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Les protéines CCN :
quand multimodulaire
rime avec
multifonctionnel

Bernard Perbal

> La famille CCN comporte des protéines qui sont
impliquées dans la régulation de phénomeénes
biologiques fondamentaux lors de la multiplica-
tion et pathologique.
Uimplication de ces protéines dans la signalisa-
tion cellulaire associée a I’adhérence, la migra-
tion et la prolifération en font des éléments clés
de la régulation de la croissance normale. Les
contrdles négatif et positif que ces protéines
effectuent vis-a-vis de la prolifération et de la
différenciation cellulaire dans les conditions

cellulaire normale

&

SYNTHESE

normales sont perturbés dans de nombreuses

maladies et en particulier dans plusieurs
UFR de Biochimie,

Université Paris 7 - D. Diderot,

exemples de tumeurs cancéreuses. Nous analy-

serons dans cet article les bases structurales qui _
2, place Jussieu,

ont conduit au regroupement de ces protéines en
une méme famille et qui sous-tendent leurs acti-
vités biologiques multiples. <

> Le controle de la croissance cellulaire normale requiert
I’action concertée de nombreuses voies de signalisation
faisant intervenir des cascades réactionnelles qui impli-
quent différents types de protéines dont la variété de
mode d’action a été révélée au cours des deux derniéres
décennies.

L'existence d’un nouveau groupe de régulateurs de la
croissance et de la différenciation cellulaires, a été mise
a jour par la découverte (séquentielle) de génes consti-
tuant ce qu’il est maintenant convenu de dénommer « la
famille CCN ». Cet acronyme a été originellement pro-
posé [1] a la suite d’une analyse informatique des
séquences nucléotidiques des génes cyré1 (cystein rich
61), cef10 (chicken embryo fibroblast10) [2, 31, fispl2
(fibroblast inducible secreted proteinl2), ctfg (connec-
tive tissue growth factor) [4-6] et nov (nephroblastoma
overexpressed) [7, 8]. Cette analyse confirmait la trés
grande parenté structurale de ces genes et, d’autre
part, jetait les bases de la reconnaissance de quatre
modules structuraux communs aux protéines pour les-
quelles ils codent [5]. La découverte plus récente des
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genes Elm1, rCOPI et de trois genes WISP (wintl- indu-
ced secreted protein) [9-11] partageant le méme type
d’organisation multimodulaire a consolidé la notion de
nouvelle famille de régulateurs, et a étendu la diversité
des fonctions biologiques attribuées aux protéines CCN.

La famille CCN

Chez I’homme, on connait actuellement six génes (et
protéines) CCN. Nous suivrons dans cet article, les
recommandations de nomenclature (Tableau /) propo-
sées par le Comité Directeur de I'/nternational CCN

Society (http://www.ccnsociety.jussieu.fr) [12].

Le géne ccnl est un gene « immédiat-précoce » dont
I’expression est stimulée par les facteurs de croissance
[2], le TGFP [4], ou la transformation oncogénique par
le virus du sarcome de Rous (RSV) [5]. Le géne ccn2 est
aussi induit par le TGFB. La protéine pour laquelle il code
possede une activité mitogénique et chimiotactique
[6]. Le géne ccn3 [7] est un des sites d’intégration du
virus auxiliaire de la myéloblastose aviaire (MAV) qui
induit chez la poule des néphroblastomes dont les
caractéristiques anatomopathologiques les apparen-
tent aux tumeurs de Wilms [8]. La situation rencontrée
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CONSENSUS
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CCN2 (CTGF)

CCN1 (CYR61)

CCN4 (WISP1/ELM1)
CCN5 (WISP2/COP1)
CCN6 (WISP3)
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CONSENSUS MGISTRVTNENAQCRMEKETRLCMVRPC DQDI TIK

CCN3 (NOV) 222 ap BD 263
CCN2 (CTGF) 215 e 255
CCN1 (CYR61) 245 cfpv v su 285
CCN4 (WISP1/ELM1) 232 Vsl ht L 272
CCN5 (WISP2/COP1) 210 ppsrgrf] pgnsaf 250
CCN6 (WISP3) 225 BsNil 1k ip [HG4T 267
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CN1 (CYR61) 286 b Elj RigyVAECLEVISKNMRIGEY CIESCVINGRCCISZOTARIVEM 333
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CN6 (WISP3) 316 ofgpc Bnelf sEwkMLlpiTscveorNcRERGE MEsefhkill 354

Figure 1. Conservation de la structure primaire des protéines CCN humaines. Les alignements ont été effectués avec le programme Interalign. Les

résidus les plus conservés sont indiqués en blanc sur fond noir. Lorsque deux groupes de résidus différents sont conservés, le deuxiéme est surli-

gné en gris. Les quatre cystéines absentes dans CCN6 sont indiquées par une astérisque. Le résidu situé en position terminale du peptide signal est

indiqué en rouge pour chacune des protéines.

avec CCN3 constituait le premier exemple d’une protéine
CCN possédant des propriétés anti-prolifératives et dont
I’expression était altérée lors de la tumorigenése.

L'analyse de genes exprimés de maniére différentielle
dans des mélanomes murins a faible et haut pouvoir
métastatique a permis I"isolement de ccn4, tandis que
la caractérisation de genes dont I’expression est abolie

dans les fibroblastes embryonnaires murins transformés
a conduit a I’identification de ccn [11].

Plus récemment, la caractérisation de genes dont I'ex-
pression est stimulée dans des cellules épithéliales
transformées par WNT-1 [9] a permis I'identification de
wispl et wisp 2 et de ccné qui représentait un nouveau
membre de la famille CCN.

Nomenclature CCN

CCNL CYR 61, CEF 10, IGFBP-rP 4, bIG-M1, IGFBP10

CCN2 CTGF, blG-ML, FISP 12, IGFBP-rp 2, Hes 24,
IGFBP8, HBGF-0.8, ecogenin

CCN3 NOV, IGFBP-rP 3, IGFBPY

CCN4 WISP-1, ELM 1

CCNS WISP-2, rCOP-1, CTGFL, CTGF-3, HICP

CCN6 WISP-3

Autres noms utilisés dans les publications

Tableau I. Nomenclature des protéines CCN. Des résultats récents
ont indiqué que les noms attribués aux différentes protéines CCN
lors de leur découverte ne sont pas toujours en adéquation avec
leur fonction biologique (par exemple, CTGF n’est pas un “ facteur
de croissance ”, per se). Le comité directeur de I’International CCN
Society, a proposé de dénommer ces protéines avec I’acronyme
CCN, suivi d’'un nombre, attribué selon I"ordre chronologique de

leur découverte.
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CONSENSUS

LCLGFLLLH LLEQVGATQR

CPSQC RCPA

exl/peptide signal----- oo oo ex2/domaine 1
Homme 1 mgsvgstsfclrkqgc T L., AATQR CP@C JCIFN 45
Souris 1l mslflrkrc------ INRSOdySIASTIN Cl¥SRCSpKCi3S 39
Rat 1 msvflrkgec------ LL SERLIY CIZSRCieJsQCigS 39
Caille 1 mepggghslpvll-- PWLIALL R PSEVNGREAP CRPCgEC A 43
Poule 1 metggggglpv---- PCEVSGREAA Cj3RPCgljiCizd 41
Xénope 1 mtphlalefll-------------- WIgey AslEk czsMcd-oazE 30
CONSENSUS EPPTCAPGVRAVLDGCSCCLVCARQRGESCSELRPCDESSGLYCDRSADP
Homme 46 [GEARQRGE S{& 95
Souris 40 [GARQRGES[e 89
Rat 40 [EARQRGE S[& 89
Caille 44 EARQRGES[& 93
Poule 42 [EARQRGES[& 91
Xénope 31 EiRzSCraxS\LLIifle CGCCPYCLIoE H:]Cl 80
CONSENSUS NNQTGICMVLEGDNCVFDGVIYRNGEKFQPSCKYQCTCRDGQIGCVPRCQ
ex3/domaine 2
Homme 96 CVFDGVIYRSGEKFQPSCEF@CTCRDGQI 145
Souris 90 &VFDGVIYR| GEKFEPNCQYFCTCRDGQI 139
Rat 90 @VFDGVIYRWNGEKF|ZPh[&{0)4:(6 T{@RDGQI 139
Caille 94 CVFDgEIYR GENFQP S{& gECTCRDGQI 143
Poule 92 @&VFDGUIYRNGEINFQP S[® @T{@RDGQI 141
Xénope 81 TCMELE NS C\ageledy VE4INRIZS) 0} I CIAYHCyC LIN[€ Hi N 130
CONSENSUS LDLLLPGPDCPAPRKVEVPGECCEKWVCGPDEE TLGGLALAAYR
Homme 146 MAARSEINNCIZ-N2 QA CC S 190
Souris 140 Pile PAPRKVIE\WVPGESe 187
Rat 140 PifePAPIIK VIV PGEls T 184
Caille 144 P& PlaP RKMEVPGE(&& L 188
Poule 142 P& PlaP RKMEVPGE[&{& L 186
Xénope 131 15D Cix FIg ¥RV K\pdesCCl A 175
CONSENSUS PEATLGVEVSDSSINCIEQTTEWSACSKSCGMGFSTRVTNRNQQCEMVKQ
---ex4/domaine 3
Homme 191 IA[GSKS[E@GMGF STRVTNRNRQ(® 240
Souris 188 sk SKSGMEESTRVTNRNRQ 237
Rat 185 SIAGSK S[@GMGIRSTRVTNRNIFO(® 234
Caille 189 a6 SESleGMGF STRVTNRNeQlS 238
Poule 187 SAl6SK SEGMGF STRVTNRNOQle 236
Xénope 176 SENCISINT Cle ARC] 225
CONSENSUS TRLCMVRPCEQE EPTDKKGKKCLRTKKSLKAIHLQFKNCTSLQTY
————— *----- ex5/domaine 4
Homme 241 pPelePTDKKGKKELRTKKSLKATHLQFKN[& H 287
Souris 238 p e TDKKGK CLRTKKSLKAIHLQFE Ci 284
Rat 235 pE A TDYKGKKOLRTKKSLKE IHLQFKNS 281
Caille 239 13 PISIDKK GKK{&M R TKK S K AN A YK N{&T S\Ye, 283
Poule 237 |3 PISDKKGKK{& o TKK SIi K A\ I F YK NG T S\Ye) 281
Xénope 226 owH VESEESICVIIVRIAT TISPREIFHY8) CpNSVQP) 272
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CONSENSUS

KPRFCGVCSDGRCCTPHNTKTIQVEFQCPQGQIVKKPVMVIGTCTCHGNC

Homme 288 @SDGRETPHNTKT IQNEFQEEPGQIVKKPVMV I GT{® T{®HN
Souris 285 ©SDGREeTPHNTKT IQYEFQ@IPGIEHIMKKPVMVIGTE TSN
Rat 282 i{e/S DGR TPENTK T I QYEFQ@#PGQ IIMKK PVMV I GT[8 T[@HEIN(S
Caille 284 IXe\DGRM&TPHNTKTIQ EFRCPQGKFLKKPEﬂEI INCVCEIGNC
Poule 282 iX&\DGRMeTPENTKT IQIYEFlle1d0Gra KK PUMATIN T\ e He N
Xénope 273 foe/S DGR{&e T PHE| TK TIIEAY E Fi{e30) 8 I VKK PVMV IS T{e\{eENN[el
CONSENSUS PQNN EAFFQELELKTSRGKI

Homme 338 [k EAFLQELELKTy | 357
Souris 335 |30 EAFLQWLELKTERGIEE 354

Rat 332 |50 EAFLQELELKTERGIZM 351
Caille 334 308 'NgFlo PIsDPMS SEAJNT 353

Poule 332 308 1N FlePIsDPMS SEAIAT 351

Xénope 323 j3QDS

Figure 2. Conservation de la structure primaire des protéines CCN3(NOV) au cours de I’évolution. Seuls les résidus présents chez I’homme et conser-
vés dans les autres especes sont surlignés. Noter que dans plusieurs cas, certains résidus peuvent étre conservés chez les oiseaux et les rongeurs,
mais ne pas étre présents chez ’homme. La tres grande conservation inter-espéces suggere une fonction commune. Les jonctions des exons codant

les différents domaines constitutifs de la protéine CCN3 humaine sont indiquées par les astérisques situés au-dessus de la séquence humaine .

Parenté structurale des protéines de la famille CCN

Lalignement des séquences primaires (Figure 1) montre la
trés grande identité structurale des différentes protéines
CCN. On remarque en particulier la conservation de 38 cys-
téines dont la distribution (12, 10, 6 et 10 résidus) au sein
des quatre modules constituant les protéines CCN suggere
qu’elles sont engagées dans des ponts disulfures attri-
buant aux protéines CCN une structure compacte. La
conservation de plusieurs résidus proline suggere qu’ils
jouent aussi un role important dans le maintien d’une
structure secondaire compacte.

Nous avons montré que les 38 cystéines qui sont maintenues
dans la protéine CCN3 aprés sa maturation, le sont a une
position qui est conservée, a la fois au sein des différentes
protéines CCN humaines (Figure 1), et dans les différentes
espéces (du xénope a ’homme) au cours de I’évolution
(Figure 2). Une situation identique a été décrite dans le cas
des protéines CCN1 et CCN2 [13-15]. La présence de blocs
de résidus communs a toutes les protéines CCN suggere des
parentés fonctionnelles. Cependant, ces analyses font aussi
ressortir des caractéristiques structurales propres a chaque
protéine CCN, qui sous-tendent probablement leurs pro-
priétés biologiques différentes (voir plus loin).

Structure multimodulaire des protéines CCN

Les protéines CCN contiennent un peptide signal et sont
formées de quatre modules structuraux présentant une

M/Sn°6-7, vol. 18, juin-juillet 2002
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identité partielle avec : (1) les IGFBP (/GF binding proteins :
protéines se liant aux IGF [insulin-like growth factors]) ;
(2) le facteur von Willebrand ; (3) la thrombospondine de
type 1 ; et (4) des facteurs de croissance contenant un
motif cystine knot . Cette organisation structurale consti-
tue le critére d’appartenance a la famille CCN (Figure 2).

Peptide signal

La présence d’un peptide signal a Iextrémité amino-termi-
nale des protéines CCN avait suggéré qu’elles étaient
sécrétées. Effectivement, la protéine CCN1 produite par
des fibroblastes de souris (BALBc/3T3) en culture est
sécrétée mais est associée, de maniére trés stable (avec
une demi-vie supérieure a 24 heures), a la matrice extra-
cellulaire au sein de laquelle elle pourrait étre sequestrée
[16] et, de maniére transitoire, a la surface cellulaire [17,
18]. Elle est aussi détectée dans la fraction intracellulaire
mais n’est pas détectée dans le milieu de culture.

La protéine CCN2 est présente dans le milieu conditionné
des cellules de la veine du cordon ombilical (HUVEC) et
subit une maturation dans le réticulum endoplasmique, ce
qui est en accord avec la présence d’un peptide signal [5,
6]. La protéine CCN2 produite dans des conditions nor-
males, par les fibroblastes de prépuce humain et par les
cellules de tissus conjonctifs murins, est associée a la sur-
face cellulaire. €lle est sécrétée tres inefficacement et est
trés stable, alors que la protéine homologue murine FISP12
qui est tres efficacement sécrétée par les fibroblastes de la
lignée NIH3T3, est tres instable dans le milieu.

387
334
33l
338
il
322
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La protéine CCN3 est associée a la matrice extracellulaire
[19]. Elle est sécrétée efficacement dans le milieu de cul-
ture des fibroblastes embryonnaires de poule, de diverses
cellules épithéliales humaines, et de glioblastomes
humains ol elle est trés stable (avec une demi-vie supé-
rieure & 24 heures). Elle est également retrouvée de
maniére transitoire a la surface des cellules de corticosur-
rénalome (NCI-H295R) [20] ainsi que dans les fractions
cytoplasmiques et nucléaires de cellules Hela (carcinome
du col de Iutérus) et 143 (ostéosarcome humain) [21].

La protéine CCN4 murine est sécrétée trés efficacement par
les cellules de mélanome K-1735 [11].

Ces différentes situations reflétent sans doute une asso-
ciation plus ou moins forte des protéines CCN & un (ou des)
récepteur(s) cellulaire(s). Les quantités de protéines CCN
présentes dans les milieux de cultures pourraient varier
avec I’état physiologique des cellules ou étre modulées par
les interactions des protéines CCN avec d’autres protéines
membranaires et de la matrice extracellulaire.

Les modules constitutifs des protéines CCN

Module |

Ce module montre une identité partielle avec les IGFBP. Sur
la base de la comparaison de la séquence des protéines
CCN1 de souris, CCN2 humaine et CCN3 de poule, il avait été
proposé que les protéines CCN se lient aux IGF. Par le jeu des
espacements variables d’acides aminés effectués par les
programmes de comparaison de séquences, il est possible
d’aligner 11 cystéines des IGFBP avec 11 cystéines des pro-
téines CCN [22]. Cependant, un examen attentif des
séquences révele que cet alignement ne correspond pas a
une réalité structurale car il repose sur un décalage des
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séquences de CCN1 et de CCN2 qui ne respecte pas la
conservation des résidus au sein des protéines CCN (Figure
4). La différence d’organisation des extrémités amino-ter-
minales des protéines CCN est également révélée par les
prévisions de structure secondaire, effectuées selon la
méthode de Chou et Fasman [23], et qui attribuent aux
protéines CCN3,4-6 une structure terminale riche en feuillet
B, absente dans les autres membres de la famille CCN.

Des expériences de pontage covalent ont suggéré que les
protéines CCN2 et CCN3 entiéres puissent se lier aux IGF
[24, 25]. Ces résultats sont en contradiction avec ceux
que nous avions obtenus lors d’expériences de ligand blot
et qui n’avaient pas permis de détecter d’interaction entre
les IGF et CCN3 [26]. La trés faible affinité des IGF vis-a-
vis de la protéine CCN3 intacte reste controversée et doit
étre confirmée. Nous avons proposé que les isoformes
tronquées décrites par le groupe de Brigstock pour CCN2
[13] et par notre groupe pour CCN3 [21, 27] se lient effi-
cacement aux IGF et que la protéolyse de ces protéines
joue un role important dans la modulation de leur activité
biologique. Il a maintenant été établi que I’extrémité
amino-terminale de CCN3 est capable de se lier a I’insuline
avec une affinité beaucoup plus grande que celle des pro-
téines IGFBP1-6 [22]. La protéolyse de CCN3 démasquerait
des activités de liaison vis-a-vis de ligands pour lesquels
ces protéines manifestent une faible affinité dans leur
conformation native.

Module I

[l présente une similitude importante avec le motif répété C
de la protéine de von Willebrand (Figure 3). Quatre cys-
téines sont absentes dans le module Il de CCNé. Il est pro-



bable que ces cystéines participent a la formation de ponts
disulfures propres a cette région et que leur absence ait des
conséquences importantes pour les propriétés biologiques
des protéines CCN. Ce motif est également retrouvé dans
plusieurs autres protéines telles que le collagene @, les
thrombospondines 1 et 2, la protéine SOG (short gastrula-
tion), de drosophile et des mucines.

Le module Il pourrait étre impliqué dans des processus
d’oligomérisation protéique précédés par une étape de
dimérisation. Les résultats obtenus dans notre équipe
avec la protéine CCN3 et par différents groupes pour les
autres membres de la famille CCN [28] montrent que les
protéines CCN forment des oligoméres de haut poids
moléculaire. U'implication du module IV dans la diméri-
sation homo- et hétérotypique des protéines CCN (voir
plus loin) suggére que les modules Il et IV coopérent
dans "assemblage multimérique de ces protéines. Il est
possible que la capacité d’oligomérisation de CCN6 soit
affectée par I’absence des quatre cystéines du module Il
et que I'absence du module IV

Module IV

La conservation des résidus au sein de ce module est moins
stricte que pour les autres modules. Six des cystéines pré-
sentes dans ce module sont susceptibles d’adopter une
structure dite en « nceud a cystines » (cystin knot) qui per-
met la formation d’homo- et d’hétérodimeres dans le cas
de plusieurs facteurs de croissances tels que le NGF (nerve
growth factor), le TGFP (transforming growth factor [3) et
le PDGF (platelet derived growth factor). Nous avons établi
que ce module est suffisant pour permettre I'interaction de
CCN3 avec la fibuline 1C ainsi que les protéines CCN3 et
CCN2 [27].

Fonctions des protéines CCN

Dans des conditions normales, les protéines CCN partici-
pent a la régulation de processus biologiques. Elles inter-
viennent aussi dans les conditions traumatiques, lors de la
cicatrisation et dans les pathologies fibrotiques. Enfin, un

dans CCN5 compromette ses

Alignement des séquences amino-proximales des protéines CCN

capacités de dimérisation et 1 2 3 4
d’oligomérisation. La seconde QRCPPQCPGRCP ATPPTCAPGYV CCN3
: ) QNCSGPOC RCP DEPAPRCPAGYV CCN2
partie du module Il pourrait STCPARAC HC P LEAPKCAPGYVY CCNL
jouer le role de charniere entre Q FCKWPC ECP PSPPRCPLGYV CCN4
les deux groupes de deux QLCPTTPC TCP WPPPRCPLG GV CCN5
modules (I-11 et I11-1V) car elle QFCHWPC KaF QQKPRCPPGCV ==
ne contient aucune cystéine Décalage imposé pour aligner les séquences CCN et IGFBP
[14]. Q RCPPQ CPGRCPATPPTC CATP CCN3
1 2 3 4
Module Il G PCR CPD EPAPRC P CCN2
2 3 4
Il présente une grande similitude AACH cPLE APKCATPD CCN1
avec le motif WSXCSXXCG de la 2 3 4
thrombospondine de type 1 qui BFC KWPC Bl prEgrrRC & CCNd
) . A 1 2 3 4
jouerait un rdle |mp0rtqnt dans oL C PTPCT BorwrppRrC P CONS
Pattachement cellulaire. Le 1 2 4
module Il présente également QFC KWPC ECPPSPPRC P CCN6
1 2 3 4

une similitude élevée (5 cystéines
alignées sur les 6 du module) avec

d’autres protéines (properdine, F- CPP CPA ERLARC P CONSENSUS IGFBP
spondine, protéine circumsporo- CPP CTP ERLAACGTP IGFBP2

zoite) impliquées dans Iinterac- CEP cDaA RALAQCAP 1GFBP3

. Piq . Cc P GCGOQ GVQAGC P IGFBP6

tion des cellules avec la matrice 1 2 3

extracellulaire et contenant une
ou plusieurs répétitions de ce

Alignement des séquences amino-proximales des IGFBP

Figure 4. Alignement des extrémités amino-proximales des protéines CCN et des IGFBP.

type. La présence de ce module
dans les protéines CCN a fait pen-
ser qu’elles interagissent avec des
constituants de la matrice extra-
cellulaire et qu’elles interviennent
dans les processus régulateurs de
la prolifération.

L’alignement de cystéines des protéines CCN permet aussi de faire ressortir I’alignement des autres résidus
(haut de la figure). L'alignement proposé pour faire coincider les cystéines des protéines CCN et des IGFBP
(deuxieme partie de la figure) repose sur un décalage des extrémités amino-terminales des protéines CCN2
et CCN1 (visualisé par les cystéines surlignées en jaune et les résidus surlignés en bleu) qui ne respecte pas
la conservation structurale des protéines CCN représentée en haut de la figure. La différence structurale
des extrémités amino-terminales des protéines CCN peut jouer un réle important vis-a-vis des fonctions

biologiques qu’elles sont susceptibles de partager avec les IGFBP.
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nombre croissant d’observations expérimentales attribue
aux protéines CCN un r6le important dans la tumorigenese.
La détection des protéines CCN1, CCN2 et CCN3 dans le sys-
teme vasculaire au cours du développement a suggéré que
ces protéines interviennent dans la régulation de I"angioge-
nése [12, 14, 28, 29]. Cela a été confirmé par la capacité
des deux premieres d’induire la néovascularisation des cor-
nées de rat [30] et I'interaction de ces protéines avec I'in-
tégrine owP14. Leffet angiogénique des facteurs de crois-
sance tels que le bFGF et le TGF3 met en jeu la production
des protéines CCN [14]. Linvalidation du géne ccnl chez la
souris conduit @ des altérations de la vascularisation des
membranes extra-embryonnaires et du placenta, qui abou-
tissent a une importante mortalité prénatale [28].

Les protéines CCN interviennent aussi dans les processus
d’ossification et de chondrogenése. Lorsqu’elles ont été
recherchées, les protéines CCN ont été détectées dans le
cartilage hypertrophique [12, 31] et la protéine CCN1 peut
induire la différenciation des cellules mésenchymateuses
[32]. Les effets paracrines in vitro de la protéine recombi-
nante CCN2 sur la prolifération et la différenciation de
chondrocytes, d’ostéoblastes et de cellules endothéliales
suggerent qu’elle est impliquée dans I'ossification endo-
chondrale. La surexpression ectopique de ccn? interfere
avec la chondrogenése articulaire et I’hypertrophie du car-
tilage, d’'une maniére qui dépend de la présence et du degré
d’expression du TGFP. La protéine CCN1 est détectée dans
les zones de réparation de fractures osseuses, dans les
chondrocytes du cartilage de conjugaison et dans les
ostéoblastes en culture [28]. De la méme maniére, CCN2
est impliquée dans la squelettogenese, pendant le déve-
loppement prénatal, et dans la réparation des fractures
osseuses [28]. Linvalidation du géne ccn2 chez la souris
[28] conduit & des anomalies de développement du sque-
lette au niveau des cotes, du sternum, des vertebres cervi-
cales et du crdne.

La protéine CCN3 est également détectée dans le squelette
embryonnaire humain et dans les chondrocytes au cours du
développement normal chez ’lhomme et chez la poule [12,
28, 33]. Lexpression de nov est stimulée par PTHrP (parthy-
roid hormone related peptide), un régulateur de la diffé-
renciation chondrocytaire dans les plaques de croissance
[28]. Il est donc probable que CCN3 joue aussi un rdle dans
la biologie des chondrocytes normaux.

Des résultats récents ont attribué aux protéines CCN un role
dans la polarisation au cours du développement et dans la
morphogenese. Lexpression de ccnd est modulée par le
produit du géne Wntl, et la greffe de cellules Cos7 expri-
mant la protéine CCN3 dans le flanc d’embryons de poulet
induit la formation de bourgeons de membres surnumé-
raires [28]. Ces observations confirment 'implication de
CCN3 dans des interactions ectomésenchymateuses et sug-
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gerent, pour la premiere fois, qu’une protéine de la famille
CCN joue unrdle dans les processus de dorsalisation chez les
oiseaux. Nous avons récemment établi qu’au cours de la
formation du tube neural, 'expression du géne ccn3 est
asymétrique, ce qui indique que la protéine CCN3 est égale-
ment impliquée dans les processus de latéralisation [34].
Chez le triton, la protéine CCN2 joue un role morphogeéne
dans les processus d’indentation interdigitale et est
impliquée dans I’hypertrophie du cartilage [28]. Une
surexpression de ccn2 apres dénervation aboutit a une
atrophie musculaire [28]. Dans ce systéme, CCN2 joue
un role dans les processus inflammatoires, le remode-
lage de la matrice extracellulaire, la prolifération cellu-
laire, Iossification endochondrale et I’apoptose asso-
ciée a la morphogenese.

Protéines CCN et maladies

L'expression des protéines CCN a été associée a des
maladies non tumorales telles que les fibroses rénales et
hépatiques, I'athérosclérose et les sclérodermies. Le
TGFP intervient dans le contrdle de la production de la
protéine CCN2 au cours des processus pathologiques.
Cependant, plusieurs résultats récents ont indiqué que
cette relation n’est pas obligatoire. La protéine CCN2
complémente les activités biologiques du TGF, mais
n’est pas un médiateur de tous ses effets profibrogenes
et a des effets propres qui ne sont pas liés a ceux du
TGFB [28, 351.

Uidentification du gene CCN3 avait fourni les premieres
indications montrant que I'altération de I’expression
des protéines CCN était impliquée dans la tumorigenése
[7]. Il est maintenant établi que Iexpression du géne
cenl est altérée dans les cancers mammaires ou la pro-
téine CCN1 jouerait un role important dans la progres-
sion tumorale [36]. Une altération de Iexpression de
cenl a également été décrite dans le cas des cancers
pancréatiques [28].

Les résultats récents obtenus par notre équipe ont mis
en exergue I'implication des protéines CCN dans le déve-
loppement et le maintien des tumeurs cancéreuses.
Nous avons établi que "expression de ccnd est associée
a un pronostic favorable et constitue un marqueur de
différenciation tumorale utilisable en clinique pour le
typage de tumeurs telles que les neuroblastomes ou les
tumeurs de Wilms, alors que dans les corticosurréna-
lomes - dans lesquels ccn3 est exprimé de maniere trés
variable [12] - il ne constitue pas un marqueur fiable a
lui seul. Dans le cas des sarcomes d’Ewing, des carci-
nomes rénaux et de certaines lignées de tumeurs prosta-
tiques, I'expression de ccn3 est associée a une capacité
proliférative et a une tumorigénicité accrue [37, 38].



Mode d’action

L'obtention de protéines obtenues a partir de clones bacu-
loviraux recombinants a permis d’étudier quelques effets
biologiques de ces protéines. Cependant, il faut conserver
a I’esprit que, dans les cellules d’insectes, ces protéines ne
subissent pas toutes les modifications post-traduction-
nelles auxquelles elles sont soumises dans les cellules
d’eucaryotes supérieurs [27]. Certaines de leurs propriétés
biologiques, en particulier celles qui dépendent d’interac-
tions avec des récepteurs ou des autres protéines solubles
membranaires, peuvent nécessiter de telles modifications
(exemple classique des glycosylations).

Les protéines recombinantes CCN1 et CCN2 ont toutes les
deux des effets mitogéniques mais n’ont pas les mémes
modes d’action. Alors que la protéine CCN2 humaine,
exerce une action directe sur la prolifération des cellules
NIH3T3 [6] et des fibroblastes NRK [39], la protéine CCN1
d’origine humaine ou murine n’a pas d’activité mitogene
intrinséque ; elle potentialise les effets d’autres facteurs
de croissance sur les cellules endothéliales et fibroblas-
tiques. De maniére inattendue, la protéine CCN2 d’origine
murine n’a pas d’effet direct sur la prolifération des cel-
lules NIH 3T3 et des cellules HUVEC, mais agit en synergie
avec les facteurs de croissance qui stimulent la synthese
d’ADN dans ces cellules [40]. Cette observation indique
que les différentes activités biologiques des protéines CCN2
humaine et murine peuvent étre dues a des différences
structurales ou aux différentes conditions expérimentales
dans lesquelles ces activités sont mesurées [14].

De maniére tout a fait opposée a ces effets stimulateurs, la
protéine aviaire CCN3 recombinante native induit I'arrét de
croissance des fibroblastes embryonnaires de poule lors-
quelle est produite en grande quantité [7] et son expres-
sion maximale dans des conditions de culture normales
coincide avec "apparition de la phase de quiescence cellu-
laire [41]. Cependant, les expériences d’hybridation in situ
que nous avons réalisées chez la poule et chez ’lhomme
[33, 34] ont établi que I"expression de CCN3 n’est pas res-
treinte aux cellules quiescentes et de récents résultats ont
attribué a la protéine CCN3 un effet stimulant la croissance
sur les cellules de souris NIH3T3 [42].

Les propriétés biologiques des protéines CCN semblent
donc différentes selon le contexte cellulaire et la nature
de facteurs avec lesquelles elles sont susceptibles d’in-
teragir [12].

Plusieurs observations attribuent aux protéines CCN un réle
dans les phénomenes d’adhérence et de migration cellu-
laire.

Nous avons établi que la protéine CCN3 interagit avec la
fibuline 1C [27], protéine de la matrice extracellulaire qui
intervient dans le contréle de I'adhérence.
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Les protéines CCN1 et CCN2 favorisent 'adhérence de diffé-
rents types cellulaires (cellules vasculaires endothéliales,
fibroblastes, cellules épithéliales et plaquettes) quand
elles sont pré-adsorbées sur des supports plastiques [14].
Plusieurs résultats expérimentaux indiquent que ces pro-
téines stimulent la migration des fibroblastes NIH3T3 et
des cellules endothéliales [29, 43]. Les activités chimio-
tactiques des protéines CCN1 et CCN2 jouent un r6le impor-
tant dans Pactivité angiogénique de ces protéines [14].
Des travaux récents ont montré que I'adhérence, la migra-
tion et la prolifération relayées par CCN1 requiérent res-
pectivement les intégrines 061, o5 et owv[33 [44-46].
Les protéines CCN1 et CCN2 stimulent I’adhérence des pla-
quettes en interagissant avec I'intégrine oulIbPB3. Ces résul-
tats illustrent la variété d’activité des effets biologiques
des protéines CCN et fournissent un support a leur spécifi-
cité cellulaire.

La similitude structurale des différentes protéines CCN
suggere que d’autres membres de cette famille puissent
également interagir avec les intégrines et participer aux
phénomenes d’adhérence et de migration qui sous-tendent
I’angiogenése.

Nos études ont établi que la protéine CCN3 interagit avec
I'intégrine 03 et avec I'intégrine aullb[33.

Nos études ont montré que le module carboxy-terminal
des protéines CCN joue un rdle important dans la régula-
tion de I'interaction cellulaire avec les substrats. €n
accord avec cette hypothese, il a été montré récemment
[44] que la protéine CCN1 privée de son module carboxy-
terminal pouvait encore stimuler les intégrines 0631 et
ovP3, mais ne permettait plus 'adhérence des fibro-
blastes humains en culture.

[l semble donc que le module carboxy-terminal, en s’asso-
ciant a différents partenaires, confere aux cellules qui pro-
duisent les protéines CCN la capacité d’interagir avec les
cellules voisines. Nous avons proposé [12] que la forma-
tion de tels complexes joue un rdle essentiel dans la part de
la signalisation positive et négative exercée par ces pro-
téines. La biodisponibilité des diverses protéines CCN a un
site particulier constituerait un élément clé de la régula-
tion de leur activité biologique et 'altération constitutive
du module carboxy-terminal rencontrée dans la protéine
CCN5 pourrait rompre cet équilibre fonctionnel.
L’élimination du module |, qui a été observée dans le cas
de la mutagenese insertionnelle de ccn3 par le virus
aviaire MAV [7] a fourni le premier exemple permettant
d’attribuer une base structurale a la modification fonc-
tionnelle d’une protéine CCN. Il semble en effet que le
ciblage incorrect de cette protéine tronquée interfere
avec le dosage des différentes isoformes cytoplasmique
et nucléaire [21, 27] de CCN3 et se traduise par "acquisi-
tion d’un phénotype transformé.
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Conclusions

La structure multimodulaire des protéines CCN suggérait
une multifonctionnalité. Uimplication de ces protéines
dans plusieurs processus biologiques fondamentaux au
cours du développement normal et pathologique a
confirmé cette prédiction.

Plusieurs situations non exclusives peuvent étre envisa-
gées pour rendre compte des multiples propriétés biolo-
giques des protéines CCN : (1) elles sont la somme des pro-
priétés de chacun des quatre modules ; (2) elles sont
propres a "assemblage que constitue I’association des
quatre modules ; (3) elles sont apparentées aux protéines
qui contiennent ces modules tout en possédant une spéci-
ficité qui résulte de leur structure multimodulaire. €n tout
état de cause, la structure mosaique des protéines CCN
représente un exemple unique de brassage d’exons ayant
conduit a la réunion de quatre modules dont les propriétés
biologiques potentielles peuvent fournir une base structu-
rale a I'implication des protéines CCN dans les voies de
signalisation de la prolifération et de la croissance, dans
les processus biologiques liés a la coagulation sanguine et
a I'angiogenése, ainsi que dans les fonctions d’attache-
ment et de migration faisant intervenir des processus de
communication intercellulaire et avec le milieu.

Nous avons proposé un modéle [12] selon lequel la diver-
sité des propriétés biologiques attribuées aux protéines
CCN résulterait de différentes combinatoires impliquant
des partenaires dont la biodisponibilité varie avec la
nature et I’état de développement des tissus dans les-
quelles elles exercent leurs fonctions. Selon ce modele, les
extrémités amino- et carboxy-proximales des protéines
CCN seraient respectivement responsables d’activités
régulatrices négatives et positives. Leur élimination, qui
est rencontrée dans certaines situations biologiques, nor-
males ou pathologiques, conférerait aux protéines corres-
pondantes des propriétés stimulatrices ou inhibitrices de
type « constitutif », pouvant résulter de leur incapacité
d’interagir avec des partenaires qui seraient impliqués
dans la médiation de leur activité régulatrice.
Uidentification des relations pouvant exister entre la
structure multimodulaire des protéines CCN et leurs fonc-
tions biologiques constitue un défi scientifique remar-
quable car elle pourrait permettre I'utilisation de cette
nouvelle famille de protéines dans les protocoles de dia-

SUMMARY

The multimodular organization of the CNN proteins
The CCN family of genes and proteins is composed of key
regulators involved in the control of cell growth in nor-
mal and pathological conditions. The CCN proteins are
controling cell adhesion, motility and proliferation. In
pathological conditions, such as cancer development,
the balance of negative and positive signals induced by
these regulators is altered. In this review article we ana-
lyse the multimodular organization of the CCN proteins
and discuss features that provide a structural basis for
their multiple biological activities. ¢
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comme outil biomédical. Plusieurs articles ont également rapporté
Ialtération de la progression tumorale par CCN2 dans les cancers de
I’cesophage [49], son implication dans I’angiogenése tumorale [50]
et 'expression de ccnl, ccn4 et ccnd dans les lignées de cancer du
sein [51, 521, ainsi que dans des tumeurs primaires du sein [53]. Plus
récemment, il a été démontré que WISP3 posséde une activité de type
suppresseur de tumeurs dans le cas des cancers inflammatoires du
sein [54].
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isoformes dans la biologie des cellules normales et tumorales.
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