettori ad attività 

tirosino chinasica, RET può attivare diverse  vie di traduzione del segnale 

che includono l’attivazione di Erk (extracellular regulated kinase) via Ras, 

AKT via PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase) e la via di JNK (c-jun NH2-

terminal kinase) (Califano et al. 1996; Rizzo et al. 1996; Chiariello et al. 

1998; Melillo et al. 1999; Hayashi et al. 2000; Califano et al. 2000;). 

L’aspetto interessante di questi dati è che  per l’attivazione delle vie 

Ras/Erk, PI3K/AKT, p38MAP chinasi e JNK è necessaria la fosforilazione 
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del residuo di tirosina 1062 di RET. Infatti, in motoneuroni MN1, in 

seguito alla stimolazione con il GDNF, la proteina adattatrice SHC si lega 

alla fosfo-tirosina 1062 di RET e questo legame induce la formazione di un 

complesso multiproteico contenente RET, le proteine adattatrici SHC, 

Gab2 (Grb2-associated binding protein 2) e Grb2, la subunità p85 di PI3K 

e la fosfatasi Shp-2 (Src homology two-domain containing phosphatase 2). 

Questa interazione proteica è richiesta per l’attivazione delle via 

PI3K/AKT (Hayashi et al. 2000; Besset et al. 2000). È stato dimostrato che 

l’attivazione delle vie Ras/Erk e PI3K/Akt attraverso la fosforilazione della 

tirosina 1062 è importante anche per l’attivazione di fattori trascrizionali 

come CREB (cyclic AMP response-element binding protein) ed NF-kB 

(nuclear factor kappa B) (Hayashi et al. 2000) e per la sopravvivenza di 

cellule PC12 (feocromocitoma di ratto) (De Vita et al. 2000). Nel nostro 

laboratorio è stato dimostrato che l’attivazione di Ras indotta da RET è 

essenziale per la differenziazione delle cellule PC12 (Califano et al. 2000).  

 

L’interazione tra i “lipid rafts” e il recettore RET  

La membrana plasmatica presenta una composizione lipidica che è molto 

differente dalla composizione di altre membrane della cellula. Tutte le 

membrane cellulari contengono i fosfolipidi che sono importanti per la 

formazione del bilayer di membrana, tuttavia la membrana plasmatica di 

cellule eucariotiche è costituita da altre due classi lipidiche che strutturano 

la membrana plasmatica in microdomini: gli steroli e gli sfingolipidi.  

I primi domini lipidici di membrana ad essere identificati sono state le 

caveole, che tutt’ora rappresentano gli unici domini identificabili dal punto 

di vista morfologico. Sono strutturate come invaginazioni della membrana 



 18 

plasmatica, hanno un diametro di circa 25-150 nm e sono stabilizzate dalla 

presenza di una proteina specifica chiamata caveolina-1. 

Le caveole sono state isolate trattando le cellule con Triton X-100 all’1% e 

separando l’estratto cellulare su un gradiente di saccarosio. Le caveole sono 

state trovate associate alle frazioni a bassa densità di saccarosio, che 

contengono le frazioni di membrana resistenti al detergente in cui sono 

presenti molte proteine che comprendono anche la caveolina (Rothberg et 

al. 1992), le proteine legate alle GPI (Brown et al. 1992) e numerose 

proteine coinvolte nella trasduzione del segnale (Foster et al. 2003, Von 

Haller et al. 2001). 

L’identificazione di proteine che partecipano a vie di trasduzione del 

segnale, in frazioni a bassa densità di saccarosio, ha fatto ipotizzare che i 

domini di membrana resistenti al Triton X-100 fossero coinvolti in diversi 

processi biologici.  

Gli studi condotti da Schnitzer hanno dimostrato che, nelle frazioni a bassa 

densità di saccarosio, sono presenti due tipi di domini lipidici: le caveole, 

caratterizzate dalla presenza di caveolina, e i “lipid rafts”, che non 

contengono caveolina ma solo le proteine legate alle GPI (Schnitzer et al. 

2000). 

I domini di membrana denominati “lipid rafts” sono ricchi in sfingolipidi e 

colesterolo, e sono implicati in molte vie di trasduzione del segnale come le 

vie che regolano l’apoptosi, l’adesione e la migrazione cellulare, la 
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trasmissione sinaptica, l’organizzazione del citoscheletro e il sorting delle 

proteine (Brown et al. 1998; Anderson et al. 1998; Tooze et al. 2001; 

Wolozin et al. 2001; Harris et al. 2002; Tsui-pierchala et al. 2002).  

Esiste una correlazione biologica tra i “lipid rafts” e i segnali intracellulari 

mediati dal recettore RET? 

Nei meccanismi di trasduzione del segnale mediati dal recettore RET, il co-

recettore GFRα-1 è ancorato ai “lipid rafts” di membrana mediante il 

legame con le GPI. È stato dimostrato che in assenza di stimolazione, e 

quindi nella conformazione inattiva, RET è localizzato esclusivamente in 

zone della membrana in cui non sono presenti i “lipid rafts” mentre in 

seguito alla stimolazione con GDNF RET viene reclutato nei “lipid rafts” 

grazie al legame con il GFRα-1 (figura 6) per trasmettere i segnali 

intracellulari (Tansey et al. 2000). Gli stessi autori hanno anche dimostrato 

che impedendo la localizzazione di RET nei “lipid rafts” si ha un forte 

rallentamento della differenziazione e della sopravvivenza neuronale, 

anche se RET è cataliticamente attivo.  

Un dato interessante circa l’attivazione di RET nei “lipid rafts” è stato 

ottenuto trattando cellule MG87-RET (che non esprimono GFRα-1) con 

GFRα-1 solubile e con GDNF (Paratcha et al. 2001). A seguito del 

trattamento con ligando e co-recettore, RET trasloca nei “lipid rafts” nella 

conformazione attiva. Questi dati suggeriscono che durante l’attivazione di 

RET in presenza di GFRα-1 solubile, il recettore può essere attivato fuori 
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dai “rafts” per essere reclutato di seguito in questi microdomini di 

membrana. RET attivato in trans, e quindi senza che GFRα-1 sia ancorato 

alla membrana, potrebbe essere reclutato nei “lipid rafts” grazie ad una 

interazione con target proteici intracellulari.  

RET attivato in cis (in presenza del GFRα-1 ancorato alla membrana) ma 

anche in trans (in presenza del GFRα-1 solubile) quando è localizzato in 

“lipid rafts” segnala attraverso il legame alla proteina adattatrice FRS2, 

mentre fuori dai “lipid rafts” segnala attraverso una proteina adattatrice 

differente, SHC (figura 7). La presenza di recettore attivato sia all’interno 

dei “lipid rafts” che in altri domini della membrana fa ipotizzare che la 

diversa localizzazione di RET sulla membrana possa essere alla base 

dell’attivazione di vie di trasduzione del segnale differenti da parte del 

recettore. 

Rimane comunque da stabilire se RET migri nei “lipid rafts” in risposta ad 

uno stimolo oppure  se venga trattenuto in questi microdomini solo dopo 

essere entrato  a far parte del complesso multiproteico di segnale (figura 8). 
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LE FOSFATASI 

La maggior parte delle proteine che fanno parte delle vie di trasduzione del 

segnale è soggetta ad una modificazione covalente, ma reversibile, che 

consiste nell’aggiunta di gruppi fosfato a specifici residui amminoacidici 

della catena polipeptidica (fosforilazione). La reversibilità della 

modificazione è assicurata da fosfatasi che provvedono alla rimozione dei 

gruppi fosfato (defosforilazione). Queste modificazioni biochimiche sono 

fondamentali per la trasmissione di segnali all’interno della cellula. La 

fosforilazione induce una modificazione conformazionale nella struttura 

della proteina bersaglio, facendo sì che la proteina passi da uno stato 

“inattivo” ad uno “attivo” o viceversa. Questo passaggio di stato, in seguito 

all’aggiunta di un gruppo fosfato, regola l’attività di molte proteine che 

partecipano alla trasmissione dei segnali che regolano la crescita, il 

differenziamento e lo sviluppo cellulare. Nelle cellule esiste una 

“superfamiglia” di proteine con attività chinasica, che cioè catalizzano 

l’aggiunta di un gruppo fosfato a livello di specifici residui delle proteine 

target localizzate a valle nella via di trasduzione del segnale. I residui 

fosforilati possono essere serina, treonina o tirosina. Analogamente, esiste 

una “superfamiglia” di proteine con attività fosfatasica, che catalizzano la 

rimozione dei gruppi fosfato da residui di fosfo-serine, fosfo-treonine e 

fosfo-tirosine. Poiché in vivo l’attività biologica delle chinasi e delle 

fosfatasi è ovviamente dinamica, lo stato di fosforilazione delle proteine 
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bersaglio è modulata dall’azione combinata di queste due famiglie di 

enzimi con attività opposte. Ogni alterazione dall’equilibrio fra le due 

attività può causare provocare disturbi del controllo della proliferazione e 

differenziazione cellulare. E’ quindi evidente che un disciplinato 

funzionamento delle proteine di ciascuna famiglia, chinasi e fosfatasi, 

giochi un ruolo fondamentale nel mantenimento della omeostasi cellulare. 

Mentre l’identificazione e la caratterizzazione delle proteine con attività 

chinasica è cominciata da molto tempo, l’attenzione degli studiosi verso le 

fosfatasi è più recente, motivo per il quale si sa poco sulle loro 

caratteristiche funzionali e strutturali.  

 

La superfamiglia delle fosfotirosino-fosfatasi 

Le fosfotirosino-fosfatasi (PTPs) costituiscono una superfamiglia di enzimi 

specifici (figura 9) che svolgono funzioni critiche in molte vie di traduzione 

del segnale. I membri della superfamiglia sono caratterizzati dalla presenza, 

nel dominio catalitico, di un consensus motif  HCx5R che permette di 

classificarli in due categorie, classical PTPs e dual-specificity PTPs (Tonks  

and Neel 2001). Le tirosino fosfatasi che catalizzano la reazione di 

defosforilazione unicamente di fosfo-tirosine (pTyr) fanno parte delle 

classical PTPs e possono contenere uno o due domini catalitici di circa 

240-250 amminoacidi. Il consensus motif  è rappresentato dalla sequenza 

HCSAGxGRxG (H= istidina, C= cisteina, S= serina, A= alanina, G= 
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glicina, R= arginina). Le classical PTPs vengono suddivise, sulla base delle 

sequenze che fiancheggiano il dominio catalitico, in fosfatasi 

transmembrana (RPTPs) e fosfatasi non transmembrana (non-TM). Le 

sequenze fiancheggianti svolgono funzioni regolatorie poiché 

rappresentano siti d’interazione per le proteine target e/o per proteine 

regolatorie. Per esempio, il segmento extracellulare delle PTPs 

transmembrana contiene siti di legame per ligandi regolatori, i quali 

possono regolarne l’attività catalitica in risposta a stimoli specifici. La 

fosfatasi transmembrana meglio caratterizzata è l’enzima CD45. Fra le 

fosfatasi non-transmembrana sono state meglio caratterizzati gli enzimi 

PTP1B (Protein Tyrosine Phosphatase 1B) e le fosfatasi Shp1 e Shp2 

(rispettivamente Src homology two-domain containing phosphatase 1 e 2).  

Le fosfatasi che defosforilano non solo residui di fosfo-tirosine (pTyr), ma 

anche residui di fofso-serina e fosfo-treonina (pSer/pThr) fanno parte delle 

dual-specificity PTPs. Il consensus motif di queste proteine è costituito 

dalla sequenza HCxxGxxR. A questa categoria appartengono le MAP 

chinasi-fosfatasi (MKPs) e i membri della famiglia cdc25. 

Tutti i membri della superfamiglia PTP agiscono con lo stesso meccanismo 

catalitico: attacco nucleofilo tra il residuo di cisteina presente nel consensus 

motif e il gruppo fosfato legato allo specifico residuo amminoacidico delle 

proteine bersaglio. 
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La struttura delle tirosino fosfatasi Shp-1 e Shp-2. 

Il gene umano della fosfatasi Shp-1 (prima chiamata PTP1C, SHP, HCP o 

SH-PTP1) è localizzato sul cromosoma 12 (12p13) (Plutzky et al. 1992; 

Matsuscita et al. 1999). Il gene shp-1 comprende 17 esoni, ed è lungo circa 

17kb (figura 10) (Wu et al. 2003). Il gene shp-1 possiede due differenti 

promotori, la cui attività è tessuto specifica e che danno origine a due 

differenti isoforme della proteina. Le due isoforme della proteina 

differiscono fra loro per il codone di inizio utilizzato. I due differenti 

codoni di inizio sono localizzati negli esoni 1 e 2, rispettivamente (figura 

10). Le due isoforme quindi differiscono per la sequenza amminoacidica 

all’N-terminale, MLSRG per l’isoforma 1 e MVR per l’isoforma 2. Le 

differenze nell’attività enzimatica tra le due isoforme sono invece irrisorie 

(Plutzky et al. 1992; Walton et al. 1993). L’espressione delle due isoforme 

è tessuto specifica, in quanto il promotore 1, che è localizzato circa 7kb a 

monte del promotore 2, è attivo in tutte le cellule tranne che nelle linee 

ematopoietiche, mentre il promotore 2 è attivo esclusivamente in queste 

ultime. I residui amminoacidici 1-108 e 116-208, all’estremità N-terminale 

della catena polipeptidica, formano due Src-homology-2 domain, 

denominati rispettivamente domini N-SH2 e C-SH2. I residui 

amminoacidici 270-532 formano il dominio catalitico (figura 11). 

Il gene umano della fosfatasi Shp-2 (prima chiamata SH-PTP2, PTP1D, 

SH-PTP3 e Syp) è localizzato anch’esso sul cromosoma 12 (12q24). La 
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fosfatasi Shp-2 è una proteina che viene espressa ubiquitariamente in vari 

tipi di cellule e di tessuti. I residui amminoacidici 6-101 e 112-211 

formano, come i due domini all’N-terminale di Shp-1, due domini SH2 

(Src-homology-2 domains), denominati anche in questo caso domini N-

SH2 e C-SH2. La regione compresa fra i residui amminoacidici 276-519 

contiene il dominio catalitico (figura 12). Le strutture tridimensionali delle 

fosfatasi Shp-1 e Shp-2 presentano un elevato livello di omologia e la 

determinazione della struttura cristallografica di Shp-1 rivela che i suoi tre 

domini sono assemblati come quelli di Shp-2 (figura 13). L’interazione tra 

il dominio N-SH2 e il dominio catalitico (PTP) suggerisce che sia Shp-1 

che Shp-2 usino il dominio N-SH2 per mantenere l’enzima in una 

conformazione inattiva (Yang et al. 2003), e che la elevata mobilità del 

dominio C-SH2 funzioni come un’antenna per identificare i fosfopeptidi 

attivatori. Infatti, il legame di un fosfopeptide con il dominio C-SH2 

comporta una modificazione conformazionale della molecola per cui il 

dominio N-SH2 si apre per interagire con un secondo fosfopeptide, 

liberando così il dominio catalitico e rendendolo pronto a catalizzare la 

reazione biologica (figura 14).  
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Il coinvolgimento delle tirosino fosfatasi Shp-1 e Shp-2 nei meccanismi 

delle trasduzione del segnale mediati da recettori di membrana  

Molti recettori di membrana, ad esempio i recettori per i fattori di crescita, 

possiedono una attività tirosino chinasica intrinseca che viene attivata dal 

legame del recettore con una molecola di ligando che ne induce la 

dimerizzazione. Come conseguenza della dimerizzazione, le molecole di 

recettore si transfosforilano in tirosina e si attivano cataliticamente. Una 

volta attivato, il recettore lega le proteine bersaglio mediante il 

riconoscimento tra la tirosina fosforilata del recettore e il domino SH2 o 

PTB della proteina bersaglio.  

Le fosfatasi Shp-2 e Shp-1, contengono entrambi domini SH2 e vengono 

attivate dal legame del dominio SH2 con le fosfotirosine dei recettori di 

membrana, o con le fosfotirosine presenti su proteine citosoliche. Poichè 

Shp-1 ed Shp-2 sono localizzate, nella via di trasduzione del segnale, a 

valle dei recettori di membrana, in seguito alla loro attivazione si innescano 

complesse interazioni proteiche che trasmettono il segnale all’interno della 

cellula, allo scopo di guidarla verso la proliferazione o la differenziazione.  

 

(A) Le vie di trasduzione del segnale nelle quali è specificamente coinvolta 

la tirosino fosfatasi Shp-2 

La tirosino fosfatasi Shp-2 è espressa ubiquitariamente e si pensa che 

partecipi a diversi meccanismi di trasduzione del segnale, compresi quelli 
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che partono dalla stimolazione delle cellule con fattori di crescita come 

PDGF (Platelet-derived growth factor), EGF (Epidermal growth factor) ed 

IGF-1 (insulin-like growth factor-1), con citochine come IL-3, GM-CSF ed 

EPO, ed ancora con insulina ed interferone (Neel et al. 1997; Huyer et al. 

1999).  

La tirosino fosfatasi Shp-2 è definita un effettore positivo nella 

trasmissione di segnali all’interno della cellula in quanto partecipa sia 

all’attivazione della via Ras/MAPK che all’attivazione della via 

PI3K/AKT.  

Fibroblasti stimolati con il fattore di crescita dell’epidermide, EGF, 

incrementano l’emivita della forma attivata di Ras chiamata GTP-Ras. La 

conversione della forma GTP-Ras (cataliticamente attiva) alla forma GDP-

Ras (cataliticamente inattiva) è mediata da Ras-GAP che trasloca sulla 

membrana plasmatica perchè lega il recettore per l’EGF sulla tirosina 

fosforilata in posizione 992 (Agazie et al. 2003). L’ipotesi è che la fosfatasi 

Shp-2 ha un ruolo critico nell’aumento dell’emivita della forma GTP-Ras 

poichè, defosforilando la fosfo-tirosina 992 dell’EGFr, impedisce il legame 

Ras-GAP/EGFr che è alla base della conversione  della forma GTP-Ras 

nella forma GDP-Ras. 

Studi usando fibroblasti derivati da topi Gab1-/- e FRS2-/- hanno indicato 

che le interazioni tra le proteine adattatrici Gab1 ed FRS2 con la fosfatasi 

Shp-2 sono indispensabili per l’attivazione della via Ras/Erk mediata dalla 
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stimolazione delle cellule con i fattori di crescita PDGF e EGF (Itoh et al. 

2000).  

È stato dimostrato che, stimolando fibroblasti con il fattore di crescita FGF, 

la fosfatasi Shp-2 potrebbe defosforilare la proteina Sprouty (Spry) 

(Hanafusa et al. 2002). La proteina Spry è fosforilata in tirosina in seguito a 

stimolazione con il fattore di crescita FGF e come conseguenza della 

fosforilazione in tirosina di Spry si verifica l’inibizione della via di 

trasduzione del segnale Ras-MAP chinasi. L’ipotesi che Spry sia un 

substrato della fosfatasi Shp-2 è stata confermata in un recente lavoro in cui 

è stato dimostrato che la defosforilazione di Spry da parte di Shp-2 

stabilizza l’attivazione della via Ras-MAP chinasi in risposta all’FGF 

(fibroblast growth factor) (Hanafusa et al. 2004 ). 

Il fattore trascrizionale nucleare NF-kB ha un ruolo importante in molti 

processi infiammatori, ed è attivato dalla stimolazione delle cellule con 

fattori che includono il fattore alfa di necrosi tumorale, l’interleuchina-1 e i 

raggi UV. Molti lavori suggeriscono che l’attivazione del fattore 

trascrizionale NF-kB è mediato anche dall’attivazione del recettore per il 

fattore di crescita dell’EGF. Quello che è noto è che, stimolando con EGF 

cellule di glioma U87, l’attivazione del recettore dell’EGF provoca una 

interazione tra la fosfatasi Shp-2 e la proteina adattatrice Gab1. Il 

complesso Shp-2/Gab1 attiva la via PI3K/AKT e come conseguenza  è 

attivato il fattore trascrizionale NF-kB (Kapoor et al. 2004).  
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La stimolazione di fibroblasti di ratto 3T3 con i fattori di crescita EGF e 

PDGF attiva la chinasi Src. Neel e colleghi hanno dimostrato che inibendo 

l’espressione della fosfatasi Shp-2 in fibroblasti 3T3, si verifica una iper-

fosforilazione della tirosina inibitoria 529 di Src. L’ipotesi è che a regolare 

i livelli di fosforilazione della tirosina inibitoria 529 di Src è proprio 

l’attività biologica della fosfatasi Shp-2 (Zhang et al. 2004). 

È stato riportato che in motoneuroni di ratto MN1 la stimolazione di RET 

con il GDNF attiva la via PI3K/AKT attraverso la formazione di un 

complesso multiproteico che include RET, la fosfatasi Shp-2 e le proteine 

adattatrici SHC, Grb2 e Gab2 (Besset et al. 2000).  

Questi dati, nel loro insieme, portano alla conclusione che la fosfatasi Shp-

2 funziona generalmente come effettore positivo sia nella differenziazione 

che nella proliferazione cellulare. 

 

(B) Vie di trasmissione del segnale a cui partecipa la tirosino fosfatasi 

Shp-1 

Il dominio catalitico di Shp-1 può legare la sequenza consenso 

(D/E)X(L/I/V)X1-2pYXX(L/I/V), definita il motivo ITIM (immunoreceptor 

tyrosine-based inhibition motif). Questo motivo strutturale può trovarsi in 

proteine differenti, molte delle quali sono recettori transmembrana per 

ligandi dotati di attività inibitoria. 
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Studi condotti su topi motheaten (me) e topi viable motheaten (mev), ceppi 

mutanti spontanei che non esprimono la proteina Shp-1, hanno definito che 

la fosfatasi Shp-1 è importante per la maturazione e la funzione dei 

linfociti. Infatti, i topi omozigoti per me oppure mev sviluppano malattie 

autoimmuni che ne causano la morte dopo 3-9 settimane. Una ridotta 

espressione di Shp-1 è stata riscontrata in molti casi di linfoma di Burkitt, 

conosciuti come linfoma umano delle cellule B (Delibrias et al. 1997). 

Nei linfociti B, Shp-1 lega motif ITIM presente nei recettori inibitori, come 

CD22 e CD72, mediante il proprio dominio SH2 e defosforila le proteine a 

valle. Come conseguenza si può verificare o la terminazione di segnali 

attivatori oppure l’attivazione di altre vie come ad esempio la via 

apoptotica. 

L’espressione della fosfatasi Shp-1 è notevolmente ridotta in molte linee di 

carcinoma e la crescita di cellule cancerose viene soppressa dopo 

l’introduzione del gene shp-1 nelle corrispondenti linee cellulare. Shp-1 

potrebbe quindi funzionare come un potente soppressore tumorale.  

In cellule epiteliali maligne MCF7 (carcinoma della mammella), è stato 

dimostrato che Shp-1 è associata al recettore del PDGF (Vogel et al. 1993) 

ed alla subunità p85 di PI3K (Yu et al. 1998) attraverso il proprio dominio 

N-SH2. In cellule MCF7, la stimolazione con il PDGF riduce i livelli di 

attivazione del promotore di c-fos. Poiché in questa linea cellulare Shp-1 è 
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overespressa, si pensa che la fosfatasi regoli negativamente la via del 

recettore per il PDGF.  

Il recettore per il fattore di crescita EGF è un importante induttore della 

motilità e della mitogenesi dei fibroblasti del derma. Durante 

l’invecchiamento cellulare, sia in vivo che in vitro, i fibroblasti dimostrano 

una ridotta capacità di migrare e di proliferare in risposta a fattori di 

crescita (Shiraha et al. 2000). Di recente  è stato dimostrato che cellule 

Hs68 (fibroblasti umani) mostrano una ridotta fosforilazione in tirosina del 

recettore per l’EGF durante l’invecchiamento cellulare, e che questa 

diminuzione è correlata da un aumento nei livelli  di espressione della 

fosfatasi Shp-1 (Kien et al. 2003).  

Il fattore di crescita NGF (nerve growth factor) media la sopravvivenza e la 

differenziazione di cellule neuronali stimolando l’attività tirosino chinasica 

del recettore TrkA. In cellule neuronali PC12, il recettore TrkA è a sua 

volta regolato negativamente dalla fosfatasi Shp-1 (Marsh et al. 2003). 

Shp-1 lega il recettore TrkA a livello del residuo di fosfo-tirosina 490 con il 

proprio dominio SH2. Il legame induce la defosforlazione delle 

fosfotirosine Y674/675 di TrkA, con conseguente induzione di apoptosi.  

Studi condotti sul coinvolgimento della fosfatasi Shp-1 nei segnali 

intracellulari mediati da un mutante del recettore RET attivato 

costitutivamente (Ret9bp), hanno dimostrato che in cellule NIH3T3 la co-

espressione stabile di Shp-1 e Ret9bp riduce di circa il 20% la 
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fosforilazione del recettore ed abbassa a circa il 40% la sua capacità 

trasformante con un decremento dell’attivazione di Erk (Hennige et al. 

2001).  

Considerati nell’insieme, questi risultati definiscono la fosfatasi Shp-1 

come effettore negativo in più vie di trasduzione del segnale. 
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SCOPO DELLA TESI 

Shp-1 e Shp-2 sono fosfatasi citosoliche coinvolte negli eventi di 

trasduzione del segnale mediati da recettori di membrana. Sebbene 

presentino il 55% di identità di sequenza, le due proteine svolgono funzioni 

biologiche opposte. Shp-1 è espressa soprattutto in cellule ematopoietiche e 

funziona come regolatore negativo in diversi sistemi cellulari, anche quelli 

non ematopoietici. Viceversa, Shp-2 è una proteina espressa 

ubiquitariamente che funziona come regolatore positivo in molte vie di 

trasduzione del segnale che partono da recettori tirosino chinasici e 

recettori di citochine. 

Le mutazioni nel gene ret, che codifica per un recettore con attività tirosino 

chinasica, sono alla base di sindromi tumorali come la Neoplasia Endocrina 

Multipla di tipo2 (MEN 2) e il Carcinoma Midollare Familiare delle 

Tiroide (FMTC). Entrambe le sindromi sono ereditate per via germinale. 

Il coinvolgimento delle fosfatasi Shp-1 e Shp-2, nei meccanismi di 

trasduzione del segnale a valle del recettore RET non è conosciuto (Besset 

et a.l 2000; Kurokawa et al. 2001; Hennige et al. 2001).  

Lo scopo della tesi è stato quello di analizzare sia le interazioni di Shp-1 e 

Shp-2 con il recettore RET che l’effetto di tale interazione nei meccanismi 

di trasduzione del segnale mediati dai mutanti di RET (RETC634Y e 

RETM918T). I mutanti RETC634Y e RETM918T  sono rispettivamente associati 

alle sindromi tumorali MEN2A e MEN2B. 
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Poiché sia Shp-2 che Shp-1 segnalano a valle di recettori di membrana, 

abbiamo valutato se la localizzazione del recettore RET in differenti 

microdomini di membrana potesse regolare in maniera differenziale il 

riconoscimento fra le due fosfatasi e la proteina RET.     

Per questo studio abbiamo usato come sistema modello cellule di 

feocromocitoma di ratto PC12 trasfettate stabilmente con due differenti 

alleli mutanti del recettore RET (RETC634Y e RETM918T), che codificano 

molecole attivate costitutivamente. Le ragioni della scelta di questo sistema 

cellulare sono duplici: 1) i feocromocitomi sono tumori caratteristici della 

patologia MEN2 e quindi le PC12 sono cellule molto simili alle linee 

cellulari che esprimono RET in condizioni fisiologiche; 2) le cellule 

esprimono sia Shp-1 che Shp-2. 

 

I risultati ottenuti sono stati oggetto di pubblicazione (D’alessio et al. 2003; 

Incoronato et al. 2004; Amoresano et al. 2004; Chalet-Berguerand et al. 

2004) 
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MATERIALI E METODI 

 

1. Colture cellulari e trasfezioni 

La linea cellulare PC12 è stata cresciuta in mezzo RPMI 1640 (GIBCO) 

addizionato con 10% siero di cavallo, 5% siero fetale bovino e 2mM L-

glutammina. Le linee cellulari PC12/RetC634Y, PC12/RetM918T e PC12/Retwt, 

sono state ottenute trasfettando stabilmente la linea parentale PC12 con i 

plasmidi di espressione in eucarioti in cui è stato clonato il cDNA 

corrispondente a RETC634Y, RETM918T  e RETwt umano nella isoforma Ret9, 

rispettivamente. Le linee cellulari sono state selezionate per la capacità di 

crescere in presenza di 0,025mg/ml acido micofenolico (SIGMA), e 

selezionate per tre settimane in un mezzo di selezione gpt contenente 

0,25mg/ml di Xantina (SIGMA) addizionato con sali HAT (SIGMA).  

La linea cellulare PC12-α1/wt è stata ottenuta trasfettando stabilmente 

cellule PC12/Retwt con un plasmide di espressione in eucarioti in cui è stato 

clonato il cDNA corrispondente al GFRα-1, e selezionata per tre settimane 

in un mezzo selettivo gpt in presenza di 0,4mg/ml di G418.  

Le linee cellulari PC12/RetC634YShp-2wt e PC12/RetM918TShp-2(c/s) sono 

state ottenute trasfettando stabilmente un plasmide di espressione in cui è 

stato clonato il cDNA di myc-Shp-1 wt e di myc-Shp-2(c/s), e selezionate 

per tre settimane in un mezzo di selezione gpt in presenza di 0,4mg/ml di 

G418.  
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Tutti gli esperimenti di trasfezione cellulare sono stati eseguiti usando 

come reagente la Lipofectammina 2000 (Invitrogen) seguendo le istruzioni 

della ditta. Per le trasfezione transienti le cellule, 24 h dopo che sono state 

piastrate, sono state trasfettate con 0,5µg i plasmidi d’espressione per i 

mutanti di RET (RETC634Y e RETM918T) in presenza di 2µg del plasmide 

reporter. Il plasmide pEBG-mBad contiene la sequenza relativa al gene Bad 

fuso al gene glutatione-S-transferasi (GST) (New England Biolabs, Inc., 

Beverly, MA). Il plasmide pCEFL-HA-Akt contiene il gene per la proteina 

Akt fuso all’epitopo emaglutinina (HA). Dove è indicato, le cellule sono 

state stimolate aggiungendo nel mezzo di crescita 100ng/ml GDNF 

(Promega) oppure 100ng/ml 2.5S NGF (Upstate Biotechnology, Lake 

Plaid, NY). 

 

 

2. Clonaggio  

La proteina di fusione GST-(N+C SH2)Shp-1, che codifica gli 

amminoacidi 1-251 della proteina Shp-1, è stata generata per PCR 

(polimerase chain reaction) dal cDNA di Shp-1 usando i primer 5’-

ATGAGATCTATGCTGTCCCGTGGGTGG-3’ e 5’-

CATGAATTCTTACTCAAACTCCTCCCAGAA-3’. Il prodotto ottenuto 

per PCR è stato digerito con gli enzimi di restrizione EcoRI e BglII ed è 

stato legato al vettore pGEX-4T3. La proteina GST-(N+C SH2)Shp-1 è 
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stata ottenuta trasformando il batterio Escherichia coli con il plasmide 

pGEX-4T3/(N+C SH2)Shp-1. I batteri trasformati con il plasmide sono 

stati cresciuti alla temperatura di 37°C fino ad un valore di assorbimento a 

600nm pari a 0,6 OD e sono stati stimolati con 1mM di IPTG per 3 h. La 

proteina GST-(N+C SH2)Shp-1 è stata purificata ad omogeneità su 

cromatografia di affinità usando la resina glutatione-sefarosio. Il plasmide 

GST-(N+C SH2)Shp-2 c’è stato gentilmente fornito da B. Neel.  

 

 

3. Preparazione di estratti cellulari, immunoprecipitazioni e 

immunoblotting 

Per la preparazione degli estratti cellulari, le cellule sono state lavate in 

PBS freddo e lisate in buffer A, 50mM Tris-HCl pH 8.0 contenente 

150mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 2 µg/ml aprotinia, 1 µg/ml pepstatina, 2 

µg/ml leupeptina e 1 mM Na2VO4. La concentrazione proteica dell’estratto 

cellulare è stata determinata usando il dosaggio Bradford usando come 

standard l’albumina di siero bovino. 

Per gli esperimenti di immunoprecipitazione, gli estratti cellulari (1 mg) 

sono stati incubati per 2 h alla temperatura di 4°C con anticorpi specifici e 

quindi immunoprecipitati con la proteina G coniugata all’agarosio (G-plus 

agarosio, Calbiochem, Oncogene Research) per 16 h a 4°C. Gli 

immunoprecipitati sono stati lavati 5 volte con il buffer A, denaturati in 
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buffer Laemmli per 5’ a 100°C e caricati su un gel SDS-PAGE (8% 

acrilammide). Le proteine sono state elettroblottate su una membrana 

PVDF (Millipore, Bedford, MA), immunoblottate con specifici anticorpi 

primari e anticorpi secondari coniugati con la perossidasi, ed analizzate 

usando un sistema di chemioluminescenza ECL (Amersham-Pharmacia 

Biosciences).  

Gli anticorpi primari che abbiamo usato sono: anti-RET (H-300), anti-Shp-

1 (C-19), anti-Shp-2 (C-18), anti-Gab2, anti-myc (9E10) della Santa Cruz 

Biotechnology, CA; anti-fosfo-tirosina (4G10) della Upstate 

Biotechnology; anti-GST della Amersham Pharmacia Biosciences; anti-HA 

della Roche Molecular Biochemicals; anti-pAkt (Ser473), anti-Bad, anti-

Bad-112 e anti-Bad-136 della New England Biolabs Inc. 

Quando è indicato, i filtri sono stati strippati in 65,5 mM Tris-HCl pH 6,7 

in presenza di 100 mM 2-mercaptoetanolo e 2% sodio dodecil solfato 

(SDS) per 30 minuti a 55°C. 

Per gli immunoblott mostrati in figura, sono state eseguite analisi statistiche 

usando il programma per PC, NIH image. 

 

 

4. Gradienti di Saccarosio 

Le cellule PC12/RetC634Y, PC12/RetM918T  e PC12-α1/wt, sono state lavate in 

PBS freddo e lisate in 2 ml di buffer B, 20 mM tris-HCl pH 8.0 contenente 



 39 

15 mM NaCl, 1% Triton X-100, 10 mM EDTA, 2 µg/ml aprotinina, 1 

µg/ml pepstatina, 2 µg/ml leupeptina e 1 mM Na2VO4. Ai 2 ml di lisato 

cellulare, sono stati aggiunti 2ml di 80% saccarosio ottenendo una 

soluzione al 40% saccarosio. I 4ml al 40% saccarosio, contenenti i lisati 

cellulari, sono stati posti sul fondo di un tubo per centrifuga da 12 ml e uno 

step di gradiente di saccarosio (5-35% saccarosio sciolto in 20mM Tris-

HCl pH 7,5, 15 mM NaCl e 10 mM EDTA) è stato adagiato sui 4 ml di 

saccarosio al 40%. I campioni sono stati centrifugati a 260 000 x g per 16 h 

in un rotore SW41 della Beckman (Fullerton, CA) e raccolti in frazioni da 

1 ml. Le proteine contenute nelle singole frazioni sono state precipitate in 

20% acido tricloro acetico (TCA), solubilizzate e denaturate in buffer 

Laemmli per 5 minuti a 100°C. I campioni così preparati sono stati caricati 

su un gel SDS-PAGE (8% acrilammide) ed immunoblottati con specifici 

anticorpi. Dove è indicato, le singole frazioni del gradiente di saccarosio 

sono state immunoprecipitate con anticorpi anti-Shp-1 o anti-Shp-2. 

 

 

5. Analisi per “Far Western Blotting “ e dosaggi “GST pull-down” 

In esperimenti di Far Western Blotting, 200µg di estratti cellulari sono stati 

caricati su un SDS-PAGE (8% acrilammide). Le proteine sono state 

elettroblottate su membrana PVDF e il filtro è stato incubato, per 1 h a 

temperatura ambiante, in 20mM Tris-HCl pH 7,5 contenente 15mM NaCl, 
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0,1% Tween 20 e 5% latte non grasso. Dopo l’incubazione il filtro è stato 

ibridato, per 30 minuti a temperatura ambiente, con 1,5 µg/ml della 

proteina di fusione GST-(N+C SH2)-Shp-1 oppure della proteina di fusione 

GST-(N+C SH2)-Shp-2. Per identificare il legame tra la proteina fusa alla 

GST e le proteine fosforilate in tirosina, il filtro è stato immunoblottato con 

anticorpi anti-GST. 

Nei dosaggi GST pull-down, 1 mg di estratto cellulare è stato incubato, per 

1 h a 4°C, con 30 µl di resina glutatione sefarosio e 50 µg della proteina 

fusa alla GST. La resina e stata lavata in buffer B e sospesa in 30 µl di 

buffer Laemmli. Le proteine legate alla resina sono state denaturate per 5 

minuti a 100°C, caricate su SDS-PAGE (8% acrilammide) ed 

immunoblottate usando anticorpi anti-Ret (H300). 

 

 

6. Dosaggi di fosfatasi 

Un milligrammo di estratto grezzo di cellule PC12/RetC634Y e 

PC12/RetM918T è stato immunoprecipitato per 2 h a 4°C con anticorpi anti-

Shp-1 o anti-Shp-2 in presenza della proteina G coniugata all’agarosio. 

Dopo l’incubazione la resina è stata lavata prima con buffer B e poi con  

50mM HEPES contenente 5mM EDTA e 10mM DTT (buffer C). Gli 

immunoprecipitati sono stati incubati in una miscela di reazione [buffer C 

in presenza di 20nM microcisteina-leucina-arginina (Alomone 
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Laboratoires) e 10 µM ZnCl2] alla temperatura di 30°C fino ad un tempo di 

30 minuti. La reazione è stata bloccata aggiungendo 20 µl di buffer 

Laemmli 3X. Dopo la denaturazione i campioni sono stati caricati su 8% 

SDS-PAGE, le proteine sono state trasferite su membrana PVDF ed 

immunoblottate con anticarpi anti-pTyr. 

 

 

7. Identificazione del DNA frammentato e dosaggi TUNEL 

Per l’estrazione del DNA frammentato, 2,5x106 cellule sono state incubate 

per 16 h e 40 h in un mezzo di crescita privo di siero, quindi lisate in buffer 

5mM Tris-HCl pH 7.4 in presenza di 0,5 % Triton X-100 e 20mM EDTA. I 

nuclei intatti sono stati rimossi mediante centrifugazione e il DNA solubile 

è stato purificato con estrazione fenolo/cloroformio e precipitato in 75% 

etanolo. Il DNA frammentato è stato analizzato mediante elettroforesi su 

gel 1,2% agarosio. 

Per i dosaggi TUNEL, 2,5x106 cellule sono state trattate come descritto 

dalle specifiche del Kit Roche Molecular Biochemicals. L’apoptosi è stata 

identificata usando il colorante Fast Red (Dako Co., Carpenteria, CA). 

 

8. Dosaggi CAT  

Gli estratti cellulari sono stati prelevati dopo 72 h dalla trasfezione e 

l’attività della proteina cloramfenicolo-acetil-transferasi (CAT) è stata 
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analizzata mediante cromatografia su strato sottile come è descritto da 

Califano e colleghi (Califano et al. 1996). Gli spots sono stati isolati 

individualmente e contati allo scintillatore liquido. Per ciascun 

esperimento, la percentuale di conversione a cloramfenicolo-acetilato-C14 e 

stato calcolato e normalizzato per l’efficienza di trasfezione. La stessa 

efficienza di trasfezione è stata confermata con dosaggi di luciferasi, 

trasfettando le cellule con il reporter plasmidico pSV-Luc. 

 

 

9. Dosaggi di chinasi per la proteina AKT 

Cellule PC12 sono state trasfettate transientemente con i plasmidi 

d’espressione pMV7-RetC634Y, pMV7-RetM918T, pCEFL-HA-Akt, e 

pcDNA3.1Shp-2(c/s) ad un rapporto molare Ret/Akt = 1/6 e Ret/Shp-2 = 

1/6. Le cellule sono state raccolte 48 h dopo la trasfezione, lisate con buffer 

B e 0.5 mg dell’estratto grezzo sono stati immunoprecipitati con anticorpi 

anti-HA per 2 h a 4°C. I campioni sono stati lavati in un buffer di reazione 

20mM HEPES pH 7,4 contenente 10mM MgCl2 e 10mM MnCl2 ed 

incubati nello stesso buffer in presenza di 60 µg/ml di istone 2B (Upstate 

Biotechnology), 1mM ATP, 1mM DTT e 10µCi di [α-32P]ATP per 30 

minuti a 25°C, la reazione è stata bloccata aggiungendo buffer Laemmli. I 

prodotti della reazione della chinasi sono stati caricati su 8% SDS-PAGE, 

trafseriti su membrana PVDF ed autoradiografati.  
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RISULTATI 

1. Shp-1 e Shp-2 legano il recettore di membrana RET formando due 

complessi multiproteici distinti.  

E’ noto che le fosfatasi Shp-2 e Shp-1 possono partecipare alle vie di 

trasduzione del segnale mediate da RET, ma non è ancora chiaro se leghino 

RET direttamente, nè quali siano le loro proteine bersaglio.  

Poiché entrambe le fosfatasi sono localizzate a valle di recettori di 

membrana, ci siamo chiesti se, in un sistema cellulare in cui il recettore 

RET è attivo costitutivamente, Shp-1 e Shp-2 possano far parte di un 

complesso multiproteico in cui è presente RET. A tale scopo, abbiamo 

usato cellule PC12 trasfettate stabilmente con RETwt, oppure con gli alleli 

mutati RETC634Y e RETM918T, rispettivamente cellule PC12/wt, 

PC12/RetC634Y e PC12/RetM918T . Queste linee cellulari esprimono livelli 

comparabili del recettore (Califano et al. 2000). Le colture cellulari sono 

state lisate come descritto in Materiali e Metodi e ciascun lisato cellulare è 

stato immunoprecpitato usando anticorpi anti-Shp-1(figura 15 A, destra) 

oppure anticorpi anti Shp-2 (A, sinistra) ed è stato immunoblottato usando 

anticorpi anti-pTyr (pannello a) e anti-RET (pannello b). Come è mostrato 

in figura, le proteine RET mutate (RETC634Y nella linea cellulare 

PC12/RetC634Y e RETM918T nella linea cellulare PC12/RetM918T) co-

immunoprecipitano con ciascuna fosfatasi (pannelli a e b, canali 3, 4, 7 e 
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8), viceversa la proteina RET non mutata (RETwt nella linea cellulare 

PC12/wt) non co-immunoprecipitata con nessuna delle due fosfatasi 

(pannelli a e b, canali 1 e 2). Allo scopo di verificare se le due fosfatasi 

fanno parte dello stesso complesso multiproteico, il filtro è stato 

immunoblottato con anticorpi anti-Shp-1 (pannello d) e anti-Shp-2 

(pannello c). Come è riportato in figura, negli immunoprecipitati con 

anticorpi anti-Shp-1, la fosfatasi Shp-1 non co-immunoprecipita con la 

fosfatasi Shp-2 (pannello c, canali 1 a 4) e negli immunoprecipitati con 

anticorpi anti-Shp-2, la fosfatasi Shp-2 non co-immunoprecipita con la 

fosfatasi Shp-1 (pannello d, canali da 5 a 8). Ciò suggerisce che i due 

complessi sono distinti e che ciascuna fosfatasi può legare le forme mutate 

di RET ma non l’altra fosfatasi. Per confermare che le due fosfatasi non 

coesistono nello stesso complesso multiproteico, abbiamo eseguito due 

ulteriori passaggi di immunoprecipitazione. Per deprivare i sopranatanti, 

immunoprecipitati con anticorpi anti-Shp-1 o anticorpi anti-Shp-2, dai 

complessi Shp-1/RET e Shp-2/RET, rispettivamente, abbiamo 

immunoprecipitato ciascun supernatante per la seconda volta con lo stesso 

anticorpo (B). In seguito, i sopranatanti privi dei complessi Shp-1/RET 

sono stati immunoprecipitati con anticorpi anti-Shp-2 (C, sinistra) e i 

sopranatanti privi dei complessi Shp-2/RET sono stati immunoprecipitati 

con anticorpi anti-Shp-1 (C, destra). Come è mostrato nella figura, nei 

sopranatanti deprivati dei complessi Shp-1/RET sono presenti i complessi 
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Shp-2/RET (primo pannello canali 3 e 4) e nei sopranatanti deprivati dei 

complessi Shp-2/RET sono presenti i complessi Shp-1/RET (primo 

pannello canali 7 e 8). Questi risultati indicano che, in un sistema cellulare 

in cui RET è attivo costitutivamente, il recettore media la formazione di 

due distinti complessi multiproteici, uno in cui il recettore RET è legato 

alla fosfatasi Shp-1 e l’altro in cui il recettore è legato alla fosfatasi Shp-2.  

RETwt in assenza di stimolazione con il GDNF non è in grado di formare 

complessi con nessuna delle due fosfatasi (C, canali 2 e 6). 

 

2. La localizzazione nei microdomini di membrana “lipid rafts” delle 

proteine RET mutate e delle fosfatasi Shp-1 e Shp-2. 

L’attivazione del recettore RET, mediato dal legame del recettore al fattore 

di crescita GDNF e al co-recettore GFRα-1, induce la traslocazione del 

recettore in microdomini di membrana chiamati “lipid rafts” (Tansey et al. 

2000; Paratcha et al. 2001). Abbiamo analizzato la distribuzione di 

membrana dei mutanti di RET (RETC634Y e RETM918T) e delle proteine Shp-

1 e Shp-2  usando dei gradienti di saccarosio all’equilibrio di densità. Come 

descritto in Materiali e Metodi, le singole frazioni dei gradienti sono stati 

precipitati in 20%TCA,  e le proteine presenti nelle frazioni sono state 

analizzate usando anticorpi anti-RET, anti-Shp-1, anti-Shp-2 e anti-pTyr 

(figura 16, A e B). Come è mostrato in figura, una significativa quantità di 

entrambe le forme mutante di RET, circa il 7,6% di RETC634Y (A, sinistra 
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pannello a, e C) e circa l’8,0% di RETM918T  (A, destra pannello a e C), sono 

state ritrovata nei “lipid rafts” (frazioni 4, 5 e 6). In assenza di stimolazione 

con GDNF, RETwt non localizza nei “lipid rafts” (B, pannello a e C). 

Analizzando la distribuzione della fosfatasi Shp-1 nelle frazione del 

gradiente di saccarosio si nota che, nella linea cellulare PC12-α1/wt in cui 

RET non è attivato, circa il 20% di Shp-1 si trova nelle frazioni del 

gradiente contenenti i “lipid rafts”, mentre il restante 80% è presente nelle 

frazioni che non contengono “lipid rafts” (B, pannello b e D). Viceversa, 

nelle linee celulari PC12/RetC634Y e PC12/RetM918T la fosfatasi Shp-1 è 

quasi tutta presente nelle frazioni che non contengono i “lipid rafts” 

(frazioni 8-12, A pannelli b e D). Analizzando la distribuzione della 

fosfatasi Shp-2 nelle frazione del gradiente di saccarosio si osserva che la 

fosfatasi è equamente distribuita lungo tutte le frazioni del gradiente, sia 

nella linea cellulare PC12/RetC634Y che nella linea cellulare PC12/RetM918T 

(A, pannelli c), mentre nella linea cellulare PC12-α1/wt la fosfatasi Shp-2 è 

soprattutto localizzata nelle frazioni che non contengono i “lipid rafts” (B, 

pannello c). Da questi risultati si evince che l’attivazione costitutiva del 

recettore RET fa variare la distribuzione delle tirosino fosfatasi Shp-1 e 

Shp-2 nelle frazioni del gradiente. Infatti, nella linea cellulare in cui RET 

non è attivo (PC12-α1/wt), Shp-1 localizza equamente in tutte le frazioni 

del gradiente mentre Shp-2 localizza soprattutto in domini di membrana 

che escludono i “lipid rafts”. Viceversa, nelle linee cellulari  in cui RET è 
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attivato (PC12/RetC634Y e  PC12/RetM918T), Shp-1 è presente nelle frazioni 

che escludono i “lipid rafts” mentre Shp-2 è presente sia nelle frazioni che 

includono i “lipid rafts” che nelle frazioni che li escludono. 

 

3. I complessi multiproteici Shp-1/RET ed Shp-2/RET attivati sono 

localizzati in differenti domini della membrana plasmatica. 

Come abbiamo dimostrato precedentemente, RET attivato può localizzare 

sia all’interno che esternamente ai “lipid rafts” e questa diversa 

localizzazione di membrana può guidare  l’interazione di RET con diverse 

proteine bersaglio. Dai risultati mostrati nella figura 16, sebbene in 

percentuale diversa, sia RET attivato che entrambe le fosfatasi possono 

localizzare nei “lipid rafts”. Poiché i mutanti di RET (RETC634Y e RETM918T) 

co-immunoprecipitano con Shp-1 e con Shp-2, ma le due fosfatasi non 

fanno parte dello stesso complesso multiproteico (figura 15), ci siamo 

chiesti se ciascun complesso potesse essere localizzato in differenti domini 

della membrana plasmatica. 

A tale scopo, per verificare in quali frazioni del gradiente fossero presenti i 

complessi multiproteici Shp-1/RET e Shp2/RET, abbiamo eseguito 

esperimenti di co-immunoprecipitazione. Come mostrato nella figura 17, 

abbiamo frazionato su gradienti di saccarosio i lisati cellulari delle cellule 

PC12/RetC634Y (A) e PC12/RetM918T (B). Quindi, immunoprecipitando con 

anticorpi anti-Shp-1 le frazioni del gradiente, abbiamo dimostrato che la 
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fosfatasi Shp-1 co-immunoprecipita con le isoforme di RET attivato sia 

nelle frazioni che contengono i “lipid rafts” (frazioni 4 a 6) che nelle 

frazioni che escludono i “lipid rafts” (frazioni 9-12 riunite) (A e B pannelli 

di sinistra). Inoltre, poiché nelle frazioni che escludono i “lipid rafts” il 

segnale della proteina Shp-1 è a saturazione, abbiamo effettuato una serie 

di diluizioni della frazione 9-12. Come è mostrato in A e in B, comparando 

la quantità di Shp-1 nella frazione 6 (frazione che include i lipi rafts) con la 

quantità di Shp-1 nella diluizione 1/50 (frazione che esclude i “lipid rafts”), 

il legame di Shp-1 a ambedue le forme attivate di RET è nettamente 

favorito all’interno dei “lipid rafts” rispetto alle frazioni che escludono i 

“lipid rafts”. Riportando in un istogramma la quantità del recettore RET 

mutato che co-immunoprecipita con Shp-1 (C) si osserva che, il legame nei 

“lipid rafts” di Shp-1/RETC634Y è decisamente favorito rispetto al legame 

Shp-1/RETM918T  (circa il 69% del totale in PC12/RetC634Y contro il 13.7% in 

PC12/RetM918T). Sembra plausibile che l’arricchimento preferenziale di 

Shp-1/RETC634Y nei “rafts” dipenda dalla specifica conformazione del 

recettore che, sebbene mutato, deve comunque dimerizzare per essere 

attivo, viceversa il mutante RETM918T  è attivo come omodimero. Questa 

possibilità è incoraggiata dalla differente partizione, nelle frazioni del 

gradiente di saccarosio, delle molecole di RET fosfarilate in tirosina (figura 

16 A pannelli d). Infatti, le molecole di RETC634Y fosforilate in tirosina si 
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accumulano nei “lipid rafts” mentre le molecole di RETM918T fosforilate in 

tirosina si distribuiscono lungo tutto il gradiente di saccarosio. 

Questa distribuzione è specifica per i complessi Shp-1/RET infatti, 

immunoprecipitado con anticorpi anti-Shp-2 le frazioni del gradiente di 

saccarosio contenenti le proteine delle cellule PC12/RetC634Y e 

PC12/RetM918T, sia il recettore RETC634Y che il recettore RETM918T  co-

immunoprecipitano con la fosfatasi Shp-2 esclusivamente nelle frazioni che 

escludono i “lipid rafts” (A e B pannelli di destra).  

Questi risultati dimostrano che le due fosfatasi non fanno parte dello stesso 

complesso proteico in cui è presente il recettore RET attivato (fugura 15) 

perchè il complesso Shp-1/RET attivato è localizzato in domini di 

membrana che includono i “lipid rafts” mentre il complesso  Shp-2/RET 

attivato è localizzano esclusivamente in domini di membrana che 

escludono i “lipid rafts”. 

 

4. Nelle linnee cellulari PC12/ RetC634Y e PC12/ RetM918T le fosfatasi 

Shp-1 e Shp-2 legano proteine differenti  

Allo scopo di determinare quali sono le proteine che legano Shp-1 e Shp-2 

a seguito dell’attivazione dell’oncogene RET, abbiamo costruito delle 

proteine di fusione che contengono i domini SH2, di Shp-1 e Shp-2, fusi 

alla proteina glutatione-S-transferasi (GST). Queste proteine di fusione 

sono state utilizzate, in esperimenti di “Far Western Blotting” (vedi 
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Materiali e Metodi), come sonde per identificare le proteine fosforilate in 

tirosina nei lisati cellulari delle linnee PC12/ RetC634Y e PC12/ RetM918T 

(figura 18 A). Poichè molte proteine, indipendentemente dalla presenza 

delle forme attivate di RET,sono fosforilate in tirosina dalla presenza del 

siero nel mezzo di crescita, abbiamo incluso nello stesso esperimento lisati 

cellulari di PC12/ RetC634Y e PC12/ RetM918T  ottenuti crescendo le cellule sia 

in assenza che in presenza di siero. Come è mostrato in A nel pannello di 

sinistra, in cellule PC12/RetC634Y e ancora di più in cellule PC12/RetM918T, 

la proteina di fusione GST-(N+C SH2)Shp-1 riconosce una banda di circa 

97kDa in peso (comparare canale 1 con canali 4 e 6). La proteina di 97kDa, 

riconosciuta dalla proteina di fusione GST-SH2/Shp-1, non è riconosciuta 

nei lisati di cellule PC12-α1/wt sia in presenza che in assenza di 

stimolazione con GDNF (canali 1 e 2, rispettivamente). Inoltre, nelle stesse 

linee cellulari, la proteina di fusione GST-(N+C SH2)Shp-1 identifica 

debolmente una doppia banda con un peso di circa 180 kDa compatibile 

con il peso molecolare del recettore RET (comparare canali 1 con 2, 3, 4 e 

6 rispettivamente). In parallelo, abbiamo eseguito gli stessi esperimenti 

usando la proteina di fusione GST-(N+C SH2)Shp-2. Come è mostrato 

nella figura 18 A (pannello centrale), la proteina di fusione GST-(N+C 

SH2)Shp-2 ibrida con un notevole numero di proteine fosforilate in tirosina 

tra cui anche la proteine da 97kDa riconosciuta dalla proteina di fusione 

GST-(N+C SH2)Shp-1. La proteina di 97kDa è compatibile con Gab2, 
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mentre l’identità delle altre proteine è del tutto sconosciuta. Inoltre, solo 

negli estratti citosolici di cellule PC12/RetM918T , la proteina di fusione GST-

(N+C SH2)Shp-2 riconosce due proteine di circa 170-180kDa che 

potrebbero corrispondere a RET (A, canale 6 e pannelli inferiori).Come è 

dimostrato da esperimenti di “pull down” (vedi di seguito), il legame tra la 

fosfatasi Shp-2 e RETM918T non è diretto indicando che le due proteine non 

sono identificabili con RET. Come controllo positivo dell’esperimento, 

abbiamo usato la proteina di fusione GST-Shc/FL (A, pannello di destra), 

poiché è noto che la proteina adattatrice SHC lega direttamente il recettore 

RET. Questi risultati indicano che, quando RET è attivato, le fosfatasi Shp-

1 e Shp-2, legano attraverso i loro domini SH2, dei bersagli proteici 

differenti e che il legame tra entrambe le fosfatasi e i mutanti di RET non è 

diretto. Allo scopo di confermare questa ipotesi, abbiamo eseguito dosaggi 

di pull-down con le stesse proteine di fusione (vedi Materiali e Metodi). 

Questo metodo ha come scopo quello di determinare il riconoscimento 

diretto e specifico tra il dominio SH2 della proteina fusa alla GST e un 

dominio fosforilato in tirosina della proteina bersaglio. Come è mostrato 

nella figura 18 pannello B, le proteine di fusione GST-(N+C SH2)Shp-1 

(canali 5-8) e GST-(N+C SH2)Shp-2 (canali 9-12) non legano né RETwt 

stimolato con GDNF né i mutanti di RET. Come controllo positivo 

abbiamo utilizzato la proteina di fusione GST-Shc/FL (canali 9-12). 

Considerati nell’insieme, questi risultati indicano che entrambe le fosfatasi 
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interagiscono con il recettore RET e che il legame è mediato da proteine 

differenti.  

5. RET attivato non è substrato delle fosfatasi Shp-1 e Shp-2 

Sebbene le fosfatasi Shp-1 e Shp-2 sono legate al recettore RET attraverso 

degli intermedi proteici, non si può escludere l’ipotesi che il recettore possa 

essere un substrato delle due fosfatasi. A tale scopo, abbiamo eseguito dei 

dosaggi di fosfatasi in vitro. I lisati cellulari di cellule PC12/RetC634Y e 

PC12/RetM918T sono stati immunoprecipitati con anticorpi anti-Shp-1 e 

anticorpi anti-Shp-2 e il prodotto dell’immunoprecipitato è stato incubato a 

tempi crescenti in un buffer di reazione per le fosfatasi (figura 19 A e B). 

Ciascun immunoprecipitato è stato analizzato usando anticorpi anti-pTyr. 

Come è mostrato nel pannello A, negli immunoprecipitati con anticorpi 

anti-Shp-1, la fosforilazione in tirosina delle proteine mutante di RET 

(RETC634Y  e RETM918T) non subisce decrementi durante i 15 minuti di 

incubazione. Come controllo interno, la freccia indica una proteina 

fosforilata in tirosina, con un peso di circa 97kDa, che è rapidamente 

defosforilata durante il primo minuto di incubazione. Allo stesso modo, 

negli immunoprecipitati usando anticorpi anti-Shp-2, la fosforilazione in 

tirosina delle proteine mutante di RET è costante fino a 10 minuti di 

incubazione (B). Come controllo interno, una proteina di circa 80-85kDa in 

peso è defosforilata durante i primi minuti di reazione (freccia).  
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I risultati ottenuti dai dosaggi di “pulldown” (figura 18) e dai dosaggi di 

fosfatasi in vitro (figura 19) indicano che i mutanti di RET non legano 

direttamente né la fosfatasi Shp-1 né la fosfatasi Shp-2, inoltre nessuno dei 

due mutanti è un substrato delle due fosfatasi.  

 

6. La proteina adattatrice Gab2 fa parte del complesso multiproteico 

Shp-2/RET attivato  

Come è stato dimostrato in esperimenti di Far western Blotting e di pull-

down (figura 18), il legame tra il recettore RET attivato con la fosfatasi 

Shp-2 è probabilmente mediato da intermedi proteici. Un lavoro pubblicato 

da Besset e colleghi ha dimostrato che in motoneuroni MN1, la 

stimolazione di RETwt con il fattore di crescita GDNF, media la formazione 

del complesso proteico Gab2/Shp-2 (Besset et al. 2000).  

Basandoci su queste osservazioni, ci siamo chiesti se il legame tra la 

fosfatasi Shp-2 e il recettore RET mutato potesse essere mediato dalla 

proteina di ancoraggio Gab2. A tale scopo, i lisati cellullari di cellule 

PC12/Retwt, PC12/RetC634Y e PC12/RetM918T, sono stati immunoprecipitati 

con anticorpi anti-Gab2 ed analizzati mediante immunoblotting con 

anticorpi anti-pTyr, anti-RET, anti-Gab2 ed anti-Shp-2 (figura 20 A). 

Come è mostrato nel pannello di sinistra, ibridando il filtro con anticorpi 

anti-pTyr, co-immunoprecipitano  con Gab2 diverse specie proteiche 

fosforilate in tirosina. Per verificare se ciascuno di questi complessi potesse 
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contenere il recettore RET attivato e la fosfatasi Shp-2, il filtro è stato 

tagliato ed ibridato con anticorpi anti-RET, anti-Gab2 e anti-Shp-2 

(pannello di destra). Come è mostrato in figura, sia i mutanti attivi di RET 

(RETC634Y e RETM918T) che la fosfatai Shp-2 (canali 2 e 3) co-

immunoprecipitano con Gab2. RETwt non stimolato con GDNF non co-

immunoprecipita né con Shp-2 né con Gab2 (canale 1). Per confermare il 

risultato, i lisati delle stesse linee cellulari sono stati immunoprecipitati con 

anticorpi anti-Shp-2 (B, pannello di sinistra) e anticorpi anti-RET (B, 

pannello centrale). In entrambi gli immunoprecipitati la fosfatasi Shp-2 co-

immunoprecipita con il recettore RET attivato. Inoltre, i mutanti attivi di 

RET co-immunoprecipitano anche con la subunità regolatoria p85 di PI3K 

(B pannello di destra). Consistentemente con i precedenti lavori e con i 

nostri precedenti risultati, questo esperimento suggerisce che in cellule 

PC12 RET attivato costitutivamente lega la fosfatasi Shp-2 attraverso la 

proteina di ancoraggio Gab2. 

 

7. La tirosino fosfatasi Shp-2 è coinvolta nella differenziazione di 

cellule PC12 indotta dai mutanti di RET 

A questo punto ci siamo chiesti quale potesse essere la risposta funzionale 

all’interazione della fosfatasi Shp-2 con ciascun mutante del recettore RET 

(RETC634Y e RETM918T). I mutanti del recettore RET inducono la 

trascrizione di geni ad espressione immediata, come Egr-1 e c-fos, in una 
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via che dipende dall’attivazione di Ras (Califano et al. 1996; Califano et al. 

2000). Allo scopo di investigare il ruolo di Shp-2 nel segnale intracellulare 

mediato dal recettore RET, abbiamo determinato l’induzione 

dell’espressione dei geni Egr-1 e c-fos, mediata dai mutanti di RET, in 

presenza di un dominante negativo della fosfatasi Shp-2. Questo dominante 

negativo, Shp-2(c/s), inibisce l’attività biologica di Shp-2 perché presenta 

una mutazione puntiforme, che consiste nella sostituzione di un residuo di 

cisteina con un residuo di serina in posizione 459, nel dominio catalitico. Il 

mutante Shp-2(c/s),  sebbene sia cataliticamente inattivo, è in grado di 

legare substrati proteici. Per i nostri studi abbiamo usato i plasmidi Egr-1-

CAT e c-fos-CAT nei quali l’espressione di un “reporter” proteico, la 

proteina CAT (cloramfenicolo-acetil-transferasi), è sotto il controllo del 

promotore del gene Egr-1 oppure del gene c-fos. Cellule PC12 sono state 

trasfettate transientemente con il plasmide Egr-1-CAT in presenza del 

vettore d’espressione per i mutanti del recettore RET (RETC634Y oppure 

RETM918T) e quantità crescenti del vettore di espressione per il dominante 

negativo Shp-2(c/s). Come è mostrato nella figura 21, il dominante 

negativo di Shp-2(c/s) inibisce l’attività della proteina reporter CAT 

mediata dai mutanti della proteina RET, sia quando la sua espressione è 

sotto il controllo del promotore del gene Egr-1 (A, pannelli di sinistra e 

centrale) che quando la sua espressione è sotto il controllo del promotore 

del gene c-fos (B, pannelli di sinistra e centrale). L’inibizione arriva fino al 
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75% per Egr-1 e più del 95% per  c-fos. Come controllo positivo, la 

stimolazione delle cellule PC12 con il fattore di crescita NGF attiva 

l’espressione della proteina reporter CAT e questa attivazione diminuisce 

in presenza del dominante negativo Shp-2(c/s) (A e B, pannelli di destra). 

La trasfezione in presenza della proteina Shp-2 wt non ha indotto nessun 

cambiamento nei livelli di induzione della proteina “reporter” (dato non 

mostrato).  

L’attività di Shp-2 è quindi necessaria, nel nostro sistema, all’induzione dei 

promotori di Egr-1 e c-fos. Questi risultati indicano che la fosfatasi Shp-2 

partecipa come effettore positivo nell’attivazione della via Ras/MAP 

chinasi indotta sia dal mutante RETC634Y che RETM918T . 

 

 

8. La fosfatasi Shp-2 media la sopravvivenza cellulare indotta dal 

mutante RETM918T 

É noto che l’attivazione della via PI3K/AKT è fondamentale per la capacità 

trasformante della proteina RET (Segouffin-Cariou et al. 2000). Ci siamo 

chiesti se l’interazione di Shp-2 con il recettore RET potesse mediare 

l’induzione della cascata PI3K/AKT. Usando tecniche che identificano la 

frammentazione del DNA abbiamo dimostrato che in cellule PC12/wt, 

PC12/RetC634Y e PC12/RetM918T, l’espressione di  RETC634Y e di  RETM918T 

protegge le cellule PC12 dall’apoptosi indotta dall’eliminazione di siero dal 
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mezzo di crescita (figura 22, A e B). Inoltre,  come è mostrato in figura, la 

protezione dell’apoptosi mediata dal mutante RETM918T è più forte rispetto 

alla protezione dell’apoptosi mediata dal mutante RETC634Y. Poiché durante 

la protezione dall’apoptosi è attivata la via di PI3K/AKT (De Vita et al. 

2000), ci siamo chiesti se l’attività biologica della fosfatasi Shp-2 potesse 

essere coinvolta nell’attivazione di questa via. A tale scopo, sono state 

ottenute linee cellulari PC12/RetC634YShp-2(cs) e PC12/RetM918TShp-2(cs),  

trasfettando stabilmente le cellule PC12/RetC634Y e PC12/RetM918T con il 

vettore d’espressione per la proteina Shp-2(c/s).  I lisati cellulari di cellule 

PC12-α1/wt, PC12/RetC634Y, PC12/RetM918T, PC12/RetC634YShp-2(cs) e  

PC12/RetM918TShp-2(cs) sono stati analizzati per i livelli di fosforilazione 

della  serina 473 di AKT, come una indicazione della sua attivazione (Datta 

et al. 1999). Come è mostrato nella figura 23-A, in cellule PC12-α1/wt 

stimolate con GDNF, in cellule PC12/RetC634Y e  in cellule PC12/RetM918T, 

aumentano i livelli di fosforilazione di Akt sulla serina 473. Inoltre, 

l’espressione stabile di Shp-2(c/s) nelle cellule PC12/RetC634Y-Shp-2c/s e 

PC12/RetM918T-Shp-2c/s riduce  notevolmente l’attivazione di AKT. Per 

evitare possibili artefatti causati dalla selezione di cloni stabili ottenuti 

trasfettando RETC634Y, RETM918T  e Shp-2(c/s) nelle linee cellulari parentali, 

abbiamo valutato gli effetti di Shp-2 sull’attività di AKT con esperimenti di 

trasfezione transiente nella linea cellulare parentale PC12. Cellule  PC12 

sono state trasfettate con un vettore d’espressione per la proteina AKT-HA 
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in presenza del vettore d’espressione per i mutanti di RET (RETC634Y che 

RETM918T), e gli estratti cellulari sono stati analizzati per la presenza della 

proteina AKT fosforilata sulla serina 473. Come è mostrato in B, la 

fosforilazione di AKT è stimolata dalla presenza del mutante RETM918T, ma 

rimane bassa dopo l’espressione del mutante RETC634Y. Questo risultato 

indica che, in queste condizioni sperimentali, la via di trasduzione del 

segnale di AKT è attivata dal mutante RETM918T . A questo punto, per 

studiare il coinvolgimento di Shp-2 nell’attivazione di AKT mediata da 

RETM918T , abbiamo trasfettato le cellule PC12 con i vettori d’espressione 

AKT-HA e RETM918T in presenza del dominante negativo della fosfatasi, 

Shp-2(c/s). Come è mostrato in figura, l’espressione di Shp-2(c/s) riduce 

notevolmente sia la fosforilazione (C) che l’attività catalitica (D) della 

chinasi AKT.  

La proteina Bad è un membro, con attività pro-apoptotica, della famiglia 

Bcl-2. Quando AKT è attivato dalla fosforilazione della serina 473, 

fosforila Bad inibendone la sua attività apoptotica (Datta et al. 1999). 

Abbiamo, quindi, controllato i livelli di fosforilazione della proteina Bad 

trasfettando transientemente le cellule PC12 con il vettore d’espressione 

per la proteina in presenza del vettore d’espressione per i mutanti di RET 

(RETC634Y e RETM918T). Abbiamo determinato i livelli di fosforilazione di 

Bad per immunoblot con anticorpi anti fosfo-Bad. Come ci aspettavamo, 

l’espressione del recettore RETM918T  induce la fosforilazione di Bad sulle 
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serine 112 e 136 (E), e questa fosforilazione è ridotta dalla presenza della 

fosfatasi Shp-2(c/s) come dominante negativo (F). Questi risultati indicano, 

quindi, che in cellule PC12 la fosfatasi Shp-2 è coinvolta nell’attivazione 

della via di trasduzione del segnale PI3K/AKT mediata dal recettore 

RETM918T . 

 

9. La fosfatasi Shp-2 media il segnale indotto dal GDNF 

Allo scopo di confermare il coinvolgimento della fosfatasi Shp-2 nella 

trasduzione del segnale mediata dal recettore RET, abbiamo stimolato le 

cellule PC12-α1/wt, che esprimono l’allele normale del recettore RET e il 

co-recettore GFRα-1, con il fattore di crescita GDNF. In queste cellule, 

dopo la stimolazione con GDNF, RET induce sia l’espressione dei 

“immediate early” geni Egr-1 e c-fos coinvolti nella differenziazione 

cellulare, che la fosforilazione della chinasi AKT. Come è mostrato nei 

dosaggi CAT in figura 24 A, in cellule PC12-α1/wt stimolate con GDNF, 

sia l’induzione del promotore del gene Egr-1 che del gene c.fos è inibita 

dall’espressione del dominante negativo Shp-2(cs). Inoltre, abbiamo 

trasfettato transientemente, nella stessa linea cellulare, il vettore 

d’espressione per la proteina Akt-HA, ed abbiamo analizzato i livelli di 

induzione della fosforilazione di Akt sulla serina 473 da parte del GDNF. 

Come è mostrato in B la stimolazione di RET induce un aumento della 

fosforilazione di Akt di circa tre volte. Nel caso di RETwt l’attivazione di 
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RET non sembra mediata dall’attività di Shp-2, infatti l’espressione del 

dominante negativo Shp-2(c/s) non ha effetto sulla fosforilazione di Akt. 

Questi risultati indicano che Shp-2 media la via dipendente da Erk per 

l’attivazione di Egr-1 e c-fos, sia dopo uno stimolo acuto (in presenza di 

GDNF), che dopo l’induzione mediata dai mutanti costitutivi di RET 

(RETC634Y e RETM918T), mentre  può mediare l’attivazione della via di AKT 

solo in presenza di uno stimolo cronico indotto dai mutanti di RET. 
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DISCUSSIONE  

Shp-2 è una fosfatasi espressa ubiquitariamente e la sua attività biologica è 

richiesta per mediare la trasmissione di segnali intracellulari innescati 

dall’attivazione di diversi recettori ad attività tirosino chinasica. La 

fosfatasi Shp-1, espressa preferenzialmente in cellule di derivazione 

ematopoietica ed epiteliale,  si comporta come un effettore negativo nei 

segnali intracellulari innescati da differenti recettori di membrana. 

Mutazioni del gene ret, che inducono l’attivazione costitutiva del recettore 

in assenza di stimolazione, sono responsabili di neoplasie ereditabili come 

la MEN2A, MEN2B e il FMTC. La  MEN2A è determinata da mutazioni 

puntiformi nel dominio extracellulare ricco in cisteine del recettore (es. 

C634Y). Nella MEN2B le mutazioni ricadono nel dominio intracellulare di 

RET (es. M918T). 

Per i nostri studi abbiamo utilizzato, come sistema modello, cellule 

PC12/RetC634Y e PC12/RetM918T  che esprimono le fosfatasi Shp-1 e Shp-2. 

Le due linee cellulari sono state ottenute trasfettando stabilmente la linea 

parentale PC12 con i vettori d’espressione per i mutanti di RET, 

rispettivamente RetC634Y e RetM918T. 

Dopo stimolazione da GDNF il recettore RET trasloca nei domini di 

membrana “lipid rafts”. La localizzazione di Ret in questi domini, gli 

conferisce la possibilità di attivare dei substrati proteici che sono differenti 

rispetto a quelli localizzati e reclutati esternamente ai “lipid rafts”. Sono 
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stati formulati due meccanismi circa la localizzazione di Ret attivato nei 

lipid rafts: il primo implica l’interazione fisiologica tra la regione 

extracellulare di Ret e il GFRα-1, il secondo richiede l’interazione tra il 

dominio intracellulare tirosino chinasi di Ret con i substrati localizzati nei 

lipid rafts (Paratcha et al. 2001).  

In accordo con i dati appena citati, nei nostri studi abbiamo dimostrato che 

anche i mutanti di RET, RetC634Y e RetM918T, sono localizzati sia nei “lipid 

rafts” che nelle frazioni del gradiente di saccarosio che escludono i “lipid 

rafts”. Inoltre, abbiamo dimostrato che esiste una diversa distribuzione di 

membrana delle molecole  RetC634Y e RetM918T fosforilate in tirosina. Il 

recettore RetC634Y fosforilato in tirosina è localizzato esclusivamente nei 

“lipid rafts” mentre il recettore RetM918T fosforilato in tirosina è distribuito 

equamente nelle diverse frazioni del gradiente di saccarosio. 

Poiché i mutanti di RET sono attivi in assenza di stimolazione con GDNF, 

abbiamo ipotizzato che la localizzazione di membrana del recettore,  

potesse essere mediata dalla sua interazione con distinti substrati proteici 

presenti in questi domini.  

Gli studi condotti nel nostro laboratorio hanno dimostrato che, sia in cellule 

PC12/RetC634Y che in cellule PC12/RetM918T , le tirosino fosfatasi Shp-1 e 

Shp-2 interagiscono con i mutanti attivi di RET formando complessi 

molecolari distinti che contengono Shp-1 o Shp-2 ma non le due fosfatasi 

insieme. Inoltre, questi complessi localizzano in compartimenti distinti 
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della membrana plasmatica. Infatti, Shp-1 può legare RET mutato sia 

dentro che fuori i “lipid rafts” anche se il legame è favorito nei domini di 

membrana che includono i “lipid rafts”. Viceversa, la fosfatasi Shp-2 lega 

RET mutato solo ed esclusivamente in domini di membrana che escludono 

i “lipid rafts”. Come è riportato in letteratura, le due fosfatasi si 

differenziano nella funzione biologica in quanto Shp-1 funziona come 

effettore negativo mentre Shp-2 come effettore positivo in diverse vie di 

trasduzione del segnale. Si potrebbe ipotizzare che anche nel segnale 

mediato da RET, per effetto della loro differente localizzazione di 

membrana,  Shp-1 e Shp-2 possano comportarsi come dirette antagoniste 

l’una dell’altra.  Questa ipotesi può essere confermata sia dai risultati 

ottenuti da altri gruppi di ricerca che dai risultati ottenuti nel nostro 

laboratorio. Infatti, Hannige e colleghi hanno dimostrato che in cellule 

NIH3T3, stabilmente trasfettate con un mutante attivo di RET (Ret9bp), 

Shp-1 ma non Shp-2, partecipa come effettore negativo nella 

differenziazione e proliferazione cellulare mediata da RET (Hennige et al. 

2001). D’altra parte, i nostri risultati hanno dimostrato che, in cellule PC12, 

l’attività biologica di Shp-2 è richiesta per la differenziazione e la 

proliferazione cellulare mediata dai mutanti di RET. Se la nostra ipotesi è 

corretta,  l’arricchimento nei lipid rafts di molecole di Shp-1 legate ad 

entrambi i mutanti di RET potrebbe rappresentare parte del suo 

meccanismo negativo. La definizione dei reali substrati delle due fosfatasi 
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può darci la possibilità di chiarire il motivo per cui Shp-1 e Shp-2 

localizzano in diversi domini della membrana plasmatici. 

Nell’insieme, questi risultati indicano che Shp-1 e Shp-2 legano RET in 

complessi multiproteici localizzati in differenti compartimenti di membrana 

e che le due fosfatasi non fanno parte dello stesso complesso multiproteico. 

Questa differente localizzazione di membrana dei complessi si associa a 

due distinte funzioni biologiche: per Shp-2 quella di rispondere 

positivamente all’attività tirosino chinasi del recettore Ret mentre per Shp-

1 quella di inibire, attraverso un meccanismo ancora sconosciuto, i segnali 

mediati dal recettore RET 
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