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Résumé 

Introduction: Une des causes majeures de décès dans le monde est les maladies 

infectieuses des voies respiratoires inférieures, notamment causées par des virus tels que le 

virus respiratoire syncytial (RSV). Pour défendre l'hôte, les cellules produisent une réponse 

antivirale autonome dépendant principalement des interférons de type I/III pour limiter la 

réplication virale et sécrètent des cytokines/chimiokines proinflammatoires pour orchestrer la 

réponse immunitaire. Afin d'éviter les dommages tissulaires causés par la production excessive 

de cytokines, ces réponses doivent être strictement régulées. Les activateurs clés de la défense 

de l'hôte contre les virus respiratoires sont activés par de multiples événements de 

phosphorylation, faisant des phosphatases des régulateurs négatifs importants.  

Résultats: Dans ce mémoire, nous étudions la « dual-specificity phosphatase 1 » 

(DUSP1) et son implication dans la régulation négative de la réponse de l'hôte induite par 

RSV et le virus Sendai (SeV). Nous avons constaté que DUSP1 est induit précocement dans 

l’infection par RSV et SeV dans les cellules A549 et que sa dégradation est dépendante du 

protéasome. Nous avons également observé que DUSP1 régule négativement l'activation des 

MAPK JNK et p38 pendant l'infection SeV et RSV. De manière intéressante, nous montrons 

que l'activation d'AP-1 et la production de cytokines subséquente ne sont pas modulées par 

DUSP1, étant potentiellement protégées par l'interaction JIP1-JNK. Finalement, nous 

démontrons pour la première fois que DUSP1 favorise l'apoptose et bloque la migration 

cellulaire.  

Conclusion et importance: Nos données suggèrent que DUSP1 agit comme un 

régulateur négatif de la réparation tissulaire pendant l'infection par RSV et SeV, faisant de lui 

une cible thérapeutique potentielle intéressante. 

 

Mots-clés : DUSP1, JIP1, JNK, p38, migration, apoptose, virus respiratoire syncytial, 

cytokines, Paramyxovirus, Pneumovirus. 
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Abstract 

Introduction: One of the major causes of death worldwide are the lower respiratory 

infections, particularly those caused by viruses like the respiratory syncytial virus (RSV). To 

defend the host, cells produce an autonomous antiviral response that is mostly dependent on 

type I/III interferons to limit viral replication. They also secrete proinflammatory 

cytokines/chemokines to orchestrate the immune response. In order to avoid tissue damage 

caused by an excessive cytokine production, these responses have to be strictly regulated. Key 

activators of the host's defense against respiratory viruses are activated by multiple 

phosphorylation events, making phosphatases important negative regulators.  

Results: In this Master's thesis, we study the dual-specificity phosphatase 1 (DUSP1) 

and its implication in the negative regulation of the host's response induced by RSV and 

Sendai virus (SeV). We found that DUSP1 is induced in early RSV and SeV infections in 

A549 cells and is subjected to proteasomal degradation. We also show that DUSP1 negatively 

regulates the activation of JNK and p38 MAPKs during SeV and RSV infections. 

Interestingly, we found that AP-1 activation and subsequent cytokine production were not 

modulated by DUSP1, potentially due to the protection provided by the JIP1-JNK interaction. 

Finally, we show for the first time that DUSP1 promotes apoptosis and suppresses cell 

migration.  

Conclusion and relevance: Our data suggest that DUSP1 acts as a negative regulator 

of tissue repair mechanisms during RSV and SeV infection, making it an interesting potential 

therapeutic target. 

 

Keywords : DUSP1, JIP1, JNK, p38, migration, apoptosis, Respiratory Syncytial Virus, 

cytokines, Paramyxoviruses, Pneumoviruses. 
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Introduction 

Les maladies infectieuses des voies respiratoires inférieures, dont les infections virales, 

sont encore de nos jours une cause majeure de mortalité dans le monde avec 3,2 millions de 

décès en 2015. En effet, il s'agit de la troisième plus importante cause de décès, derrière les 

cardiopathies ischémiques et les accidents vasculaires cérébraux [1]. La réponse immunitaire 

innée autonome joue un rôle important dans la résolution des infections virales. Elle se 

caractérise par deux composantes : une réponse antivirale autonome, c'est-à-dire une réponse 

antivirale dans la cellule infectée (autocrine) et sur les cellules environnantes (paracrine), et 

une réponse inflammatoire, qui permet d'attirer les cellules de l'immunité innée. L'incapacité 

de l'hôte à soutenir une réponse antivirale appropriée mène à un échec de la résolution de 

l'infection, qui se traduit par une propagation incontrôlée du virus et par des pathologies 

causées par ce virus. D'un autre côté, une réponse inflammatoire d'une durée incontrôlée 

engendre des dommages tissulaires associés au développement de plusieurs maladies 

inflammatoires chroniques et auto-immunes [2-4]. Afin d’atteindre une durée de réponses 

antivirale et pro-inflammatoire optimale permettant une élimination brève et efficace de 

l’infection, la réponse immunitaire innée autonome est soumise à une régulation stricte par des 

régulateurs positifs et négatifs [5]. Une connaissance approfondie de ces régulateurs est 

nécessaire afin de pouvoir manipuler ces mécanismes à des fins thérapeutiques. 
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1. Les Paramyxovirus et les Pneumovirus 

On distingue les différentes familles de virus animaux par leur morphologie et par la 

structure de leur génome (Tableau I). On différencie d'abord les virus à ADN des virus à ARN. 

Les virus à ADN peuvent être de forme icosaédrique, hélicoïdale ou complexe. Ils sont ensuite 

divisés selon la présence d'une enveloppe protégeant leur capside ou non. Leur génome peut 

être bicaténaire (double brin) ou monocaténaire (simple brin) et peut être de forme circulaire 

ou linéaire. Les virus à ARN sont d'abord classés selon la forme icosaédrique ou hélicoïdale de 

leur virion. Les virus en forme d'icosaèdre peuvent être enveloppés ou non. Ils sont ensuite 

classés selon la polarité de leur ARN. Les virus à ARN de polarité négative doivent d'abord 

être transcrits en ARN messagers (ARNm) avant d'être traduits en protéines par une ARN 

polymérase ARN-dépendante. Les virus à ARN de polarité positive peuvent traduire leur ARN 

directement en protéines sans avoir recours à une ARN polymérase ARN-dépendante. 
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Tableau I. Classification des virus à animaux 

Virus	à	ADN	

Morphologie	 Icosaèdre	 Hélicoïdal	 Complexe	

Enveloppe	 Non-enveloppé	 Enveloppé	
Non-enveloppé	/	

enveloppé	
(cytoplasmique)	

Enveloppé	
Enveloppé	

(cytoplasmique)	

Acides	
nucléiques	

Simple	brin	 Double	brin	 Double	brin	 Double	brin	 Double	brin	

Virus	
Parvoviridae	(L)	 Herpesviridae	(L)	 Iridoviridae	(L)	 Baculoviridae	(C)	 Poxviridae	(L)	

		 Hepadnaviridae	(C)	 		 		 		

	 	 	 	 	 	
Virus	à	ARN	

Morphologie	 Icosaèdre	 Hélicoïdal	

Enveloppe	 Non-enveloppé	 Enveloppé	 Enveloppé	
Acides	

nucléiques	
Double	brin	 +	 +	 +	 −	

Familles	de	
virus	

Reoviridae	(S)	 Caliciviridae	 Flaviviridae	 Coronaviridae	 Arenaviridae	(S)	

Birnaviridae	 Picornaviridae	 Togaviridae	 		 Bunyaviridae	(S)	

		 		 Retroviridae	 		 Orthomyxoviridae	(S)	

		 		 		 		 Bornaviridae	

		 		 		 		 Filoviridae	

		 		 		 		 Nyamiviridae	

		 		 		 		 Rhabdoviridae	

		 		 		 		 Sunviridae	

		 		 		 		 Paramyxoviridae	

		 		 		 		 Pneumoviridae	

C : génome circulaire. L : génome linéaire. S : génome segmenté. Adapté de [6] et [7]. 

 

Les Paramyxovirus sont les virus de la famille des Paramyxoviridae. Parmi la famille 

des Paramyxoviridae, on compte les genres Aquaparamyxovirus, Avulavirus, Ferlavirus, 

Henipavirus, Morbilivirus, Respirovirus et Rubulavirus. Les Pneumovirus font partie de la 

famille des Pneumoviridae, qui englobent les genres Metapneumovirus et Orthopneumovirus. 

Les Pneumovirus se distinguent des Paramyxovirus par leurs protéines M2-1 et M2-2, ce qui a 

justifié leur classification dans différentes familles [7, 8]. 
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1.1 D’importantes familles de pathogènes 

Les Paramyxovirus englobent beaucoup de virus pathogènes pour l'humain pouvant 

entraîner des complications graves et pour lesquels des traitements efficaces ne sont pas 

toujours disponibles. Par exemple, les Avulavirus comprennent le virus de la maladie de 

Newcastle, qui provoque des symptômes semblables à la grippe chez l'homme. Le genre 

Henipavirus est formé de deux virus pathogènes, soit le virus Hendra, qui peut causer des 

atteintes respiratoires ou neurologiques mortelles, et le virus Nipah, causant des encéphalites 

sévères chez l'homme. Le virus de la rougeole, causant un exanthème morbilliforme typique et 

pouvant entraîner des encéphalites qui s'avèrent parfois létales, provient du genre des 

Morbilivirus. Les Respirovirus comprennent les virus Parainfluenza (PIV) humains 1 et 3, qui 

constituent la deuxième cause d'infections respiratoires des voies inférieures chez les enfants. 

Les Rubulavirus comprennent le virus des oreillons, qui entraîne une inflammation des 

glandes salivaires, et les PIV humains 2 et 4. Finalement, parmi les Pneumovirus, les 

Metapneumovirus entraînent des infections aigües des voies respiratoires et les 

Orthopneumovirus comprennent le virus respiratoire syncytial (RSV), le pathogène causant le 

plus d'infections respiratoires des voies inférieures chez les enfants. 

 

1.2 La structure des Paramyxovirus et des Pneumovirus 

Les Paramyxovirus et les Pneumovirus ont une structure très semblable. Il s’agit de 

virus à ARN simple brin (ARNsb) de polarité négative, qui portent en général six gènes codant 

pour environ 11 protéines connues grâce au chevauchement des cadres de lecture et aux 

modifications post-transcriptionnelles [9]. Ils sont formés de différentes protéines de 

nucléocapside, soit la nucléoprotéine N, la phosphoprotéine P, la grande sous-unité de la 

polymérase L et le facteur d'élongation de transcription M2-1 dans le cas des Pneumovirus. Ils 

sont recouverts de trois protéines transmembranaires de l'enveloppe, soit la protéine de fusion 

F, la protéine d'attachement G et la petite protéine hydrophobe SH. Ils ont aussi une protéine 

de matrice M et les Pneumovirus ont un facteur régulateur de l'ARN M2-2 [9]. Les 

Orthopneumovirus codent aussi pour deux protéines non structurales 1 et 2 (NS1) et (NS2) 
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[10]. Les Rubulavirus, les Avulavirus et certains Respirovirus ont un génome qui comporte les 

protéines accessoires hémagglutinine et neuraminidase HN. Certains virus, comme les 

Henipavirus, les Respirovirus et les Morbilivirus possèdent la protéine non structurale C [9, 

11]. La Figure 1 montre la structure générale des Paramyxovirus, à titre d’exemple. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Représentation schématique de la structure générale des Paramyxovirus.  
L'ARN est encapsidé par les protéines de la nucléocapside N, qui sont associées à la phosphoprotéine P et à la 
polymérase L. Le génome encapsidé est contenu dans l'enveloppe, formée de la membrane cytoplasmique 
cellulaire, sous laquelle se retrouve les protéines de la matrice M, et dans laquelle sont insérées les protéines de 
fusion F et d'attachement (HN, H, ou G, selon l'espèce). Source [12] avec la permission de Taylor & Francis. 

 

1.3 Les pathologies associées à SeV et RSV, deux modèles de virus 

respiratoires à ARNsb 

Le virus Sendai (SeV), faisant partie des Respirovirus, est communément utilisé en tant 

que modèle pour les virus à ARNsb. Bien qu'il ne représente pas un danger pour l'homme, il 

s'agit d'un pathogène respiratoire chez les rongeurs. De plus, la souche Cantell, utilisée dans 
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cette étude, a la capacité d'induire une réponse antivirale dans les cellules pulmonaires 

humaines, ce qui en fait un bon modèle pour étudier la réponse innée antivirale autonome 

contre les Paramyxovirus. Finalement, SeV est aussi utilisé comme vecteur pour le 

développement de vaccins contre RSV [12]. 

RSV est l'agent étiologique qui cause le plus d'infections pédiatriques des voies 

respiratoires inférieures dans le monde. Il s'agit du principal virus causant la pneumonie [13]. 

L'infection des voies respiratoires inférieures par RSV est caractérisée par la prolifération, la 

nécrose et la desquamation de l'épithélium cilié, par l'accumulation de lymphocytes au niveau 

des bronches et par un exsudat composé de mucus, de cellules épithéliales desquamées, de 

neutrophiles, de lymphocytes et de macrophages. Elle provoque aussi le durcissement de la 

paroi alvéolaire [14].  

Le spectre des pathologies associées à RSV est large, allant de la rhinite à la 

bronchiolite, qui est associée à une morbidité et à une mortalité élevée [15]. Plusieurs facteurs 

contribuent à aggraver la sévérité de la pathologie, notamment les naissances prématurées ou 

certaines pathologies comme la bronchodysplasie pulmonaire ou les cardiopathies. De plus, 

une affection sévère liée à RSV au cours de l’enfance s'avère un facteur favorisant le 

déclenchement d’asthme à l’adolescence [16], l'hyperréactivité bronchique ainsi que la 

respiration sifflante à l'âge adulte [17-19]. RSV conduit également à des affections sévères 

chez les personnes âgées et les sujets immunodéprimés et induit une exacerbation de la 

pathologie chez les patients atteints de la maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC) 

ou de la fibrose kystique. Il a notamment été montré que RSV persiste chez les patients 

atteints de MPOC, induisant des dommages structuraux au niveau des poumons [20].  

On sait que la réponse immunitaire innée est une composante importante de la 

pathogenèse de RSV. En effet, il semble y avoir une puissante réponse inflammatoire dans les 

voies respiratoires inférieures des enfants infectés par RSV, qui se caractérise par une forte 

production de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires telles le « C-C Motif Chemokine 

Ligand » (CCL) 2, le CCL3, le CCL4, le CCL5, le « C-X-C  Motif Chemokine Ligand » 

(CXCL) 8, CXCL10, l’ « interféron » (IFN) α, l’IFNβ,  l’interleukine 1 alpha (IL-1α), l’IL-

1β, l’IL-6 et le « Tumor Necrosis Factor » alpha (TNF-α) [21, 22]. Ce phénomène est 

communément appelé « cytokine storm » et peut être fatal. En effet, les patients atteints de 
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RSV meurent souvent des dommages aux poumons causés par cette production excessive de 

cytokines plutôt que de l'infection elle-même. L'utilisation de corticostéroïdes pour diminuer 

la réponse inflammatoire est fortement répandue pour les infections par RSV. Cependant, les 

cas sévères d'infection par RSV sont liés à une réponse immunitaire innée défectueuse et 

insuffisante et à des concentrations plus faibles de cytokines dans les voies respiratoires. On 

ne sait pas toutefois si ces enfants auraient à la base avoir un système immunitaire anormal, ce 

qui les prédisposerait à des pathologies à RSV plus sévères [23]. L'utilisation de 

corticostéroïdes peut donc être très néfaste dans ces cas sévères, sachant que ces enfants 

manifestent déjà une immunosuppression. 

Grâce à ses protéines NS1 et NS2, RSV n’induit que faiblement l’IFNα et l’IFNβ. Par 

contre, la souche Long, couramment utilisée dans les laboratoires, induit l'IFNα et β, ce qui 

n'est pas représentatif des souches cliniques. De plus, RSV est peu immunogénique, ce qui 

contribue aux difficultés de production de vaccins. Seuls les anticorps polyclonaux dirigés 

contre les protéines F et G permettent la neutralisation du virus [14]. 

Malgré son importance quant à la comorbidité et aux taux de mortalité qui sont 

associés à RSV, aucun vaccin n'est encore disponible. Cette situation est principalement due 

au manque de connaissances quant à la pathogenèse de RSV et à la réponse immunitaire et 

inflammatoire qu'il enclenche. Un essai vaccinal effectué dans les années 1960 a conduit à un 

échec avec une incidence de mortalité plus importante dans le groupe d’enfants vaccinés. Le 

vaccin était composé de RSV inactivé par la formaline [24]. L'utilisation de RSV atténué 

pourrait donc être une stratégie alternative attrayante, car il n'entraîne pas de maladies 

associées aux vaccins, contrairement au vaccin de RSV inactivé par la formaline. RSV atténué 

mime une faible infection naturelle tout en induisant une réponse immunitaire cellulaire et 

humorale durable. L'utilisation de RSV atténué semble donc être la meilleure option. 

Toutefois, il est difficile d'obtenir un vaccin assez atténué et à la fois immunogénique. 

Effectivement, certains vaccins testés n'étaient pas suffisamment atténués [25, 26], tandis que 

d'autres ne provoquaient pas d'immunisation [27]. 

Seul un traitement prophylactique très coûteux semble être efficace, mais il est réservé 

à un nombre très limité d’enfants présentant un risque élevé de présenter une pathologie 

sévère. En effet, le Palivizumab, un anticorps monoclonal dirigé contre la protéine F de RSV, 
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doit être administré mensuellement par prévention chez les enfants à haut risque d'infection 

par RSV, ce qui engendre des coûts considérables [28]. En effet, au Canada, pour un enfant 

avec un poids moyen de 5 kg, on estime les coûts du Palivizumab à 5 600 $ au minimum pour 

le traitement au cours des mois à risque [29]. Il est donc urgent de développer de nouvelles 

stratégies thérapeutiques. Le développement de ces thérapies requiert une connaissance 

détaillée des mécanismes de pathogenèse ainsi que de la réponse immunitaire associés à RSV, 

qui est encore très limitée. 

 Dans cette étude, nous utilisons les virus SeV et RSV comme modèles 

d'infection par des virus respiratoires. Étant situés dans des familles différentes, ils permettent 

de dresser un portrait représentant un large spectre de virus respiratoires à ARNsb dans 

l'établissement d'une réponse immunitaire innée antivirale autonome. 

 

1.4 Le cycle de réplication de RSV  

Les cellules épithéliales du tractus respiratoire (AEC) sont les premières cellules à 

entrer en contact avec les virus respiratoires. Elles représentent non seulement une barrière 

physique, mais jouent également un rôle clé dans le développement de la défense immunitaire 

innée, incluant les réponses antivirale autonome et pro-inflammatoire, qui déterminent la 

progression ou la résolution de l'infection. 

Le cycle de réplication de RSV commence par l'attachement du virion aux 

glycosaminoglycanes, comme le sulfate d’héparane, à la surface de la cellule via sa protéine G 

[30] (Figure 2). Cet attachement induit l'activation de la protéine F, qui interagit avec la 

nucléoline et les microdomaines riches en cholestérol de la membrane cellulaire, permettant la 

fusion des membranes du virus et de la cellule [31, 32]. La nucléocapside entre alors dans le 

cytoplasme par macropinocytose engendrée par le réarrangement des filaments d’actine. La 

« furin-like protease » induit le clivage de la protéine F, permettant la complétion de la fusion 

des membranes virales et cellulaires dans le macropinosome [33]. 

La protéine L, qui est une ARN polymérase ARN-dépendante encapsidée dans le 

virion, se lie à la région promotrice en 3' de l'ARN viral et commence la transcription du 
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premier gène, codant pour la protéine NS1, en ARNm. Elle continue son chemin jusqu'à la 

région intergénique riche en uracile, ce qui provoque un glissement de la polymérase et 

entraîne la formation d'une queue polyadénine sur l'ARNm. Les gènes sont tous séparés par 

des séquences intergéniques variables, contenant la région riche en uracile, sauf M2 et L, qui 

se chevauchent. Au niveau de la région riche en uracile, la polymérase peut alors décrocher ou 

continuer son chemin et transcrire le gène suivant. Si elle décroche, elle doit recommencer à 

transcrire en 3', car elle a besoin de la région promotrice pour initier la transcription. Ce 

mécanisme permet de produire une plus grande quantité de protéines codées par les gènes qui 

sont plus près de l'extrémité 3' et peu de protéines pour celles codées par les gènes près de 

l'extrémité 5' de l'ARN viral. L'ordre des gènes de l'ARN viral est 3'-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-

F-M2-L-5'. La polymérase induit aussi une guanylation et une méthylation de l'ARNm, 

formant une structure CAP en 3' de l'ARNm, ce qui lui permet d'être traduit par la machinerie 

de la cellule [9]. La protéine P agit comme co-facteur pour la transcription et la protéine M2-1 

aide à la processivité de la polymérase [34]. Une fois traduites, les protéines SH, G et F 

migrent à la surface de la cellule via la voie de sécrétion des protéines [35]. Lorsque la 

protéine N atteint une certaine abondance, cela provoque un changement de fonction de la 

polymérase, possiblement grâce à la protéine M2-2 [36], qui commence alors à répliquer le 

génome viral entier pour former un ARN de polarité positive. Cet ARN servira d'intermédiaire 

de réplication afin de transcrire le génome d'ARN de polarité négative pour les nouveaux 

virions. Le complexe de ribonucléoprotéines, formé des protéines P, N, L et M2-2 

nouvellement traduites et de l’ARN viral, traverse le cytoplasme pour migrer à la surface de la 

cellule. L’assemblage coordonné des protéines et de l'ARN viraux pour former les virions se 

fait via la protéine M, qui est distribuée près des protéines F et G au niveau de la membrane et 

qui interagit avec le complexe de ribonucléoprotéines. La sortie des virions se fait par 

bourgeonnement via un réarrangement des filaments d’actines et leur interaction avec la 

protéine M [37]. 
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Figure 2. Cycle de réplication de RSV.  
Les virions entrent du côté apical des AEC par macropinocytose, qui est induite par l’attachement de la protéine 
G aux glycosaminoglycanes et l’interaction de la protéine F avec la nucléoline, de manière pH-indépendante [38]. 
Le génome viral est alors transcrit en ARNm et traduit en protéines. Les protéines de l'enveloppe sont sécrétées à 
la surface des cellules par le transport vésiculaire. L'accumulation de la protéine N induit la production d'un 
antigénome afin d'enclencher la réplication du génome viral, qui sera encapsidé dans les virions nouvellement 
produits, qui s'échapperont de la cellule par bourgeonnement.   

 

RSV peut aussi infecter les cellules environnantes sans avoir à sortir de la cellule par 

bourgeonnement et à rentrer dans une nouvelle cellule par macropinocytose. En effet, la 

protéine F, exprimée à la surface des cellules infectées, induit la fusion directe des cellules 

infectées avec les cellules non infectées environnantes, provoquant la formation de syncytium 

(cellule géante possédant plusieurs noyaux), permettant une propagation plus rapide du virus 

[14].  
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2. L'établissement d'une réponse autonome immunitaire 

innée antivirale 

Les AEC détectent la présence de virus respiratoires par des senseurs moléculaires qui 

reconnaissent les « Pathogen-Associated Molecular Patterns » (PAMP). Cette reconnaissance 

induit l’expression des gènes de la phase précoce de la réponse autonome immunitaire innée, 

notamment les gènes codant pour des cytokines et des chimiokines antivirales, comme les IFN 

de type I (IFNα/β) et III (IFNλ), et pro-inflammatoires, comme le TNF-α et le CCL5, aussi 

connu sous le nom de RANTES [39-41]. Les IFN agissent de manière autocrine et paracrine 

sur les AEC pour induire l’expression des « IFN-Stimulated Genes » (ISG), qui codent pour 

des protéines à activité antivirale. Ces derniers inhibent les mécanismes de transcription et de 

traduction, inhibent la croissance cellulaire, provoquent l'apoptose et modulent la réponse 

immunitaire, ce qui restreint la réplication et la propagation du virus [42-44]. L’axe pro-

inflammatoire de la réponse permet de recruter des neutrophiles, des macrophages et des 

lymphocytes dans les voies respiratoires au site d'infection afin de développer une réponse 

immunitaire adaptative appropriée. 

 

2.1 La détection de RSV et SeV dans le cytosol 

L'immunité innée repose sur les « Pathogen Recognition Receptors » (PRR) intra- ou 

extracellulaires, qui détectent les PAMP. Plusieurs PRR sont impliqués dans la reconnaissance 

innée des virus, incluant les « RIG-I-like Receptors » (RLR), les « Toll-like Receptors » 

(TLR) et les « NOD-like Receptors » (NLR) (Figure 3).  
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Figure 3. Reconnaissance des virus par différents récepteurs.  
Les TLR2 et TLR4 sont encrés à la surface de la cellule. Le TLR2 active les voies NF-κB et MAPK dépendantes 
de MyD88. Le TLR4 reconnait les protéines virales et active des voies dépendantes, mais aussi indépendantes de 
MyD88, qui mènent à l'activation d'IRF3. Les TLR3, TLR7 et TLR9 se retrouvent sur l'endosome. Les RLR 
MDA5 et RIG-I reconnaissent l’ARNdb et le NLR NOD2 reconnaît l’ARNsb dans le cytoplasme. Adapté de 
Torres-Pedraza et al. [45] et Thompson et al. [46].  

 

Il a été montré que RSV est reconnu par plusieurs PRR, soit les TLR2, TLR3, TLR4, 

TLR7, le « Retinoic Acid-Inducible Gene I » (RIG-I), la « Melanoma Differentiation-

Associated Protein 5 » (MDA5) et la « Nucleotide-Binding Oligomerization Domain-

Containing Protein 2 » (NOD2), et que le « cross-talk » entre les réponses PRR était 

spécifique à chaque type cellulaire en réponse à RSV [47, 48]. TLR2 et TLR4 reconnaissent 

RSV du côté extracellulaire. En fait, TLR4 reconnaît la protéine F de RSV avec l'aide du 

corécepteur CD14 [49]. TLR3 se retrouve au niveau de l'endosome et reconnaît l'ARN double 

brin (ARNdb), un intermédiaire de réplication du génome de RSV [50]. La manière dont 
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l’ARNdb se retrouve dans l’endosome n’est pas claire, mais il a été proposé que dans les 

cellules dendritiques, le transport d’acides nucléiques pourrait se faire via un mécanisme 

d’autophagie durant lequel les acides nucléiques viraux seraient transportés par le lysosome, 

qui viendrait fusionner avec l’endosome, où se retrouve le TLR3 [51, 52]. Cependant, le 

mécanisme d’autophagie en réponse à RSV n’a pas encore été décrit dans les AEC [47]. TLR7 

reconnaît l'ARNsb de manière intracellulaire également [53]. Tous les TLR, sauf TLR3, 

activent la voie de signalisation « Myeloid Differentiation Primary Response Gene 88 » 

(MyD88)-dépendante, tandis que TLR3 et TLR4 activent la voie « TIR-Domain-Containing 

Adapter-Inducing Interferon-β » (TRIF)-dépendante. NOD2, bien qu'il soit mieux connu dans 

le contexte des infections bactériennes, reconnaît l'ARNsb dans les premiers stades de 

l'infection [54]. RIG-I est nécessaire à l'activation de la réponse autonome immunitaire 

dépendant des ISG15, ISG54 et ISG56 en réponse à RSV [55]. Il est maintenant clair que dans 

les AEC, RIG-I et MDA5, son homologue structurel, sont les récepteurs majeurs de RSV [47].  

La souche Cantell de SeV, celle utilisée dans cette étude, est reconnue par RIG-I et par 

MDA5 et induit la production d'IFN de type I et d'ISG [56-59]. Il a été démontré que TLR7 

reconnait aussi l'ARNsb de SeV en comparant l'induction de l'IFNα de cellules dendritiques 

normales ou déficientes en TLR7 [51]. « NLR Family, Pyrin Domain Containing 3 » (NLRP3) 

serait aussi un senseur de SeV, cependant, cela pourrait être de manière indirecte, via 

l'activation de stress cellulaire, tel l’ATP ou l’acide urique, plutôt que par l'ARN viral 

directement [60-62]. 

RIG-I et MDA5 contribuent activement à la formation de l'état antiviral [63]. Des 

analyses biochimiques et structurelles ont commencé à élucider la préférence de RIG-I et 

MDA5 pour différents ligands d'acide nucléique. En effet, des intermédiaires de réplication 

(ARNdb) ou de courtes séquences d'ARNsb ayant une section double brin (structure 

« panhandle ») sont suffisantes pour être reconnues par RIG-I [47, 64], tandis que MDA5 

répond plus spécifiquement à de longues séquences ramifiées d'ARNdb [65]. Bien qu'on 

pensait initialement que RIG-I et MDA5 reconnaissaient des familles distinctes de virus, il a 

été documenté que plusieurs virus, dont des virus à ARNsb, sont reconnus par les deux 

récepteurs et que ces derniers coopèrent pour induire l'activation d'IFN de type II [59, 66]. 
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Le modèle actuel de la coopération de RIG-I et MDA5 dans la régulation de la réponse 

antivirale contre les virus à ARNsb stipule que ces deux senseurs activent des voies de 

signalisation communes en aval. En lien avec ce modèle, notre laboratoire a récemment 

montré que RIG-I et MDA5 sont tous les deux essentiels pour l'expression efficace de 

cytokines dépendantes de l’« Interferon Regulatory Factor 3 » (IRF3) (IFN de type I et III) et 

du « Nuclear Factor kappa B » (NF-κB) (IL-6 et TNF-α) en réponse à l'infection par RSV. 

Cependant, une analyse détaillée de l'activation d'IRF3 et de NF-κB en aval de RIG-I et 

MDA5 a conduit à proposer que RIG-I et MDA5 aient des fonctions distinctes. Dans ce 

nouveau modèle, RIG-I conduit à l'initiation de la réponse antivirale, tandis que MDA5 est 

essentiel pour le maintien de cette réponse [48]. 

Malgré leurs différences quant à leurs propriétés d'attachement aux ligands, RIG-I et 

MDA5 activent des cascades de signalisation communes. L'attachement de fragments d'ARN à 

RIG-I ou à MDA5 induit leur interaction avec l'adaptateur « Mitochondrial Antiviral-

Signaling Protein » (MAVS), aussi connue sous le nom de Cardif/IPS-1/VISA [67-69]. On 

pensait initialement que MAVS était localisé uniquement au niveau de la membrane externe 

de la mitochondrie [70], mais on sait à présent que différentes « populations » de MAVS 

coexistent. Il a été démontré que MAVS est également ancré dans la membrane du 

peroxysome [71] et des « Mitochondrial-Associated Endoplasmic Reticulum Membranes » 

(MAM) [72]. Bien que des études aient été faites pour déterminer les différences entre les 

fractions de MAVS, la discordance des résultats rend les conclusions difficiles. Il est toujours 

incertain si un rôle sélectif du MAVS mitochondrial, des peroxysomes et des MAM existe [71, 

73]. 

L’interaction de RIG-I ou MDA5 avec MAVS initie un processus d’agrégation de 

MAVS, qui est nécessaire à l’activation de la réponse antivirale de la cellule [74]. L’activation 

de MAVS conduit au recrutement de plusieurs protéines de signalisation afin de former un 

complexe de signalisation macromoléculaire au niveau de la membrane externe de la 

mitochondrie, connu sous nom de signalosome. Le signalosome est formé notamment de 

« TNF Receptor-Associated Factor » 3 (TRAF3), TRAF6, « TRAF Family Member-

Associated Nuclear Factor κB Activator » (TANK), et « TNFR1-Associated Death Domain 

Protein » (TRADD) [75]. Ces interactions activent plusieurs voies de signalisation en aval, ce 
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qui mène par la suite à l'activation coordonnée de trois facteurs de transcription : IRF3, NF-κB 

et « Activating Protein 1 » (AP-1) [41, 76, 77]  (Figure 4). Ces facteurs de transcription 

régulent l'expression de gènes antiviraux et pro-inflammatoires [78]. L'activation coordonnée 

des facteurs de transcription mène à leur attachement à des sites adjacents bien définis dans la 

région promotrice de plusieurs gènes afin de former une structure « enhanceosome » qui 

permettra par la suite l’expression de ces protéines antivirales et pro-inflammatoires [79]. 

 

 

Figure 4. Modèle actuel des voies de signalisation impliquées dans la réponse antivirale et pro-
inflammatoire à la suite d'une infection par des virus à ARNsb, comme SeV et RSV.  

Les récepteurs cytosoliques RIG-I et MDA5 reconnaissent l'acide nucléique viral. Les effecteurs MAVS et 
TRAF6 en aval transmettent le signal au complexe IKK (α/β/γ) pour activer NF-κB (p65/p50). En aval de 
MAVS, l'adaptateur TRAF3 assure l'activation des kinases IKKε et TBK1, qui phosphorylent IRF3, qui se 
dimérise et s'accumule dans le noyau. En aval de MAVS, des voies de signalisation conduisent à la 
phosphorylation des MAPK p38 et JNK pour activer la formation du complexe AP-1 (ATF2/c-jun). Les facteurs 
de transcription IRF3, NF-κB et AP-1 permettent l'expression de cytokines pro-inflammatoires, comme TNF-α et 
CCL5, et antivirales, comme les IFN de type I et III, qui mènent à un état antiviral. 
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2.2 L'activation d'IRF3 

IRF3 est constitutivement exprimé dans le cytoplasme des cellules non stimulées. 

L'activation d'IRF3 par une infection virale repose sur des processus de phosphorylations 

complexes impliquant plusieurs sites phosphoaccepteurs dans la région C-terminale. Il a été 

décrit que les kinases « IκB Kinase epsilon » (IKKε) et « TANK-Binding Kinase 1 » (TBK1) 

sont essentielles à l'activation d'IRF3 [80-83]  (Figure 4). Dans des cellules non-stimulées, on 

retrouve deux formes d'IRF3 : la forme non-phosphorylée (forme I) et la forme 

hypophosphorylée (forme II). L'infection virale induit l'hyperphosphorylation d'IRF3 en C-

terminale au niveau de deux régions de sites phosphoaccepteurs importants, soit 

Ser385/Ser386 et Ser396/Ser398/Ser402/Thr404/Ser405 [82, 84-88]. Les formes III et IV 

d'IRF3 représentent les formes hyperphosphorylées. Une fois qu'IRF3 est activé par 

phosphorylation, il dimérise, puis s'accumule dans le noyau, pour ensuite se lier aux séquences 

consensus des « IFN-Stimulated Response Elements » (ISRE) et s'associer avec les 

coactivateurs : la « CREB-Binding Protein » (CBP) ou la p300 pour transactiver les gènes 

cibles [89, 90]. Il est finalement dégradé par le protéasome à la suite de sa polyubiquitination 

[87, 91]. Il est intéressant de noter que la protéine V de certains Paramyxovirus comme PIV a 

la capacité d'imiter IRF3, ce qui lui permet d'entrer en compétition avec IRF3 pour le site 

catalytique de TBK1/IKKε. La protéine V est donc phosphorylée aux dépens d'IRF3, qui reste 

inactif [92]. 

En plus de jouer un rôle clé dans la régulation de la transcription de l'IFN, IRF3 

module aussi un état antiviral précoce indépendant de l'IFN via l'expression d'une foule de 

gènes antiviraux. Parmi ceux-ci, on peut compter l’ « Interferon-Induced Protein with 

Tetratricopeptide Repeats » (IFIT) 1/ISG56, l’IFIT2/ISG54 et l’IFIT3/ISG60 [93, 94]. 

 

2.3 L'activation de NF-κB 

NF-κB est une famille ubiquitaire d'homo- et d'hétérodimères regroupant p65, cRel, 

RelB, p50 et p52. NF-κB est activé par au moins deux voies distinctes, soit la voie canonique 

et la voie non-canonique. NF-κB transactive des gènes avec une spécificité et une cinétique 
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qui varient selon le gène, le stimulus et la cellule. L'expression rapide et transitoire des gènes 

NF-κB-dépendants est associée à la voie canonique, tandis que la voie non canonique est 

essentielle pour la transcription de gènes différée et soutenue [95]. La voie canonique repose 

sur l'activation de l’« Inhibitor of κB » (IκB), formé de IKKα, IKKβ et IKKγ. Le complexe 

IKKα/β/γ phosphoryle IκBα, qui inhibait le dimère NF-κB en s'y liant dans le cytoplasme. La 

phosphorylation d'IκBα favorise sont ubiquitination et sa dégradation par le protéasome, ce qui 

permet de libérer le dimère NF-κB, principalement p65 et p50, afin qu'il s'accumule dans le 

noyau [96, 97] (Figure 4). Les modifications post-traductionnelles additionnelles des sous-

unités Rel améliorent leur association au promoteur et leur capacité de transactivation [98]. La 

synthèse d'IκB médiée par NF-κB engendre la terminaison de cette voie de signalisation via 

une boucle de rétroaction inhibitrice. En effet, IκB entre dans le noyau et ramène le dimère 

NF-κB dans le noyau avec lui [99]. La voie non-canonique principale fonctionne par 

l'activation des « NF-κB-Inducing Kinases » (NIK). L'abondance de NIK est régulée par la 

dégradation de NIK par le protéasome, qui est dépendante de TRAF3 dans les cellules non 

stimulées. La dégradation induite par un stimulus de TRAF3 permet la stabilisation de NIK, 

qui phosphoryle et active la kinase IKKα. IKKα phosphoryle le précurseur p100 afin d'activer 

sa transformation dans le protéasome en sous-unité p52 mature. p52 migre alors dans le noyau 

en formant un dimère avec RelB [100, 101]. 

 

2.4 L'activation d'AP-1 

Nos connaissances sur l'activation du facteur de transcription AP-1 durant l'infection 

virale sont encore très limitées. La cascade d'activation classique induite par l'infection virale 

mène ultimement à la formation de l'hétérodimère formé de l' « Activating Transcription 

Factor 2 » (ATF2) et de c-Jun. AP-1 (ATF2/c-Jun) participe à la formation de la structure 

« enhanceosome » qui permet l'expression de l'IFNβ [76, 102, 103]. Les événements en amont 

d'ATF2 et de c-Jun impliquent l'activation de plusieurs « Mitogen-Activated Protein Kinases » 

(MAPK).  

Les MAPK sont des protéines kinases spécifiques pour la sérine et la thréonine qui sont 

regroupées en voies de signalisation distinctes, les trois principales étant la voie 
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« Extracellular Signal-Regulated Kinase » (ERK1/2 ou p42/p44 MAPK), la voie « c-Jun N-

Terminal Kinase » (JNK) et la voie p38 MAPK. Il existe aussi la famille d’ERK5 et les 

MAPK atypiques ERK3/4, ERK7/8 et la « Nemo-like kinase » (NLK). Les MAPK sont 

activées par une grande variété de stimuli et sont impliquées dans la régulation d’une 

multitude de fonctions cellulaires essentielles [104, 105]. Il existe trois isoformes de JNK, soit 

JNK1, JNK2 et JNK3, et une dizaine de variants d'épissage alternatif allant de 46 kDa à 

55 kDa [106]. JNK3 se retrouve principalement dans les neurones, les testicules et le cœur, 

tandis que JNK1 et JNK2 sont ubiquitaires [107]. p38 existe sous quatre isoformes : p38α, 

p38β, p38γ et p38δ. p38γ et p38δ ont des fonctions et un profil d'expression plus spécifiques, 

tandis que p38α et p38β sont les formes majeures et ubiquitaires [108]. Il existe 5 sous-

familles d’ERK, ERK1 et ERK2 étant les mieux connues [104]. 

 

2.4.1 La cascade de MAPK 

ATF2 et c-Jun sont activés par des MAPK, qui sont préalablement activées par des 

MAPK kinases (MKK), en aval de MAPK kinases kinases (MAPKKK/MEKK/MLK). Ces 

cascades de MAPK sont toutes activées par des événements de phosphorylation. Selon le type 

de stimulation, le complexe AP-1 peut être formé des sous-unités Jun (c-Jun, JunB et JunD), 

Fos (c-FOS, FosB, Fra et Fra 2), ATF (ATF2, ATF3, B-ATF, JDP1 et JDP2) et Maf (c-Maf, 

MafB, MafA, MafG/F/K, Nrl) [109]. Toutefois, ce sont ATF2 et c-Jun qui sont les principales 

sous-unités d'AP-1 induites lors d'infections virales [110-112]. ATF2 et c-Jun sont activés par 

les MAPK p38 et JNK respectivement, qui migrent du cytoplasme au noyau pour induire leur 

phosphorylation [76, 102, 103] (Figure 4). Plusieurs virus respiratoires induisent l'activation 

de JNK et p38 [103, 112-114]. Toutefois, les événements menant à l'activation de JNK et p38 

dans l'infection virale sont encore nébuleux à ce jour. Il a été montré que RIG-I et MAVS 

agissent en amont des MAPK JNK et p38 dans l'infection SeV [115]. L'activation des MAPK 

dépend aussi des adaptateurs TRAF. Cependant, on ne sait pas si RIG-I et MDA5 agissent en 

amont des TRAF à la suite d'une infection virale. Les adaptateurs TRAF permettent 

l'activation des MAPKKK, qui agissent en amont des MKK. Dans l'infection virale, 

l'activation de JNK est dépendante de MKK4 et MKK7 [114, 116-118] et p38 est activé par 
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MKK3 et MKK6 [119]. Toutefois, l'activation de JNK et p38 par les différents MKK dépend 

grandement du stimulus. Dans différents contextes, les MKK3, MKK4, MKK6 et MKK7 

peuvent être activés par une multitude de MAPKKK, soit MEKK1/2/3/4, MLK1/2/3, Tpl-2, 

DLK, TAO1/2, « TGF-β-Activated Kinase 1 » (TAK1) et « Apoptosis Signal-Regulating 

Kinase » (ASK)1/2 [108, 120]. Cependant, seules les MAPKKK ASK1, TAK1, MEKK1 et 

MLK3 ont été décrites comme étant impliquées dans la réponse antivirale jusqu'à présent 

[121-126]. 

 

2.4.2 Les fonctions diverses de JNK et p38 

En plus d'activer différentes sous-unités d'AP-1, JNK et p38 phosphorylent plus d'une 

cinquantaine de protéines [127]. Il est donc évident qu'ils soient impliqués dans une multitude 

de fonctions cellulaires. 

 

2.4.2.1 La régulation de cytokines par les voies JNK et p38 

Une des fonctions majeures de JNK et p38 est non seulement la régulation de 

l'enhanceosome contrôlant l'expression de l'IFNβ, mais aussi la modulation de la production 

de cytokines pro-inflammatoires, via la régulation du facteur de transcription AP-1 [76, 102, 

103]. RSV induit de l'inflammation au niveau des poumons via l'induction précoce de 

cytokines, particulièrement la surexpression de CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL8, 

CXCL10, IFNα, IFNβ, IL-1α, IL-1β, IL-6 et TNF-α [21, 22], qui contribuent grandement à la 

pathogenèse de RSV. On peut donc supposer que JNK et p38, agissant en amont d'AP-1, sont 

des acteurs importants dans la pathogenèse associée à RSV [122].  

JNK et p38 sont connus pour réguler l'expression de plusieurs cytokines en contexte 

d'infection virale. Par exemple, il a été montré que p38 induisait la production de plusieurs 

cytokines en réponse au virus de l’Influenza (IV). En effet, il régule, directement ou 

indirectement, plus de 90 % des gènes induits par l’IV. En réponse au virus, p38 module 

l'induction de la réponse IFN, puis, plus tardivement, la signalisation des ISG [128]. JNK 

régule l'expression de CXCL8 suite à l'infection par RSV. Effectivement, en inhibant JNK à 
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l'aide de l'inhibiteur SP600125, on voit une diminution de la transcription de CXCL8 

dépendante d'AP-1 [122]. JNK et p38 régulent CCL5 en réponse à l’IV dans les cellules 

épithéliales pulmonaires [129]. De plus, l'induction de TNF-α par l’IV H5N1 est dépendante 

de p38 [130]. L'inhibition de p38 a également un effet antiviral contre l'IV H5N1 et H7N7, 

principalement en bloquant la production excessive de cytokines pro-inflammatoires. En effet, 

les souris sont protégées des infections létales causées par l'IV lorsque p38 est inhibé à l'aide 

de l'inhibiteur SB202190, puisqu'elles ne présentent pas de production excessive de cytokines 

[128]. 

La sécrétion de cytokines est régulée de manière temporelle par p38. L'expression d'IL-

6 stimulée par le TNF-α dans les AEC est biphasique, c'est-à-dire qu'il y a deux vagues 

d'expression de l'ARNm d'IL-6, grâce une régulation stricte dépendant de p38 [131]. D'autres 

études ont décrit une régulation temporelle similaire. En effet, l'expression de cytokines pro-

inflammatoires comme l’ IL-6, le CXCL8 et la cyclooxygénase (COX)-2 dans les cellules 

Hela semble nécessiter une oscillation de l'activation de p38 en réponse à une exposition 

continue à l'IL-1β [132].  

D'un autre côté, dans les macrophages, JNK et p38 induisent des cytokines pro-, mais 

aussi anti-inflammatoires. À la suite de l'activation des TLR, il y a une première phase, la 

phase précoce, qui induit TNF-α, stimulant une réponse pro-inflammatoire. Par contre, lors de 

la phase tardive, il y a production d'IL-10, surtout modulée par p38, ce qui stimule une réponse 

anti-inflammatoire [133]. Effectivement, IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire qui inhibe 

l'expression d'IL-6 et de TNF. Étrangement, p38 et MKK3, mais non MKK6, stimulent la 

production d'IL-10 [134]. 

 

2.4.2.2 La régulation de l’infection virale 

L'activation de p38 par plusieurs virus respiratoires, tels l'IV H1N1, le virus Coxsackie 

B3, le PIV 3, l'adénovirus et RSV, est dépendante du TLR4 ainsi que de MyD88. p38 régule 

positivement les infections virales respiratoires, puisque lorsqu'il est inhibé à l'aide de 

l'inhibiteur SB203580, il y a diminution de la réplication de tous ces virus respiratoires [113]. 

p38 serait donc une bonne cible thérapeutique pour limiter la propagation des virions de RSV 
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ainsi que l'inflammation excessive qui y est associée. Finalement, la réplication du virus 

herpes simplex bovin est dépendante de la voie JNK-c-Jun, mais indépendante de p38 et des 

espèces réactives de l'oxygène (ROS) [135]. 

 

2.4.2.3 La régulation de l'apoptose 

JNK et p38 jouent un rôle important dans la régulation de l'apoptose via leurs fonctions 

pro-apoptotiques, mais aussi anti-apoptotiques, selon le type cellulaire ainsi que le stimulus 

[136-141]. Il  a été montré qu'en contexte d'infection virale dans lymphocytes T CD8+, JNK1 

joue un rôle dans la survie cellulaire, tandis que JNK2 est impliqué dans l'expansion des 

lymphocytes T CD8+ [136]. Par ailleurs, une voie de signalisation menant à l'apoptose et 

impliquant JNK et p38 a été décrite. En effet, la « Double-Stranded RNA-Activated Protein 

Kinase » (PKR) active ASK1, qui induit l'activation de MKK4 et MKK3/MKK6 par 

phosphorylation. Ces derniers phosphorylent à leur tour JNK et p38, respectivement, ce qui 

mène à l'état apoptotique. ASK1 induit également l'apoptose en réponse à différents stimuli 

[140]. 

Certains virus induisent des voies de signalisation anti-apoptotiques pour assurer leur 

réplication. Suite à l'infection par l'Entérovirus 71 (EV71), JNK est activé et induit l'apoptose 

via la voie «  Bcl-2-Associated X Protein » (Bax). D'un autre côté, « Phosphoinositide 3-

Kinase » (PI3K) et Akt sont induits par EV71, ce qui mène à la phosphorylation et à la 

désactivation d'ASK1, limitant l'activation de JNK ainsi que l'apoptose [141]. p38 joue aussi 

un rôle important dans la prolifération et la survie cellulaire via la voie pro- et anti-apoptotique 

« B-cell Lymphoma 2 » (Bcl-2) [142]. Par ailleurs, l'induction de p38 par la protéine ICP27 du 

virus herpes simplex de type 1 entraîne l'apoptose des cellules, tandis que l'activation de JNK 

mène à l'inhibition de la voie apoptotique [139]. 

Une étude a montré qu'en réponse à SeV, en plus de former le mito-signalosome, 

MAVS recrute MKK7 au niveau de la mitochondrie. JNK2 est alors phosphorylée par MKK7 

et déclenche l'apoptose. Cette voie de signalisation est cependant indépendante de RIG-I et de 

MDA5, ce qui est plutôt étonnant sachant qu'il s'agit des deux senseurs d'ARN viral en amont 

de MAVS. Un senseur inconnu pourrait alors être à l'origine de l'activation de MAVS dans 
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cette voie de signalisation [118]. D'autres études ont montré que l'apoptose induite par SeV 

inactivé était dépendante de JNK et p38 [143, 144]. À l'opposé, il y a très peu de données sur 

l'apoptose en réponse à RSV. On ne sait donc pas si JNK et p38 régulent l'apoptose dans ce 

contexte. 

 

2.4.2.4 Le rôle de JNK et p38 dans la migration cellulaire 

De plus en plus d'études montrent l'implication de JNK et p38 dans la modulation de 

voies pro-migratoires dans différents contextes [145]. JNK2 régule la migration cellulaire de 

manière redondante avec JNK1 [146]. Des analyses de qRT-PCR et d'immunoblot ont montré 

que la « Matrix Metalloproteinase 9 » (MMP-9) est également impliquée dans la migration des 

cellules épithéliales pulmonaires A549 en réponse à l'IL-1β de manière ERK, p38, JNK et NF-

κB-dépendante [147]. D'un autre côté, p38 induit l'accumulation d'ICAM-1 dans les cellules 

endothéliales vasculaires pulmonaires infectées par RSV. Cette accumulation entraîne une 

augmentation de l'adhésion et de la transmigration des neutrophiles [148]. De plus, p38 est 

impliqué dans le maintien de l'intégrité de l'épithélium. En effet, RSV induit une perturbation 

de la membrane épithéliale, définie par une diminution de la résistance électrique 

transépithéliale (TEER), de manière p38-dépendante [149]. 

 

2.4.2.5 La modulation du cycle cellulaire 

Les MAPK sont impliquées dans une multitude de fonctions, dont la régulation du 

cycle cellulaire [150]. AP-1 n'est pas seulement un facteur de transcription pour des gènes 

codant pour des cytokines. En effet, via c-Jun, JNK régule la transcription de gènes AP-1-

dépendants, comme la cycline D1, qui contrôle le cycle cellulaire [151]. Il a été décrit que 

JNK2 induit la prolifération des cellules [146]. À l'opposé, p38 régule négativement le cycle 

cellulaire en stoppant les cellules en phase G1/S et G2/M, principalement via l'inhibition de 

cyclines et l'induction des inhibiteurs des « Cyclin-Dependent Kinases » (CDK) [142].  
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2.4.3 Les protéines d'échafaudage des MAPK 

Les cascades d'activation des MAPK sont facilitées par des protéines d'échafaudage. 

Les protéines d'échafaudage facilitent l'activation de certaines voies de signalisation en 

permettant aux protéines d'accéder facilement à leurs substrats. Elles modulent l'emplacement 

spatiotemporel, les concentrations locales et les propriétés biochimiques des complexes de 

protéines qu'elles ciblent [152]. Il existe quatre « JNK-Interacting Proteins » (JIP) : JIP1, JIP2, 

JIP3 et JIP4 (Figure 5).  

 

 

Figure 5. Les différentes protéines d'échafaudage des MAPK.  
JIP1 mène à l'activation de JNK via les MAPKKK MEKK3/MLK3/DLK ainsi que MKK7. JIP2 facilite 
l'activation de p38 via MKK3, en plus de celle de JNK via MLK2/MLK3/DLK et MKK7. JIP3 induit l'activation 
de la voie MLK2/MLK3/DLK-MKK7-JNK. Finalement, JIP4 mène à l'activation de p38 en interagissant avec 
MKK3/MKK6 et p38, et active JNK via MEKK3 et MKK4. Source [153] avec la permission de Nature 
Publishing Group. 

 

Parmi les JIP, JIP1 est celui qui a été le plus étudié jusqu'à présent. Il s'agit d'une 

protéine cytoplasmique exprimée principalement dans le cerveau, mais aussi dans les reins, les 

testicules, les poumons et les muscles chez la souris [154]. JIP1 possède une isoforme : JIP1b. 

JIP1b est en fait la protéine pleine longueur, et JIP1 est le fruit d'une délétion de 47 acides 

aminés en C-terminale [155]. JIP1 est nécessaire à l'activation de la voie de signalisation 

dépendante de JNK via MLK3 et MKK7 [155-157] (Figure 5). L'inhibition de JIP1 chez les 
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souris déficientes en JIP1 empêche l'activation de JNK et de c-Jun en réponse au stress dans 

les neurones [155, 158]. Certains JIP peuvent homo- et hétéro-oligomériser. Les fonctions 

d'échafaudage de JIP1 sont dépendantes de son oligomérisation [159]. Il s'associe aussi à 

« Plenty of SH3 » (POSH), une autre protéine d'échafaudage de JNK, créant un complexe 

d'activation de JNK [160]. POSH s'associe aux MLK, ainsi qu'à MKK4, MKK7 et JNK [161]. 

Le domaine d'association à JNK de JIP1 a servi pour produire plusieurs peptides et petites 

molécules inhibiteurs de JNK. En effet, ces inhibiteurs bloquent l'interaction entre JIP1 et 

JNK, ce qui d'inhibe la voie de signalisation de JNK, menant à l'inhibition de la 

phosphorylation de c-Jun et ATF2 [162-165] ainsi que l'inhibition de cytokines dépendantes 

d'AP-1, comme l'IL-2, l'IFNγ et l'IL-10 [166, 167]. L'activation de la transcription de gènes 

dépendants d'AP-1 en réponse à l'IL-1β passe par JIP1, puisqu'elle est inhibée lorsque 

l'expression de JIP1 est bloquée à l'aide de shRNA [167]. JIP1 est donc essentiel pour réguler 

l'activation ou l'inhibition de la voie JNK-AP-1 menant à la production de cytokines via JIP1 

[155, 158, 166, 167]. JIP1 régule aussi la signalisation JNK-dépendante menant à l'apoptose 

des cellules [157, 158].  

JIP2 se ne retrouve que dans le cerveau chez l'humain [168]. À notre connaissance, 

JIP2 ne possède pas d'isoformes. Les JIP n'interagissent pas seulement avec la voie 

d'activation de JNK. En effet, en plus d'activer JNK via MKK7, JIP2 joue également un rôle 

dans l'activation de p38 via MLK3 et MKK3 dans une variété de contextes [169-171] 

(Figure 5). Les protéines d'échafaudage, ayant des substrats différents, régulent l'activation de 

différentes fonctions spécifiques. Les différents JIP sont donc impliqués dans différentes 

fonctions cellulaires. JIP2 lie et active les voies des TLR2 et TLR9 [172]. 

JIP3 peut aussi être retrouvé dans les cellules pulmonaires [173-175]. JIP3 existe aussi 

sous une autre forme, « JNK/SAPK-Associated Protein 1 » (JSAP1), dérivée de l'épissage 

alternatif du même gène [176, 177]. Les différentes isoformes de JIP3 ont différentes 

spécificités pour leurs ligands. En effet, des expériences de co-immunoprécipitation ont 

montré que JIP3 lie MLK-MKK7-JNK, tout comme JIP1 [176]. Cependant, contrairement à 

JIP3, JSAP1 active la voie JNK en liant MEKK1-MKK4-JNK in vitro [177] (Figure 5). Par 

conséquent, JIP3 et JSAP1 modulent des fonctions cellulaires distinctes. JIP3 s'associe au 

TLR4 pour activer la voie JNK en réponse au lipopolysaccharide (LPS) [172] et régule 
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l'induction de l'apoptose via JNK dans les cellules neuronales de souris [178], tandis que 

JSAP1 régule la migration cellulaire via JNK et la « Focal Adhesion Kinase » (FAK) [179]. 

JIP4, étant aussi connu sous le nom de « Protein Highly Expressed in Testis » (PHET) 

ou « Sperm Surface Protein », est localisé dans les testicules [180, 181]. Le gène JIP4 code 

pour au moins trois variants d'épissage alternatif différents, soit JIP4 [182], JLP [183] et 

« Sperm Associated Antigen 9 » (SPAG9) [184]. Bien qu'il puisse activer JNK via MEKK3 et 

MKK4, JIP4 lie et active principalement p38 via MKK3/MKK6 suite à son activation par 

ASK1 [182] (Figure 5). Toutefois, SPAG9 immunoprécipite avec JNK, mais n'interagit pas 

avec p38 [184]. JLP active la voie JNK en liant MEKK3 et MKK4 également [183]. JIP3 et 

JIP4 régulent l'apoptose des cellules en liant ASK1 [182]. 

L'implication des protéines d'échafaudage JIP n'a, à notre connaissance, pas encore été 

évaluée dans un contexte de réponse immunitaire innée contre des pathogènes, notamment 

dans le contexte des infections virales. 

 

2.4.4 La régulation négative des voies JNK et p38 

L'expression de JNK et p38 est induite par plusieurs stimuli, mais est aussi régulée par 

des boucles de rétroaction qui amplifient ou diminuent leur signal. p38 est impliqué dans des 

boucles de rétrocontrôle complexes et pas encore totalement élucidées, en réponse à des 

stimuli bactériens. En effet, dans les macrophages stimulés par du LPS ou du peptidoglycane 

(PGN), p38 induit l'activation de la « Dual Specificity Phosphatase 1 » (DUSP1), étant connue 

pour déphosphoryler JNK et p38 dans ces conditions. L'activation de DUSP1 est dépendante 

de p38, mais aussi de son substrat, la « MAPK-Activated Protein Kinase » (MAPKAPK) 2 

[185]. Donc, en induisant l'activation de DUSP1, p38 s'autorégule négativement. p38 

s'autorégule aussi en diminuant la stabilité de l'ARNm de MKK6 en conditions non stimulées 

[186].  

Des boucles de rétroaction négative peuvent réguler l'activation de JNK via les JIP. En 

effet, JIP1 et JIP2 s'associent avec la « MAPK Phosphatase » (MKP)-7 et M3/6 (aussi connu 

sous le nom de MKP-8), inactivant la signalisation de JNK in vitro [187]. MKP-7 et M3/6 ont 
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un domaine homologue qui interagit avec JIP1. Lorsque MKP-7 est lié à JIP1, il inhibe son 

association avec JNK, empêchant sa phosphorylation et la phosphorylation de c-Jun 

subséquente. DUSP1, MKP-2, MKP-4, MKP-5 ou PAC1 ne possèdent pas cette région 

homologue à MKP-7 et M3/6 et n'interagissent pas avec JIP1 [187]. D'autre part, « Vaccinia-

Related Kinase 2 » (VRK2) diminue la transcription de gènes dépendants d'AP-1 en liant JIP1, 

ce qui bloque son association à JNK ainsi que l'activation par phosphorylation de JNK. VRK2 

s'associe directement TAK1, MKK7 et JIP1, mais pas JNK. Toutefois, il peut former un 

complexe incluant les protéines TAK1, MKK7β1 et JNK [167]. Akt lie aussi JIP1, menant à 

une réduction de l'apoptose en brisant le complexe d'activation de JNK [188]. En bref, MKP-7, 

M3/6, VRK2 et Akt inhibent l'activation de c-Jun en interagissant avec JIP1 aux dépens de 

JNK. 

 

2.4.5 Le lien avec les voies IRF3 et NF-κB 

JNK et p38 ne régulent pas seulement l'activation du facteur de transcription AP-1. 

Effectivement, de plus en plus d'évidences suggèrent qu'il existe un « cross-talk » entre les 

voies AP-1, NF-κB et IRF3. De manière intéressante, il a été démontré récemment que la voie 

TAK1-JNK est aussi impliquée dans la phosphorylation d'IRF3 [189]. Une autre étude a 

montré que JNK phosphoryle directement IRF3 en réponse au poly (I:C) [116]. En réponse au 

LPS, ISG54 est dépendant d'IRF3, mais aussi de p38, démontrant un lien entre p38 et IRF3 

[190]. À l'opposé, en réponse au virus herpes simplex de type 1, l'inhibition de p38 semble 

induire l'activation d'IRF3 [191]. On peut supposer que cette contradiction soit expliquée par 

un mécanisme compensatoire, possiblement via JNK, qui contrebalancerait les conséquences 

de l'absence de p38. Finalement, il a été suggéré que la voie JNK était aussi impliquée dans 

l'activation de NF-κB via MEKK1, mais cela reste à être confirmé par d'autres études plus 

récentes, notamment dans le contexte d'une infection virale [192]. 
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3. La phosphorylation : un mécanisme de régulation 

majeur des voies de signalisation antivirales 

Plusieurs modifications post-traductionnelles régulent les voies de signalisation menant 

aux réponses antivirales et pro-inflammatoires [193]. Compte tenu de l'importance de 

l'ubiquitination dans la régulation des voies de signalisation antivirales, un effort intensif de 

recherche a révélé le rôle de plusieurs déubiquitinases, incluant A20, la « Cylindromatosis » 

(CYLD) et la « Deubiquitinating Enzyme A » (DUBA), dans la régulation négative de la 

réponse antivirale [194-196]. D'un autre côté, depuis les deux dernières décennies, le rôle des 

kinases et de la phosphorylation de protéines de signalisation dans la régulation de plusieurs 

voies menant à la production de l'IFNβ a été largement documenté. Ainsi, puisque ces voies de 

signalisation sont toutes activées par des événements de phosphorylation, les phosphatases 

jouent un rôle clé dans la régulation négative de la réponse autonome immunitaire innée 

antivirale, qui pourrait être bénéfique dans le contexte de la production excessive de cytokines 

caractéristique de la pathogenèse associée à RSV, entre autres. Les phosphatases sont déjà 

connues pour être impliquées dans la régulation négative de l'immunité innée contre les 

bactéries ou les parasites [197, 198]. Leur rôle spécifique dans la résolution de la réponse 

antivirale dépendante des RLR attire de plus en plus d'attention. 

 

3.1 Les phosphatases qui régulent les voies IRF3 et NF-κB 

Quelques études récentes ont rapporté le rôle de certaines phosphatases dans la 

régulation de la réponse antivirale. La « Protein Phosphatase 1 » (PP1) induit l'activation des 

voies de signalisation en aval de RIG-I et MDA5 en déphosphorylant ceux-ci, menant à leur 

activation [199]. PP1 inhibe également IRF3 de manière directe en le déphosphorylant aux 

Ser385 et Ser396 en réponse au TLR et au virus de la stomatite vésiculaire (VSV) [200]. La 

« Protein Phosphatase 1B » (PPM1B) a récemment été décrite comme régulateur négatif de 

TBK1 en réponse à une stimulation virale. En effet, PPM1B déphosphoryle TBK1, ce qui 

inhibe l'activation d'IRF3 dépendante de RIG-I [201]. Des études de surexpression et 

d'inhibition ont également montré qu'une autre phosphatase, la « Protein Phosphatase 2A » 
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(PP2A) régulait négativement l'IFNβ par la voie IRF3 induite en réponse au LPS, au poly (I:C) 

et à SeV. Effectivement, le « Receptor for Activated C Kinase 1 » (RACK1), une protéine 

adaptatrice, recrute PP2A au niveau d'IRF3, ce qui forme un complexe. On sait qu'IRF3 est 

activé par phosphorylation à la suite d'une stimulation virale, comme SeV, par exemple. Par 

contre, pour limiter la réponse IFN de type I, la formation du complexe permet à PP2A de 

déphosphoryler IRF3 dans les stades ultérieurs de l'infection [202, 203]. En réponse à l'IV, 

IRF3 est également directement régulé par MKP-5, qui déphosphoryle IRF3, empêchant son 

accumulation dans le noyau. Les souris déficientes en MKP-5 sont d'ailleurs résistantes à 

l'infection par IV grâce à une augmentation de l'activation d'IRF3 et de la production d'IFN de 

type I concomitante [204]. Finalement, la phosphatase PPM1A déphosphoryle TBK1/IKKε 

ainsi que MAVS afin de réguler négativement la réponse antivirale. Par conséquent, les 

cellules déficientes en PPM1A sont résistantes aux virus à ARN, tandis que la surexpression 

de PPM1A chez le poisson-zèbre le rend beaucoup plus vulnérable aux infections de virus à 

ARN [205]. 

Il est aussi important de mentionner que plusieurs virus ont développé des mécanismes 

pour limiter leur détection ou la production d'IFN afin d'éviter d'enclencher une réponse 

antivirale et inflammatoire. Ces mécanismes ciblent parfois des phosphatases afin de moduler 

la balance phosphorylation/déphosphorylation des voies de signalisation de l'immunité innée. 

La protéine virale V des Paramyxovirus est associée à l'évasion de la réponse immunitaire 

innée. Par exemple, les protéines V du virus de la rougeole ainsi que du virus Nipah se lient à 

PP1, ce qui empêche son attachement à MDA5. La protéine V entre donc en compétition avec 

MDA5, mais pas avec RIG-I, pour le site catalytique de PP1, empêchant l'activation de MDA5 

et des voies de signalisation en aval [206].  

Toutefois, aucune phosphatase n'a encore été décrite pour déphosphoryler directement 

les acteurs de la voie menant à l'activation d'AP-1 dans un contexte d'infection par les 

Paramyxovirus ou les Pneumovirus. Ces phosphatases restent donc encore à être identifiées. 
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3.2 La phosphatase DUSP1 dans le contrôle d'AP-1 

La phosphatase DUSP1, aussi connue sous le nom de MKP-1, fait partie de la grande 

famille des DUSP (Tableau II). Les DUSP peuvent être divisés en six sous-groupes 

principaux, soit les MKP, les « Slingshot Protein Phosphatases », les « Protein Tyrosine 

Phosphatases Type IVA », les « CDC14 Phosphatases », les « Phosphatase and Tensin 

Homologues Deleted on Chromosome 10 (PTEN) Protein Phosphatases » et les DUSP 

atypiques [207]. Les MKP, comme leur nom l’indique, déphosphorylent les MAPK et sont 

donc impliquées dans la régulation de plusieurs fonctions cellulaires essentielles dépendantes 

des MAPK. DUSP1 est connu pour déphosphoryler les MAPK ERK, JNK et p38 dans 

différents contextes [208, 209]. L'inhibition de DUSP1 prolonge l'activation de JNK et p38 

[210], notamment dans les macrophages alvéolaires de souris [209]. 
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Tableau II. La classification des DUSP 

Sous-
groupes	 MKP	

Slingshot	
Protein	

Phosphatases	

Protein	Tyrosine	
Phosphatases	

Type	IVA	

CDC14	
Phosphatases	

PTEN	Protein	
Phosphatases	

DUSP	
Atypiques	

DUSP	

DUSP1	 SSH1	 PTP4A1	 CDC14A	 PTEN	 DUPD1	

DUSP2	 SSH2	 PTP4A2	 CDC14B	 TNS1	 DUSP3	

DUSP4	 SSH3	 PTP4A3	 CDKN3	 TNS2	 DUSP11	

DUSP5	
	

		 PTPDC1	 TPTE	 DUSP12	

DUSP6	 		 		 		 TPTE2	 DUSP13	

DUSP7	 	 		 	 		 DUSP14	

DUSP8	 		 		 		 		 DUSP15	

DUSP9	
	

		
	

		 DUSP18	

DUSP10	 		 		 		 		 DUSP19	

DUSP16	
	

		
	

		 DUSP21	

STYXL1	 		 		 		 		 DUSP22	

		 	 		 	 		 DUSP23	

		 		 		 		 		 DUSP26	

		
	

		
	

		 DUSP28	

		 		 		 		 		 EPM2A	

		
	

		
	

		 PTPMT1	

		 		 		 		 		 RNGTT	

		 		 		 		 		 STYX	

 

Via la régulation des MAPK, DUSP1 joue un rôle important dans plusieurs cancers. 

Par exemple, DUSP1 est surexprimé dans les cancers du poumon à non petites cellules 

(NSCLC) [211], le type de cancer du poumon le plus commun, mais malheureusement aussi le 

plus réfractaire aux traitements. DUSP1 est constitutivement exprimé dans les cellules 

NSCLC, ce qui les rend résistantes au cisplatin, un traitement anticancéreux qui induit 

l'apoptose via l'activation de JNK [212]. DUSP1 est aussi surexprimé dans le cancer du sein, 

en plus d’ERK, p38 et JNK1. Toutefois, malgré sa surexpression, l’activité de JNK1 est 

grandement réduite dans ces cellules, potentiellement dû à la forte expression de DUSP1. En 

inhibant l’activation de JNK1, DUSP1 pourrait donc être responsable de la perte du rôle pro-

apoptotique de JNK1 dans les cellules de cancer du sein [213]. Par contre, l'expression de 
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DUSP1 est inhibée dans la plupart des carcinomes de prostate réfractaires aux traitements 

[214, 215]. Cette contradiction de l'expression de DUSP1 dans différents cancers montre que 

l'activité de DUSP1 est spécifique pour chaque type cellulaire. 

DUSP1 est aussi connu comme régulateur négatif de l'immunité innée dans plusieurs 

contextes, notamment dans le contexte des infections bactériennes, en jouant un rôle important 

dans la production de cytokines. Il a été montré que la production de TNF-α dans les 

macrophages alvéolaires primaires isolés de souris déficientes en DUSP1 stimulés au LPS 

était plus rapide et plus robuste que chez les souris contrôles. À l'opposé, la surexpression de 

DUSP1 dans ces macrophages entraîne une diminution significative de la production de TNF-

α induite par le LPS [209]. Il a aussi été démontré que DUSP1 régule négativement le TNF-α, 

l'IL-6 et l'IL-10 chez les macrophages de souris après stimulation au LPS [133, 210]. 

L'inhibition de DUSP1 médiée par le microARN miR429 mène à une augmentation de P-p38 

et une augmentation des cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF-α, l'IL-1β et l'IL-6 dans 

les cellules pulmonaires stimulées au LPS [216]. De plus, via l'inhibition de p38 et de la voie 

JNK-c-Jun, DUSP1 inhibe l'expression de l'IFNβ en réponse au LPS dans les macrophages. De 

plus, les macrophages déficients pour DUSP1 induits par le LPS présentent une surexpression 

de TNF, de CXCL1, de CXCL2, de CCL2, de CCL3 et d’IL10 [217]. 

Dans un contexte d'allergies, DUSP1 régule négativement l'expression des cytokines 

pro-inflammatoires IL-6 et CXCL8 dans les cellules épithéliales nasales exposées à des 

acariens [218]. DUSP1 est aussi induit lorsque les souris sont traitées avec des corticostéroïdes 

fréquemment prescrits pour les maladies pulmonaires inflammatoires [209]. Les 

glucocorticoïdes  exercent d'ailleurs leurs propriétés anti-inflammatoires en augmentant 

l'expression de DUSP1 [219-221]. 

En réponse au TNF-a, DUSP1 régule l'expression de plusieurs cytokines et est 

responsable de leur expression « oscillatoire ». En effet, l'expression d'IL-6 stimulée par le 

TNF-α dans les AEC est biphasique grâce à la régulation stricte dépendant de p38 [131], de 

DUSP1 et de la tristetraproline (TTP). Le modèle proposé est que le TNF-α induit la 

phosphorylation de p38, ce qui mène à l'expression d'IL-6. Par la suite, p38 induit l'activation 

de DUSP1, qui déphosphoryle alors p38, ce qui induit l'activation de TTP, qui va alors lier 

l'ARNm de l'IL-6 et le déstabiliser, entraînant l'arrêt de l'expression d'IL-6. Éventuellement, 
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DUSP1 est dégradé par le protéasome [222], ce qui réactive p38 et désactive TTP par 

phosphorylation, menant à une deuxième vague d'expression d'IL-6 [131]. TTP a la capacité 

de lier non seulement IL-6, CXCL1 et CXCL2, mais aussi CCL2, CCL3, CXCL8, CXCL11, 

CXCL12, IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-10, IL-12, IL-17, IFNγ, TNF-α, etc. [223] L'oscillation de 

l'expression de cytokines dépendante de DUSP1 a aussi été décrite en réponse à l'IL-1b dans 

les cellules Hela. Effectivement, l'expression de cytokines pro-inflammatoires comme IL-6, 

CXCL8 et COX-2 nécessite une oscillation de l'activation de p38 en réponse à une exposition 

continue à l'IL-1β. Cette oscillation est due à DUSP1, via une boucle de rétroaction négative 

[132]. L'expression du TNF, de CXCL1 et de CXCL2 est aussi régulée par TTP via DUSP1 en 

réponse au LPS [217]. 

Nos connaissances sur le rôle de DUSP1 dans un contexte d'infection virale sont 

beaucoup plus retreintes. Il a été montré que DUSP1 limite la production excessive d'IL-6 et 

de CXCL8 durant l'infection par Coronavirus [224]. Des résultats similaires ont été observés 

lors de la stimulation par le poly (I:C) [218]. Deux modèles de virus de la vaccine, une forme 

atténuée ainsi qu’une forme réplicative du virus (WR),  induisent l’activation de DUSP1, 

menant à une diminution de l’activation de JNK et ERK chez la souris. La réplication de WR 

est d’ailleurs augmentée chez les souris déficientes en DUSP1, ce qui les rend plus 

susceptibles à l’infection par WR [225]. Toutefois, à ce jour, l'impact de DUSP1 sur 

l'établissement de la réponse immunitaire innée dans le cadre des infections par les 

Paramyxovirus ou les Pneumovirus n'a jamais été étudié. 
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Problématique 

Afin d'établir une intensité et une durée idéale pour combattre l'infection sans générer 

d'effets secondaires indésirables, la réponse de l’hôte doit être régulée de manière très stricte 

grâce à de nombreux régulateurs positifs et négatifs. Bien que les mécanismes menant à 

l'établissement de cette réponse soient bien définis, nos connaissances des mécanismes 

permettant la résolution de cette réponse sont toutefois encore très limitées. De plus, ces voies 

de signalisations impliquées dans la réponse de l’hôte contre les virus respiratoires sont aussi 

dérégulées dans les maladies auto-immunes et inflammatoires chroniques. En faisant la 

lumière sur la régulation négative des réponses antivirale et pro-inflammatoire, nous serons en 

mesure de manipuler ces mécanismes, non seulement pour la résolution des infections virales, 

mais aussi pour le traitement de diverses maladies inflammatoires chroniques et auto-

immunes. Étant donné la grande importance des protéines kinases et des processus de 

phosphorylation dans l'activation des cascades de signalisation conduisant à l'immunité innée 

antivirale, il devient sans aucun doute pertinent d'étudier le rôle potentiel des protéines 

phosphatases. Certaines phosphatases ont été décrites comme étant des régulateurs négatifs 

des voies NF-κB et IRF3. Toutefois, à ce jour, aucune phosphatase n'est connue pour réguler 

la voie AP-1 dans un contexte d'infection par RSV et SeV. 

La phosphatase DUSP1 est connue comme étant un modulateur de l'immunité innée en 

régulant négativement la voie d'activation du facteur de transcription AP-1 dans le contexte 

des infections bactériennes et plus récemment dans certaines infections virales. En nous basant 

sur les connaissances d'aujourd'hui, notre hypothèse est que la phosphatase DUSP1 joue un 

rôle dans la régulation de la défense de l'hôte contre RSV et SeV via la voie de 

signalisation dépendante de JNK et p38. Trois objectifs spécifiques ont été déterminés pour 

tester cette hypothèse. Le premier était de confirmer si DUSP1 inhibe l'activation de JNK et 

p38 pendant l'infection par RSV et SeV. Le deuxième consistait à déterminer l'impact de 

DUSP1 dans les réponses pro-inflammatoire et antivirale dépendante de JNK et p38 lors 

de l'infection par RSV et SeV. Le troisième était de déterminer si DUSP1 régule les 

mécanismes de dommages/réparations tissulaires pendant l'infection par RSV et SeV.  
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4.3.1 Abstract 

The host antiviral response involves the induction of interferons and proinflammatory 

cytokines, but also the activation of cell death pathways, including apoptosis, to limit viral 

replication and spreading. This host defense is strictly regulated to eliminate the infection 

while limiting tissue damage that is associated with virus pathogenesis. Post-translational 

modifications, most notably phosphorylation, are key regulators of the antiviral defense 

implying an important role of protein phosphatases. Here, we investigated the role of the dual-

specificity phosphatase 1 (DUSP1) in the host defense against human respiratory syncytial 

virus (RSV), a pathogenic virus of the Pneumoviridae family, and Sendai virus (SeV), a model 

virus being developed as a vector for anti-RSV vaccine. We found that DUSP1 is upregulated 

before being subjected to proteasomal degradation. DUSP1 does not inhibit the antiviral 

response, but negatively regulates virus-induced JNK/p38 MAPK phosphorylation. Interaction 

with the JNK-interacting protein 1 scaffold protein prevents dephosphorylation of JNK by 

DUSP1, likely explaining that AP-1 activation and downstream cytokine production are 

protected from DUSP1 inhibition. Importantly, DUSP1 promotes SeV-induced apoptosis and 

suppresses cell migration in RSV-infected cells. Collectively, our data unveil a previously 

unrecognized selective role of DUSP1 in the regulation of tissue damage and repair during 

infections by RSV and SeV. 
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4.3.2 Introduction  

Respiratory syncytial virus (RSV) belongs to the Pneumoviridae family of large 

enveloped negative-sense ssRNA viruses that includes important human pathogens 1,2. RSV is 

a leading cause of acute lower respiratory tract infections associated with morbidity and 

mortality in infants, children and elderly, but also adults of all-age with a compromised 

immune system, cardiopulmonary diseases or following transplantation 3,4. The capacity of the 

host to mount an appropriate antiviral defense aimed at limiting virus replication and 

spreading is critical to determine the outcome of the infection. As a consequence, the inability 

of the host to sustain an antiviral response leads to failure in eradicating the infection. 

Conversely, uncontrolled duration or intensity of the response is harmful to the host and is 

associated with the development of virus-associated pathogenesis, chronic inflammatory 

diseases and various autoimmune diseases 5,6. Therefore, these responses need to reach the 

ideal intensity and duration for efficient fighting of the infection while limiting tissue damage 

and promote tissue repair 7. To this aim, the various components of the host antiviral defense, 

including the transcriptional induction of interferons (IFNs) and proinflammatory cytokines 

and chemokines, but also the activation of cell death pathways, such as apoptosis, are 

subjected to stringent regulation by both positive and negative mechanisms 8,9.  

Upon virus entry and sensing by the cytosolic pathogen recognition receptors (PRRs) 

retinoic acid-inducible gene I (RIG-I) and melanoma differentiation-associated protein 5 

(MDA-5), the mitochondrial membrane-associated adaptor (MAVS) coordinates multiple 

signalling pathways ultimately leading to the activation of the transcription factors IFN 

regulatory factors (IRF) 3/7, Nuclear Factor κB (NF-κB) and Activator Protein 1 (AP-1) 10-12. 

Activation of IRF3 relies on a complex set of phosphorylations mainly mediated by the 

TANK-binding kinase 1 (TBK1)/ IκB kinase epsilon (IKKε) kinases 13-17. NF-κB, mainly 

p65/p50, activation during SeV and RSV infections occurs through IκB kinase (IKK)-

dependent phosphorylation of the NF-κB inhibitor protein IκBα and of the p65 subunit 18,19. 

The signaling cascade leading to AP-1 activation is more elusive, but ultimately results in the 

phosphorylation of the nuclear Activating Transcription Factor 2 (ATF-2) and c-Jun subunits 

by JNK and p38 Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPKs) 10,20,21. The activation of these 

transcription factors promotes the transcription of early antiviral genes, type I/III IFNs and 
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proinflammatory cytokines and chemokines 12,22,23. In response to IFNs, hundreds of 

interferon-stimulated genes (ISGs) are induced to limit virus replication through enhancement 

of virus detection and innate immune signaling, cytoskeleton remodelling, inhibition of 

protein translation, induction of apoptosis, amongst other antiviral functions 24-26. These same 

PRRs have also been shown to activate IFN-independent cell death pathways, including 

apoptosis 8. 

Post-translational modifications (PTMs), including phosphorylation, ubiquitylation and 

acetylation, of signal transduction proteins involved in the pathways engaged downstream of 

virus sensing are crucial to reach a fine-tuned regulation of the innate immune response 27. In 

light of the very well documented importance of phosphorylation PTMs in the regulation of 

the antiviral response, the protein phosphatases negatively regulating the signaling events have 

started to be identified. The exact role of the Ser/Thr protein phosphatase 1 (PP1) in the 

antiviral response remains elusive as PP1α and PP1γ were found to dephosphorylate MDA-5 

and RIG-I leading to their activation 28, while they were also described to be responsible for 

the dephosphorylation of key C-terminal phosphoresidues of IRF3 leading to its inhibition 29. 

Most likely reflecting the complexity of IRF3 regulation through phosphorylation at multiple 

C-terminal phosphoacceptor sites, two other phosphatases, the Ser/Thr protein phosphatase 2 

(PP2A) and MAPK phosphatase (MKP) 5, dephosphorylate IRF3 to terminate its activation 30-

32. The Ser/Thr protein phosphatase, Mg2+/Mn2+-dependent (PPM) 1B acts as a TBK1 

phosphatase to inhibit IRF3 activation, while PPM1A targets both TBK1/IKKε and MAVS for 

dephosphorylation to negatively regulate the antiviral response 33,34.  

In the present study, we sought to address the role of the MKP-1/DUSP1 dual 

phosphatase (referred to thereafter as DUSP1) in the regulation of the host-defense against 

RSV and Sendai virus (SeV), a model paramyxovirus that is currently evaluated as a 

replication-competent backbone for the development of an RSV vaccine 3. We demonstrate 

that DUSP1 is a negative regulator of RSV- and SeV-induced JNK/p38 MAPK 

phosphorylation. However, this function is neither linked to the inhibition of the antiviral 

response nor to the induction of a cytokine and chemokine response elicited during virus 

infection. Interestingly, we found that interaction of JNK by the JNK interacting protein (JIP) 

1 scaffold protein, previously shown to be critical for AP-1 and downstream cytokine 
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production specifically, protects JNK from dephosphorylation by DUSP1. Although we 

confirmed that a JNK/p38 signalling module is involved in the induction of virus-induced 

apoptosis, our data suggests that DUSP1 has a pro-apoptotic function independently of JNK 

and p38 during SeV infection. Finally, we found that DUSP1 dampens cell migration during 

RSV infection. Altogether, these findings point to a previously unrecognized role of DUSP1 in 

functions that have an impact on virus-associated tissue damage and repair. 

 

4.3.3 Results 

4.3.3.1 Induction of DUSP1 during SeV and RSV infection. 

To first assess a potential function of DUSP1, we analyzed DUSP1 expression during 

the course of SeV and RSV infection in A549 cells by immunoblot. DUSP1 was induced by 

about 4 fold at 6 h of RSV infection and was returned to basal levels at 24 h post-infection 

(Figure 1A). DUSP1 steady state levels remained unchanged during SeV infection (Figure 

1A). Because DUSP1 turnover was previously reported to be affected by the ubiquitin-

proteasome pathway 35, we further analyzed DUSP1 levels during SeV and RSV infection in 

the presence of the 26S proteasome inhibitor MG132. In the presence of MG132, induction of 

DUSP1 is detectable in both infections and the overall DUSP1 levels were markedly increased 

compared to control cells (Figure 1B). These results imply that DUSP1 protein levels are 

induced in response to SeV and RSV infection and that DUSP1 is subjected to proteasome-

mediated degradation. 

 

4.3.3.2 DUSP1 does not affect SeV and RSV replication 

Next, we sought to determine whether DUSP1 belongs to the numerous negative 

regulators of the antiviral response induced in response to virus infections 9,36. First, because 

of their importance in the control of the IFN-mediated antiviral defense, we evaluated whether 

DUSP1 has an impact on the signaling cascades leading to NF-κB and IRF3 activation. 

Considering previous characterization of NF-κB activation in the context of RSV infection 37, 
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IκBα-S32 and p65-S536 phosphorylation were analyzed. Activation of IRF3 was monitored 

through detection of IRF3-S396 phosphorylation 38. Ectopic expression of DUSP1 in A549 

cells did not alter IκBα, p65 or IRF3 phosphorylation profiles observed during the course of 

SeV (Figure 2A and B) or RSV infection (Figure 2C), showing that DUSP1 does not play a 

role in the regulation of these defense pathways. Additionally, ectopic expression of DUSP1 in 

A549 cells neither significantly altered SeV N mRNA levels measured by qRT-PCR (Figure 

2D top panel) nor the de novo production of RSV virions quantified by plaque assay (Figure 

2D bottom panel). Consistently, RNAi-mediated silencing of DUSP1 did not alter the 

capacity of RSV to replicate in A549 cells (Figure 2E). Together these data indicate that 

DUSP1 does not negatively regulate the capacity of the cell to mount an antiviral response to 

restrict RSV or SeV replication. 

 

4.3.3.3 DUSP1 inhibits RSV- and SeV-induced JNK and p38 phosphorylation 

Because DUSP1 preferentially dephosphorylates JNK and p38 in a variety of 

inflammatory contexts 39,40, we next sought to evaluate the role of DUSP1 in the negative 

regulation of RSV- and SeV-induced JNK and p38 activation. First, we monitored the effect of 

ectopically expressed DUSP1 on the SeV- and RSV-induced JNK T183/Y185 and p38 

T180/Y182 phosphorylation in A549 cells. As expected, immunoblot analysis revealed that 

SeV (Figure 3A and B), and to a lesser extent RSV (Figure 3C), induce JNK and p38 

phosphorylation. Importantly, DUSP1 expression abrogates JNK and p38 phosphorylation 

(Figure 3A-C). Subsequently, we confirmed the role of DUSP1 through analysis of the impact 

of DUSP1 silencing on the profile of virus-induced JNK and p38 phosphorylation. 

Immunoblot analysis confirmed the efficiency of DUSP1 silencing in A549 cells throughout 

the course of SeV and RSV infection (Figure 4). Consistent with a role of DUSP1 in the 

dephosphorylation of JNK and p38, we observed a marked increase of JNK and p38 

phosphorylation in the absence of DUSP1 during SeV (Figure 4A) and RSV infection (Figure 

4B). Altogether, these observations reveal a critical role of DUSP1 in the negative regulation 

of JNK and p38 activation during RSV and SeV infection. 
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4.3.3.4 Interaction with JIP1 protects JNK from DUSP1 dephosphorylation 

Scaffolding proteins of the JIP family interact with distinct pools of JNK to specifically 

place them next to their upstream activators and downstream substrate mediating specific 

functional pathways 41,42. Therefore, we aimed to investigate the role of JIP proteins in RSV- 

and SeV-induced JNK activation and regulation by DUSP1. The JIP family is composed of 4 

members, JIP1-4, with distinct expression profiles. Here, we assessed the role of JIP1 and JIP3 

in A549 cells based on previous reports indicative of their expression in lung cells 43-46. In 

contrary, JIP2 was shown to be restricted to human brain 47 and human JIP4 was found only in 

testis 48,49. First, we tested the interaction between JNK and JIP1 or JIP3 during SeV and RSV 

infection. Ectopically expressed JIP1 coimmunoprecipitated with endogenous JNK, both in 

uninfected and SeV- and RSV-infected cells (Figure 5A). By contrast, JIP3 did not interact 

with JNK (Figure 5A). Since we demonstrated the existence of a JIP1/JNK complex, we 

examined the role of JIP1 in the regulation of DUSP1 dephosphorylation during SeV and RSV 

infection. A549 cells were cotransfected with JIP1 together with empty or DUSP1-expressing 

constructs before infection with SeV (Figure 5B) or RSV (Figure 5C). Confirming our 

finding (Figure 3), ectopic expression of DUSP1 resulted in inhibition of SeV- and RSV-

induced JNK phosphorylation (Figure 5B and C). Importantly, when JIP1 was coexpressed 

with DUSP1, the levels of phosphorylated JNK was increased 5.9 and 4 times compared to 

cells transfected with DUSP1 only during SeV and RSV infection, respectively (Figure 5D). 

Collectively, these data demonstrate that JIP1 interacts with JNK and that recruitment of JNK 

by JIP1 prevents dephosphorylation by DUSP1 during SeV and RSV infection. 

 

4.3.3.5 AP-1 and downstream cytokine production elicited during infection are protected 

from DUSP1-mediated inhibition of JNK and p38 

JIP1 is essential for the activation of the JNK/c-Jun axis and downstream AP-1-

dependent cytokine expression 50-53. A main function of JNK and p38 in the host defense 

against virus infection is to regulate the activation of AP-1 (ATF-2/c-Jun) that participates in 

the enhanceosome structure controlling IFNβ expression and contributes to the regulation of 

proinflammatory cytokine expression 10,20,21. The observation that JIP1 prevents JNK from 
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being dephosphorylated by DUSP1 suggests a model in which AP-1-dependent functions 

would be protected from the negative regulation of DUSP1 during the infection. To confirm 

that JNK/p38 were involved in virus-induced AP-1 activation and downstream cytokine 

expression, A549 cells were infected with SeV in the absence or presence of JNK (SP600125) 

and p38 (SB203580) inhibitors. Immunoblot analysis showed that inhibition of JNK and p38 

significantly decreased the levels of phosphorylated c-Jun and ATF-2 (Figure 6A). 

Accordingly, inhibition of JNK and p38 significantly impaired the induction of IFNβ, CCL2, 

CXCL8 and IL-6 by SeV, quantified using Luminex-based assays (Figure 6D and 

Supplemental Figure 1A). These results confirmed the role of the JNK/p38-AP-1 signaling 

cascade in the regulation of SeV-mediated cytokine induction and therefore prompted us to 

evaluate the impact of ectopic expression of DUSP1 on this pathway. Although ectopic 

expression of DUSP1 prevents JNK and p38 phosphorylation, SeV- and RSV-induced 

phosphorylation of c-Jun and ATF-2 remained similar to control cells (Figure 6B and C). 

Analysis of the expression profile of a panel of 48 cytokines using Luminex-based multiplex 

assays during SeV infection revealed that none of them were significantly altered following 

DUSP1 ectopic expression (Figure 6E and Supplemental Figure 1B). Additionally, 

silencing of DUSP1 did not affect the levels of IFNβ, CCL2, CCL5, CXCL8 and IL-6 induced 

by SeV (Figure 6F and Supplemental Figure 1C). Measurement of SeV-induced IFNB, 

CXCL8 and CCL2 mRNA levels revealed no impact of DUSP1 ectopic expression, excluding 

a role of DUSP1 in the transcriptional regulation of cytokines (Supplemental Figure 2). 

Similar results were observed during RSV infection, with silencing of DUSP1 having no 

impact on the induction of IFNβ, CCL2, CCL5, CXCL8 and IL-6 (Figure 6G). Altogether 

these observations point to a selective role of DUSP1 in the negative regulation of JNK and 

p38 during SeV and RSV infection, leaving the AP-1 pathway and downstream cytokine 

production intact.  

 

4.3.3.6 DUSP1 promotes SeV-induced apoptosis independently of JNK/p38 inhibition. 

JNK/p38 MAPK pathways are also known to play a critical role in the regulation of 

apoptosis, being either pro- or anti-apoptotic depending on the context 54-59. A MAVS/JNK 
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pathway has been shown to be indispensable for SeV to induce apoptosis 60,61. Therefore, we 

sought to assess the impact of DUSP1 on the JNK/p38-dependent apoptosis triggered by SeV. 

A549 cells were transfected with siCtrl or siDUSP1 followed by treatment with DMSO 

(vehicle) or SP600125 and SB203580 to inhibit JNK and p38 before SeV infection. 

Quantification of Annexin V+ cells, corresponding to early and late apoptosis, was performed 

by Flow cytometry analysis of Annexin V/PI stained cells (Figure 7A). Confirming a 

moderate role of JNK/p38 in SeV-induced apoptosis, inhibition of JNK/p38 reduced the 

number of Annexin V+ cells by 12 %. Unexpectedly, DUSP1 silencing also similarly 

decreased SeV-induced apoptosis by 10 %. Importantly, when DUSP1 silencing and JNK/p38 

inhibition were combined, SeV-induced apoptosis was decreased by 23 %, showing an 

additive effect of the two pathways. SeV-induced apoptosis involves the intrinsic pathway 

leading to caspase 9 and 3 activation 62. Therefore, to confirm the impact of JNK/p38 

inhibition and/or DUSP1 silencing on SeV-induced apoptosis, caspase 9 and 3 cleavage was 

monitored by immunoblot. Confirming the results of Annexin V, both inhibition of JNK and 

p38 and silencing of DUSP1 significantly impaired SeV-induced caspase 3 cleavage (Figure 

7B). Additionally, caspase 9 cleavage that was induced following SeV infection confirming 

the engagement of the intrinsic pathway, was reduced in the absence of DUSP1 compared to 

control cells (Figure 7B). These findings confirmed that a JNK/p38 signaling module is 

involved in the induction of apoptosis during SeV infection, but they also argue against a 

negative regulation of this pathway by DUSP1. Rather, the observations support the 

hypothesis that DUSP1 is required for induction of the intrinsic apoptotic pathway 

independently of JNK and p38.  

 

4.3.3.7 DUSP1 negatively regulates cell migration during RSV infection. 

In contrast to SeV, RSV does not induce significant apoptosis at early time of infection 

(63 and data not shown) when DUSP1 dephosphorylates JNK/p38. This prompted us to 

evaluate the role of DUSP1 is alternative functions during RSV infection. Compelling 

evidence has implicated JNK/p38 in the positive regulation of cell migration in several cell 

types 64. Phenotypic observation of A549 cells during RSV infection following DUSP1 
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silencing showed obvious formation of pseudopods that were not observed in control cells 

(Supplementary Movie 1). This pointed to a propensity of infected cells to stretch out and 

migrate in the absence of DUSP1. To investigate the role of DUSP1 in cell migration during 

RSV infection, 2D cell migration dynamics was assessed by single-cell tracking using time-

lapse video-microscopy in subconfluent A549 cell cultures either left uninfected or infected 

with RSV following siCtrl or siDUSP1 transfection (Supplementary Movie 1). As 

hypothesized, cell trajectories and migration rates were altered following DUSP1 silencing. In 

the absence of DUSP1, RSV-infected cells were migrating further from their origin compared 

to control cells that rather adopted a trajectory in circles around their point of origin (Figure 

8). These observations demonstrate a critical negative role of DUSP1 in the regulation of cell 

migration during RSV infection. 

 

4.3.4 Discussion 

DUSP1 is expressed in various cell types and tissues and mainly acts as a critical 

negative regulator shaping the duration, magnitude and spatiotemporal profile of p38 and JNK 

MAPKs, and to a lesser extent ERK, activation following physiological and pathological 

stimuli 65. As such, DUSP1 has been extensively shown to negatively regulate the innate 

immune anti-bacterial defense and the cellular response to allergens 66,67. In these contexts, 

DUSP1 mainly inhibits proinflammatory cytokine expression 40,68-73. The role of DUSP1 in the 

innate response to virus infection is far less known and, to our knowledge, was not previously 

assessed in the context of infection by RSV or SeV.  

In the present study, we show that DUSP1 negatively regulates p38 and JNK 

phosphorylation induced by SeV and RSV (Figure 3 and 4). Analysis of virus replication, of 

the NF-κB and IRF3 signaling pathways and of the induction of IFNs levels excluded a role of 

DUSP1 in the negative regulation of the antiviral defense (Figure 2 and 6). The observation 

that pharmacological inhibition of JNK/p38 MAPKs during SeV infection significantly 

decreased downstream ATF-2/c-Jun activation and cytokine induction (Figure 6A and D) 

confirmed the previously documented existence of a JNK-p38/AP-1 signaling axis critical for 

virus-induced cytokine production 10,20,21. Unexpectedly, DUSP1-mediated inhibition of 
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JNK/p38 phosphorylation had no effect on downstream phosphorylation of ATF-2/c-Jun or on 

the levels of a wide panel of cytokines elicited during infection (Figure 6). We hypothesized 

that this observation might reflect the existence of different subsets of JNK segregated through 

the interaction with specific scaffold proteins. In the MAPK signaling modules involving JNK, 

members of the JIP family of scaffold proteins selectively enhance specific JNK-dependent 

functions by interacting with and linking the upstream kinases to JNK activation 41,42. In our 

experimental model, we showed that JNK interacts with JIP1, but not with JIP3, at basal levels 

and during infection (Figure 5A). Importantly, we found that the JIP1/JNK interaction 

dampens the capacity of DUSP1 to dephosphorylate JNK (Figure 5B-D). Compelling 

evidence demonstrates that JIP1 is essential for the activation of the JNK/AP-1 axis that 

controls cytokine expression 50-53. Although we cannot exclude other mechanisms, it is 

reasonable to speculate that during SeV and RSV infection, the sequestration of JNK through 

molecular interaction with JIP1 protects JNK and downstream AP-1 and cytokine response 

from DUSP1 negative regulation (Figure 6). Further studies will be required to fully address 

this model. Previous reports have shown that interaction with JIP1 leads to the retention of 

JNK in the cytoplasm 43,74. DUSP1 is a nuclear phosphatase 75,76 and therefore predominantly 

dephosphorylates JNK and p38 in the nucleus 77. It is thus very likely that retention of JNK in 

the cytoplasm by JIP1 contributes to protect JNK from DUSP1 dephosphorylation. Our results 

differ from previous reports showing DUSP1-dependent inhibition of proinflammatory 

cytokine expression following challenge with the viral dsRNA mimetic poly I:C, coronavirus 

and vaccinia virus infection 71,78,79. Additionally, DUSP1 was shown to enhance vaccinia virus 

replication 79. Thus, DUSP1 appears to differentially regulate the cytokine response and virus 

replication depending on the virus. One might speculate that the JIP1/JNK interaction might 

be differently affected upon infection by distinct viruses. While we did not observe changes of 

the JIP1/JNK complex during SeV and RSV infection, other viruses may interfere with this 

interaction thereby making JNK available for dephosphorylation by DUSP1 to negatively 

regulate downstream cytokine release. Although to date no virus was reported to dissociate the 

JIP1/JNK complex, it is interesting to note that Vaccinia virus-encoded B1R kinase interacts 

with JIP1 leading to increased binding of JNK to JIP1 and downstream activation of c-Jun 80. 
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Amongst alternative functions driven by JNK and p38 MAPK pathways are the 

regulation of cell proliferation and apoptosis 81. Cell cycle analysis during SeV and RSV 

infection following ectopic expression or silencing of DUSP1 failed to demonstrate a role of 

DUSP1 in cell proliferation (data not shown). Instead, we found that DUSP1 is required for 

induction of the intrinsic apoptotic pathway triggered during SeV infection (Figure 7B). 

Confirming previous reports 60,82,83, we also found that a JNK/p38 pathway contributes to 

SeV-induced apoptosis (Figure 7A). The observation that inhibitions of DUSP1 and JNK/p38 

have additive effect on the negative regulation of SeV-induced apoptosis (Figure 7) strongly 

hints at a model in which DUSP1 regulates virus-induced apoptosis in a JNK/p38-independent 

manner. Further studies will be required to challenge this model. Additionally, this also argues 

toward a model in which the JNK/p38 pro-apoptotic function is also protected from DUSP1 

dephosphorylation, possibly through the observed JNK/JIP1 interaction. This model is 

consistent with the fact that MAVS-MKK7-JNK defines a pro-apoptotic pathway during SeV 

infection and that JIP1 specifically functions in the JNK pathway by tethering MLK3 

(MAPKKK), MKK7 (MAPKK) and JNK 60,74. Moreover, the JIP1/JNK axis has also been 

shown to be pro-apoptotic in neurons exposed to stress 51,84. RSV does not induce significant 

apoptosis at early time of infection (63 and data not shown) when DUSP1 dephosphorylates 

JNK/p38, but DUSP1 silencing resulted in formation of pseudopods that were not observed in 

controls cells Supplementary Movie 1). In the quest to characterize DUSP1-dependent JNK 

and p38 functions, we thus assessed the impact of DUSP1 on cell migration during RSV 

infection. Indeed, accumulating evidence implicates JNK and p38 in pro-migratory functions 

in various contexts 64. Here, we demonstrate that in the absence of DUSP1, cell migration of 

RSV infected cells was highly enhanced (Figure 8) pointing to a critical role of DUSP1 in the 

negative regulation of JNK/p38-mediated cell migration during RSV infection. In contrary to 

RSV, SeV induces high levels of apoptosis at early time of infection, which prevented an 

unbiased analysis of the migration parameters. Regulation of apoptosis and cell migration are 

part of the arsenal of the host response that have the potential to not only influence the 

outcome of virus spreading, but also the extent of virus-induced tissue damage and repair 

thereby contributing to pathogenesis 7,85. The implication of the observed DUSP1-mediated 

regulation of apoptosis and cell migration in SeV and RSV spreading can be excluded based 

on the lack of effect of DUSP1 ectopic expression or silencing on virus replication (Figure 2). 
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Induction of apoptosis and inhibition of cell migration by DUSP1 rather suggests a role in the 

induction of cell damage and inhibition of tissue repair and thereby in virus-induced 

pathogenesis.  

Altogether our results suggest a model in which DUSP1 is a negative regulator of 

important host mechanisms that limit tissue damage and promote tissue repair. An exaggerated 

cytokine response can also contribute to host self-inflicted damages and thereby contribute to 

virus-induced pathogenesis 86. We found that the cytokine response remains intact upon 

manipulation of DUSP1 expression due to protection by the interaction of JNK with JIP1 

(Figure 5A). The observation that JIP1/JNK interaction prevents a potential negative 

regulation of the cytokine response by DUSP1 opens avenues for specific therapeutic 

targeting. Indeed, one can hypothesize that inhibition of the JIP1/JNK interaction might 

restore DUSP1-dependent inhibition of the AP-1/cytokine axis during the infection, while 

leaving other JIP1-independent JNK functions unaffected. Further studies will be required to 

evaluate this possibility. The JIP1/JNK interaction has long been considered an interesting 

specific target and this led to the development of small molecules and peptides that inhibit the 

interaction between JNK and JIP1 and efficiently block JNK activity toward selective 

substrates, including ATF-2 and c-Jun 87-90. Alternatively, direct inhibition of DUSP1 91,92 

might be a strategy to improve tissue homeostasis, by reducing virus-induced apoptosis and 

restoring cell migration, during virus infection.   

 

4.3.5 Materials and Methods 

4.3.5.1 Cell culture  

A549 cells (American Type Culture Collection, ATCC) were grown in Ham F12 

medium (GIBCO) and Vero cells (ATCC) in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, 

GIBCO). Both media were supplemented with 10 % heat-inactivated fetal bovine serum (HI-

FBS, GIBCO) and 1 % L-Glutamine (GIBCO). Cultures were performed without antibiotics 

and were tested negative for mycoplasma contamination (MycoAlert Mycoplasma Detection 

Kit, Lonza) every 2 months. 
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4.3.5.2 Infections 

Subconfluent monolayers (90 % confluency) of A549 cells were infected with Sendai 

virus (SeV, Cantell strain, Charles River Laboratories) at 5-40 hemagglutinin units (HAU)/106 

cells as indicated in serum free medium (SFM). At 2 h post-infection, the medium was 

supplemented with 10 % HI-FBS and the infection pursued for the indicated time. Infection 

with RSV A2 (Advanced Biotechnologies Inc), amplified and purified as described in 37, was 

performed at a MOI of 1-3 as indicated in medium containing 2 % HI-FBS. Where indicated, 

A549 were pretreated with 5 µM MG132 (Calbiochem) or DMSO (vehicle, Sigma-Aldrich) 

for 1 h before infection. Pretreatment with 10 µM SB203580 and 10 µM SP600125 

(Invivogen) or the corresponding vehicle DMSO was performed for 30 min prior to infection.  

 

4.3.5.3 SDS-PAGE and immunoblot 

The procedures used for preparation of Whole Cell Extracts (WCE), resolution by 

SDS-PAGE electrophoresis and immunoblot was fully detailed in 93. The following primary 

antibodies were used in this study: anti-MKP-1/DUSP1 (M18, #sc-1102), anti-α-tubulin (B-7, 

#sc-5286) and anti-NFκB p65 (C-20, #sc-372) were obtained from Santa Cruz Biotechnology. 

Anti-phosphoT183/Y185 SAPK/JNK (G9, #9255), anti-SAPK/JNK (#9252), anti-

phosphoT180/Y182 p38 MAPK (D3F9, #4511), anti-p38 MAPK (D13E1, #8690), anti-

phosphoS536 NF-kappaB p65 (93H1, #3033), anti-phosphoS32 IκBα (14D4, #2859), anti-

IκBα (#9242), anti-phosphoT71 ATF-2 (11G2, #5112), anti-ATF-2 (20F1, #9226), anti-

phosphoS73 c-Jun (D47G9, #3270), anti-c-Jun (60A8, #9165), anti-cleaved Caspase 9 (D315, 

#9505) and anti-cleaved Caspase 3 (D175, #9664) were from Cell Signaling. Anti-actin clone 

AC-15 (#A5441) and anti-Flag M2 (#F1804) were purchased from Sigma-Aldrich, anti-IRF3 

(#39033) was from Active Motif and anti-RSV (#AB1128) was from Chemicon International. 

Anti-phosphoS396 IRF3 was described in 38 and anti-SeV was obtained from Dr. J. Hiscott, 

McGill University, Montreal, Canada. HRP-conjugated goat anti-rabbit and rabbit anti-goat 

(Jackson Laboratories), and goat anti-mouse (Kirkegaard & Perry Laboratories) were used as 

secondary antibodies. Immunoblots were quantified using the ImageQuantTL software 

(Molecular Dynamics). 
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4.3.5.4 Plasmids 

The human DUSP1-pCMV6XL5 plasmid was obtained from Origene. The pcdna3 

Flag JIP1b (Addgene plasmid # 52123) and pcdna3 Flag JIP3b (Addgene plasmid # 53458) 

plasmids were a gift from Roger Davis 50,94. All constructs were verified using Sanger 

sequencing at the McGill University and Génome Québec Innovation Centre, Montréal, 

Canada. 

 

4.3.5.5 Plasmid transfection 

Plasmid transfection in A549 cells was achieved using the TransIT-LT1 transfection 

reagent (Mirus). Briefly, a total of 3 µg of DNA was transfected per 35 mm plates of A549 

cells at 70 % confluency using a transfection reagent/DNA ratio of 1:2. Transfection was 

pursued for 24 h to 48 h before further treatment, as indicated. 

 

4.3.5.6 qRT-PCR  

Total RNA were extracted using the RNAqueous-96 Isolation Kit (Ambion) and 

quantified. Reverse transcription was performed using 1 mg total RNA using the Quantitect 

reverse Transcription kit (Qiagen). Specific mRNA levels were quantified by qPCR using Fast 

start SYBR Green Kit (Roche) for SeV N (S: agtatgggaggaccacagaatgg, AS: 

ccttcaccaacacaatccagacc). A reaction without RT and a reaction with H2O were performed 

with each run to ensure absence of genomic DNA contamination. Fluorescence was collected 

using the Rotor-Gene 3000 Real Time Thermal Cycler (Corbett Research). Results were 

analyzed by the ΔΔCT method after normalization to S9 mRNA levels (S: 

cgtctcgaccaagagctga, AS: ggtccttctcatcaagcgtc).  

 

4.3.5.7 Virus titration by plaque forming unit (pfu) assay 

RSV infectious virions were quantified by methylcellulose plaque forming units assay. 

Briefly, supernatant from infected plates was harvested and subjected to serial dilutions before 
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being used to infect monolayers of Vero cells. After 2 h of infection, Vero cells were washed 

and covered with 1 % methylcellulose prepared in DMEM containing 2 % FBS. RSV plaques 

were immunodetected at 5 days post-infection. After removal of the methylcellulose, cells 

were fixed in 80 % methanol for 30 min and air-dried. Plates were incubated for 15 min at 

room temperature (RT) in PBS 0.1X pH 7.2 containing 2 % milk and 0.05 % tween before 

being incubated with anti-RSV antibodies (#AB1128, Chemicon International) for 3 h at RT, 

washed 3 times in PBS 0.1 X pH 7.2 containing 0.05 % tween and finally incubated with 

rabbit anti-goat antibodies (Jackson Laboratories) for 1 h at RT. After 3 more washes, plates 

were incubated with Enhanced Chemiluminescence substrate (ECL, Perkin Elmer Life 

Sciences) for 5 min at RT and chemiluminescence signal was detected using a CCD camera-

based apparatus (LAS4000 mini, GE healthcare). Quantification of plaques was performed 

using the ImageQuantTL software (Molecular Dynamics) and expressed as pfu/ml. 

 

4.3.5.8 RNAi transfection 

RNAi oligonucleotide (ON-target siRNA, Dharmacon) transfection was performed 

using the Oligofectamine reagent (Invitrogen). A non-targeting sequence, described in 13, was 

used as control. For efficient DUSP1 expression silencing, a mix of two siRNA sequences, 

caguuauggugaugacuuauu and ccgacgacacauauacauauu, were used. Cells were plated at 30 % 

confluency and transfected for 24-48 h before further treatment depending on specific 

experimental design.  

 

4.3.5.9 Co-immunoprecipitation experiments 

WCE were prepared as described in the immunoblot section. For co-

immunoprecipitation studies, 1-1.5 mg of WCE were incubated with 2 µg anti-Flag M2 

antibodies (#F1804, Sigma-Aldrich) linked to 30 µl protein G Sepharose beads (Sigma-

Aldrich) for 3 h at 4 °C. Beads were washed 5 times with lysis buffer and the elution of 

immunocomplexes was performed by incubation with a solution of 100 µg/ml Flag peptide 

(#F3290, Sigma-Aldrich) prepared in lysis buffer for 2 h at 4 °C. Immunoprecipitates were 
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then denatured with 1:4 (v/v) 5X loading buffer 93 and heated for 5 min at 100 °C. WCE and 

immunoprecipitates were resolved by SDS-PAGE as described in the immunoblot section. 

 

4.3.5.10 Luminex-based quantification of cytokines 

Supernatants from infected A549 cells were collected and centrifuged for 5 min at 

1000 g followed by a 10 min centrifugation at 10 000 g to remove cell debris. RSV-infected 

supernatants were UV-inactivated for 20 min before further analysis. Cytokines were 

quantified by Luminex xMAP Technology using the Bio-Plex ProTM Human Cytokine 

Standard Plex Group I and Group II or custom assembled plex for IFNβ, IL-6, CXCL8, CCL2 

or CCL5 from Bio-Rad on a Bio-Plex 200 System (Bio-Rad). Analyses were performed using 

the Bio-Plex Manager Software version 6.0.0.617. Heatmaps were produced from the raw 

expression analysis data using R 95 and the gplots package 96 on logarithmically transformed, 

centered and scaled data. 

 

4.3.5.11 Detection of apoptosis by flow cytometry (Annexin V/PI staining) 

For detection of apoptosis, the supernatant of cell culture was collected and cells were 

harvested using 0.05 % trypsin-EDTA. Supernatant and cells were pooled and centrifuged for 

5 min at 250 g at 4 °C. The cell pellet was resuspended in Annexin V buffer (10 mM Hepes 

pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2 and 1.8 mM CaCl2) and stained using 1 µl of 

FITC-Annexin V (#556419, BD Biosciences) and 1 µl of Propidium Iodide (PI, 1 mg/ml, #P-

4170, Sigma-Aldrich) per 2-5 x 105 cells for 10 min at 4 °C. Immediately after staining, 

acquisition of fluorescence was performed on a BD LSR II flow cytometer (BD Biosciences) 

using the BD FACSDiva Software (BD Biosciences). A minimum of 10 000 cells was 

analyzed for each sample. Data were analyzed using the FlowJo software (FlowJo, LLC). 
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4.3.5.12 Analysis of cell migration  

Two-dimensional cell migration of single cells (9 cells/picture and 4 

pictures/condition) was evaluated by single-cell tracking using live-video microscopy. Images 

were captured at 5 min intervals over an 18 h period by digital camera connected to a Zeiss 

microscope (Axio Observer.Z1) as in 97. The cell trajectories were analysed using the Image J 

software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).µ 

 

4.3.5.13 Statistical analyses 

Quantitative results are represented as mean +/- SEM. Statistical comparisons were 

performed with Prism 7 software (GraphPad) using the indicated tests. The following P-values 

were considered significant: P<0.05 (*), P<0.01 (**), P<0.001 (***) or P<0.0001 (****). 
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4.3.9 Titles and Legends to Figures 

 

Figure 1: DUSP1 is induced during SeV and RSV infections and subjected to 

proteasomal degradation.  

In A and B, A549 cells were infected with SeV at 40 HAU/106 cells or RSV at a MOI 

of 3 for the indicated times. In B, cells were pre-treated with MG132 (5 µM) or DMSO 

(vehicle) before infection for 6 h. WCE were analyzed by immunoblot using anti-DUSP1 

specific antibodies. Detection of tubulin was used to control for equal loading. The data are 

representative of at least three independent experiments. Samples that are compared derive 

from the same experiment. Quantification of DUSP1 levels normalized over tubulin are 

represented as mean +/- SEM, n=7 (A) and n=3 (B). Statistical comparisons were performed 

using RM one-way ANOVA with Dunnett’s (A) or Tukey’s (B) post-tests. Full-length blots 

are presented in Supplementary Figure 3. NS: non-specific. 

 

Figure 2: DUSP1 expression does not alter the antiviral pathways triggered by SeV and 

RSV infections.  

A549 cells were transfected with an empty- or DUSP1-expressing plasmid (A-D) or 

with Ctrl or DUSP1 specific siRNA (E) before infection with SeV at 40 (A and B) or 5 

HAU/106 cells (D, top panel) or with RSV at MOI of 3 (C) or 1 (D, bottom panel and E) for 

the indicated times. In A-C, immunoblot analyses were performed to detect DUSP1, 

phosphorylated p65 (p65-P), total p65, phosphorylated IkBa (IκBα-P), total IκBα, 

phosphorylated IRF3 (IRF3-P) and total IRF3. Infection was monitored using anti-SeV or 

anti-RSV antibodies (N proteins are shown). Detection of actin was used as a loading control. 

The data are representative of three different experiments. Samples that are compared derive 

from the same experiment. Full-length blots are presented in Supplementary Figure 4. In D, 

SeV N mRNA was quantified by qRT-PCR. In D and E, the release of infectious RSV virions 

was quantified by plaque forming unit (pfu) assay. Data are represented as mean +/- SEM, n=6 

(D, top panel) or n=8 (D, bottom panel and E) and analyzed using two-way ANOVA with 

Bonferroni’s post-test. 
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Figure 3: Ectopic expression of DUSP1 inhibits JNK and p38 phosphorylation elicited by 

SeV and RSV infections. 

A549 cells were transfected with an empty- or DUSP1-encoding plasmid before 

infection with SeV at 40 HAU/106 cells (A and B) or RSV at a MOI of 3 (C) for the indicated 

times. Levels of DUSP1, phosphorylated JNK (JNK-P), total JNK, phosphorylated p38 (p38-

P), total p38, SeV N and RSV N protein levels were monitored by immunoblot. Equal loading 

was verified using anti-tubulin antibodies. The data are representative of at least three 

independent experiments. Samples that are compared derive from the same experiment and 

blots were processed in parallel. Full-length blots are presented in Supplementary Figure 5.  

NS: non-specific. 

 

Figure 4: DUSP1 silencing increases SeV- and RSV-induced JNK and p38 

phosphorylation.  

A549 cells were transfected with Ctrl or DUSP1-specific siRNA before being left 

uninfected or infected with SeV at 40 HAU/106 cells (A) or RSV at MOI of 3 (B) for various 

times. Immunoblot analyses were performed to verify the efficiency of DUSP1 silencing and 

expression levels of phosphorylated JNK (JNK-P), total JNK, phosphorylated p38 (p38-P) and 

total p38. Infection was monitored using anti-SeV and anti-RSV antibodies (N proteins are 

shown). Detection of actin was used as a loading control. The data are representative of at 

least three independent experiments. Samples that are compared derive from the same 

experiment and blots were processed in parallel. Full-length blots are presented in 

Supplementary Figure 6.  NS: non-specific. 

 

Figure 5: JIP1 scaffold interacts with JNK and protects from dephosphorylation by 

DUSP1.  

A549 cells were transfected with the indicated combination of Flag-JIP1-, Flag-JIP3- 

and DUSP1-expressing plasmids or the corresponding empty plasmids, and left uninfected or 
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infected with SeV at 40 HAU/106 cells or RSV at MOI of 3 for 6 h. In A, WCE were 

subjected to immunoprecipitation (IP) using anti-Flag antibodies followed by immunoblot. In 

B and C, WCE were resolved by SDS-PAGE before immunoblot. In A, B and C, levels of 

protein expression were assessed using anti-Flag, anti-phosphorylated JNK (JNK-P), anti-JNK 

and anti-DUSP1 antibodies. Tubulin was used as a loading control. Data are representative of 

at least three different experiments. Samples that are compared derive from the same 

experiment. In D, quantification of phosphorylated JNK levels normalized over total JNK in 

DUSP1 expressing cells in the absence or presence of JIP1 are shown. Mean +/- SEM, n≥3. 

Statistical comparisons were performed using RM one-way ANOVA with Tukey’s post-test. 

Full-length blots are presented in Supplementary Figure 7.  NS: non-specific. 

 

Figure 6: DUSP1-mediated inhibition of JNK and p38 leaves virus-mediated activation 

of AP-1 and cytokine production intact.   

A549 cells were either pretreated with DMSO (vehicle) or SB203580 (10 µM) + 

SP600125 (10 µM) for 30 min prior to infection (A and D), transfected with empty or 

DUSP1-expressing plasmids (B, C and E) or transfected with Control (siCtrl) or DUSP1-

specific siRNA (F and G) before infection with SeV at 40 HAU/106 cells (A, B, D, E and F) 

or RSV at MOI of 3 (C and G) for the indicated times or for 6 h (A and D), 16 h (E) or 12 h 

(F and G). In A-C, levels of phosphorylated ATF-2 (ATF-2-P), total ATF-2, phosphorylated 

c-Jun (c-Jun-P), total c-Jun and DUSP1 were analyzed by immunoblot. Actin was used to 

verify equal loading. The data are representative of three independent experiments. Samples 

that are compared derive from the same experiment and blots were processed in parallel. Full-

length blots are presented in Supplementary Figure 8. In D-G, release of cytokines was 

quantified using Luminex-based multiplex assays. Heatmaps represent cytokine levels (pg/ml) 

logarithmically transformed, centered and scaled, measured in each biological replicates (n=3 

in D, F and G, n=6 in E). Scatter plots of cytokines levels are shown in Supplemental 

Figure 1. 
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Figure 7: DUSP1 and JNK/p38 act on independent SeV-induced pro-apoptotic pathways. 

A549 cells were transfected with control (siCtrl) or DUSP1-specific siRNA for 48 h 

and pretreated with DMSO (vehicle) or SB203580 + SP600125 (10 µM each) for 30 min 

before infection with SeV at 40 HAU/106 cells for 8 h (A) or the indicated times (B). In A, 

cells were harvested and stained with Annexin V-FITC and PI and analyzed by flow 

cytometry. The left bar graph represents the percentage of Annexin V positive (Annexin 

V+/PI– and Annexin V+/PI+; Q2 and Q3) apoptotic cells. Mean +/- SEM, n=8 independent 

replicates. Statistical comparisons amongst infected cells were performed by RM one-way 

ANOVA with Tukey’s post-test. Representative FACS plots are shown. In B, DUSP1, cleaved 

Caspase 9 (c-Caspase 9) and cleaved Caspase 3 (c-Caspase 3) protein levels were monitored 

by immunoblot. Equal loading was verified using anti-tubulin antibodies. The data are 

representative of three independent experiments. Samples that are compared derive from the 

same experiment and blots were processed in parallel. Full-length blots are presented in 

Supplementary Figure 9.  NS: non-specific. 

 

Figure 8: DUSP1 impairs cell migration during RSV infection. 

A549 cells were transfected with control (siCtrl) or DUSP1-specific siRNA before 

RSV infection at a MOI of 3 for 8 h.  Single-cell tracking was performed using live-video 

microscopy to monitor two-dimensional cell migration. Trajectories of 9 cells per conditions 

are presented. The origins of cell trajectories have been aligned to start at the position (x = 0; y 

= 0). The data are representative of two independent experiments for non-infected conditions 

and four independent experiments for RSV-infected conditions. Original live video imaging of 

cell tracking are available in Supplementary Movie 1. 
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4.3.10 Figures 
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Figure 5  
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Figure 7  
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Figure 8  
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Robitaille et al. Suppl. Figure 1 

Figure S1: Cytokine production elicited during SeV and RSV infection is protected from 

DUSP1-mediated inhibition of JNK and p38.  

A549 cells were either (A) pre-treated with DMSO (vehicle) or SB203580 (10 µM) + SP600125 

(10 µM) for 30 min prior to infection, (B) transfected with empty or DUSP1-expressing plasmids 

or (C and D) transfected with Control (Ctrl) or DUSP1-specific siRNA before infection with SeV 

at 40 HAU/106 cells (A to C) or RSV at MOI of 3 (D). Release of cytokines measured in each 

biological replicates was quantified using Luminex-based multiplex assays. Data are 

represented as mean +/- SEM of n≥3 independent replicates and statistical analyzes were done 

using unpaired t-test. P<0.05 (*), P<0.01 (**) or P<0.001 (***). 
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Robitaille et al. Suppl. Figure 1 
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Figure S2: DUSP1 expression does not alter cytokines mRNA levels induced by SeV 

infection.  

A549 cells were transfected with an empty- or DUSP1-expressing plasmid before infection with 

SeV at 5 HAU/106 cells for the indicated times. IFNβ, CXCL8 and CCL2 mRNA levels were 

quantified by qRT-PCR. Data are represented as mean +/- SEM of n=3 independent 

experiments and analyzed using two-way ANOVA with Bonferroni’s post-test. 
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Robitaille et al. Suppl. Figure 4 

Figure S4: Full-length blots of Figure 2. 
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Robitaille et al. Suppl. Figure 8 

Figure S8: Full-length blots of Figure 6. 
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SUPPLEMENTARY INFORMATION 

  

MATERIALS AND METHODS 

qRT-PCR  

Specific mRNA levels were quantified by qRT-PCR as described in the Material and Methods 

using either Fast start SYBR Green Kit (Roche) for IFNB (S: gaactttgacatccctgaggagattaagcagc, 

AS: gttccttaggatttccactctgactatggtcc) and IL8 (S: tctcttggcagccttcctgatttc, AS: 

gtgtggtccactctcaatcactct) or using TaqMan Gene Expression Assays (Applied biosystems) for 

CCL2 (#Hs00234140_m1). Results were analyzed by the ΔΔCT method after normalization to 

S9 mRNA levels (S: cgtctcgaccaagagctga, AS: ggtccttctcatcaagcgtc) or S9 (Hs02339424_g1) 

for CCL2.  
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4.3.12 Quantification de la Figure 4 

 

Tableau III. Quantification des immunoblots présentés à la Figure 4  

Quantification	de	la	Figure	4A	(Unités	relatives	arbitraires)	

	 siCtrl	 siDUSP1	
SeV	(h)	 -	 3	 6	 8	 12	 24	 -	 3	 6	 8	 12	 24	

JNK-P	/	JNK	 1,00	 3,03	 18,10	 17,31	 5,61	 1,88	 1,00	 4,01	 21,09	 25,26	 7,41	 3,61	

p38-P	/	p38	 1,00	 5,01	 15,65	 13,43	 5,82	 6,04	 1,00	 5,02	 26,99	 27,14	 11,38	 11,11	

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	
Quantification	de	la	Figure	4B	(Unités	relatives	arbitraires)	

	 siCtrl	 siDUSP1	
RSV	(h)	 -	 3	 6	 8	 12	 24	 -	 3	 6	 8	 12	 24	

JNK-P	/	JNK	 1,00	 1,82	 2,23	 2,88	 4,33	 7,03	 1,00	 3,86	 5,89	 7,87	 6,58	 11,98	

p38-P	/	p38	 1,00	 2,89	 2,36	 2,40	 3,21	 7,97	 1,00	 3,79	 4,39	 7,24	 7,60	 10,15	

L'expression de JNK phosphorylé et de p38 phosphorylé a été normalisée sur l'expression de JNK et p38, 

respectivement. Les données sont représentées en moyenne de n=3 expériences.  
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Discussion 

Les voies de signalisation modulant les défenses de l'hôte sont dépendantes des 

événements de phosphorylation qui régulent l'activation des facteurs de transcription IRF3, 

NF-κB et AP-1. Nous nous sommes intéressés aux phosphatases qui régulent négativement la 

réponse de l’hôte, puisqu'une défense antivirale et pro-inflammatoire exagérée peut mener à 

des dommages tissulaires causés entre autres par l'inflammation excessive lors d'infections par 

des virus comme RSV. Plusieurs phosphatases agissant comme inhibiteurs des voies 

d'activation d'IRF3/NF-κB suite à des infections virales ont été récemment identifiées [199-

205], mais aucune n'a encore été décrite comme régulant la voie AP-1 dans un contexte 

d'infection par des virus respiratoires. La phosphatase DUSP1 est connue pour son rôle dans la 

régulation négative de la réponse immunitaire innée via AP-1 principalement en limitant la 

production de cytokines pro-inflammatoires en contexte d'infection bactérienne ou de défense 

contre des allergènes [133, 209, 216-219, 226-228]. Cette fonction est due à la capacité de 

DUSP1 de réguler la durée, l'intensité ainsi que le profil d'activation spatiotemporel de JNK et 

p38, et dans une moindre mesure d’ERK, en réponse aux ligands des TLR, aux cytokines,  aux 

glucocorticoïdes, aux inhibiteurs de phosphodiestérase-4 (PDE4) et aux « Disease Modifying 

Antirheumatic Drugs » (DMARD) [229]. D'autre part, le rôle de DUSP1 dans le contexte des 

infections virales, bien que beaucoup moins connu, a commencé à être défini, notamment en 

réponse au poly (I:C) et durant l'infection par Coronavirus [218, 224]. Toutefois, l'impact 

potentiel de DUSP1 sur la réponse innée autonome au cours des infections par les 

Paramyxovirus ou les Pneumovirus n'a, à notre connaissance, jamais été étudié. Dans ce 

mémoire, nous présentons une nouvelle fonction de la phosphatase DUSP1 dans la réponse de 

l'hôte contre les Paramyxovirus SeV et RSV (Figure 6). 
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Figure 6. Représentation schématique des voies JNK et p38 induites par SeV et RSV selon les 
données de cette étude. 

Il existe une voie dépendante et une voie indépendante de DUSP1. Dans la voie indépendante de DUSP1, la 
phosphorylation de JNK et p38 est induite par SeV et RSV via une voie dépendante de RIG-I/MDA5, mais 
encore peu caractérisée. Une fois activés, JNK, qui interagit avec JIP1, et p38 phosphorylent c-Jun et ATF2, les 
deux sous-unités du facteur de transcription AP-1. L'activation d'AP-1, dépendante de JIP1, entraîne l'expression 
de cytokines/chimiokines pro-inflammatoires et de gènes antiviraux tels les IFN de type I/III. Par une voie encore 
non définie, l'activation de JNK et p38 induit l'apoptose. Dans la voie JNK/p38 dépendante de DUSP1, 
l'activation de JNK et p38 par SeV et RSV pourrait aussi être indépendante de RIG-I/MDA5. Une fois activé, p38 
induit l'expression de DUSP1, qui vient déphosphoryler une population spécifique de JNK/p38 associée à une 
protéine d'échafaudage encore inconnue. En inhibant JNK/p38, DUSP1 bloque ainsi la migration cellulaire 
dépendante de JNK/p38. DUSP1 induit aussi l'apoptose par une voie encore non caractérisée. DUSP1 est 
finalement dégradé via le protéasome. 

 

Nous avons démontré que DUSP1 est un régulateur négatif de l’activation de JNK et 

p38 induite par SeV et RSV. Nos résultats suggèrent également que le pool de JNK lié à la 

protéine d’échafaudage JIP1 est protégé de la déphosphorylation par DUSP1, laissant 

l’activation d’AP-1 et l’expression des cytokines en aval intactes. De plus, nous avons 

démontré que DUSP1 contribue à une voie pro-apoptotique indépendamment de JNK et p38 et 
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que DUSP1 est un régulateur négatif de la migration cellulaire pendant l’infection. Dans 

l’ensemble, ces résultats suggèrent un nouveau rôle de DUSP1 dans la réparation et 

l'homéostasie des tissus durant l'infection par des virus respiratoires. Nos résultats sur 

l'inhibition d'ATF2/c-Jun et la diminution concomitante de la production de cytokines dues à 

l'inhibition de JNK/p38 à l'aide d'inhibiteurs spécifiques (Robitaille et al. Figures 6A et 6D) 

confirment plusieurs études précédentes. En effet, l'existence d'une voie de signalisation 

induite par une infection virale menant à l'expression de cytokines en passant par l'activation 

de JNK/p38 et d'AP-1 a déjà été démontrée [76, 102, 103]. De manière surprenante, ni 

ATF2/c-Jun, ni la multitude de cytokines induites au cours de l'infection par SeV et RSV ne 

sont affectés par la phosphatase DUSP1 (Robitaille et al. Figures 6B, 6C, 6E, 6F et 6G), bien 

qu'elle régule négativement l'activation de JNK et p38. De ce fait, nous avons émis l'hypothèse 

qu'il existait différentes populations de JNK/p38 et que DUSP1 régulait spécifiquement l’une 

de ces populations. Différentes populations de JNK/p38 se distinguent selon leur interaction 

avec des protéines d'échafaudage spécifiques. Les protéines d'échafaudage ont la particularité 

de moduler de manière temporelle et spatiale l'assemblage de complexes de protéines en 

régulant les concentrations locales, la proximité, l'emplacement dans certains compartiments et 

les propriétés biochimiques de leurs protéines cibles [152]. Les protéines d'échafaudage de la 

famille des JIP interagissent avec différentes populations de JNK afin de les rendre 

disponibles pour des activateurs spécifiques en amont ainsi que les substrats appropriés en 

aval [153, 230]. Ces différentes JIP assurent l'activation de fonctions distinctes et spécifiques 

par JNK. Plusieurs protéines d'échafaudage ont également été décrites comme interagissant 

spécifiquement avec p38 pour réguler positivement son activation dans différents contextes. 

Parmi celles-ci, on compte JIP2, JIP4, JLP, « Osmosensing Scaffold for MEKK3 » (OSM), 

« B-cell Lymphoma 10 » (Bcl-10), MEKK1 et « Disks Large Homologue 1 » (DLG1) [152, 

169-171, 182, 231-234]. Cependant, l'activation de JNK et de p38 durant l'infection virale, 

notamment au cours de l'infection par RSV ou SeV, n'a à notre connaissance pas encore été 

associée à une protéine d'échafaudage en particulier. Dans notre étude, nous montrons que 

JNK interagit avec JIP1 au niveau basal et pendant l'infection virale (Robitaille et al. Figure 

5A), mais qu'il n'interagit pas avec JIP3. Nous avons choisi d'étudier l'interaction de JNK avec 

JIP1 et JIP3 en particulier, puisqu'elles sont surexprimées dans les cellules épithéliales 

pulmonaires [154, 173-175]. Par contre, JIP2 et JIP4 ne sont exprimées que dans le cerveau et 
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dans les testicules, respectivement [168, 180, 181]. De manière intéressante, nous montrons 

pour la première fois que la co-expression de JIP1 et de DUSP1 diminue la régulation négative 

de JNK médiée par DUSP1 (Robitaille et al. Figures 5B, 5C et 5D). Nous pouvons donc 

émettre l’hypothèse que par son interaction avec JNK, JIP1 protège JNK de la 

déphosphorylation médiée par DUSP1 en le séquestrant dans une autre voie, bien qu’il puisse 

exister d’autres explications. Ce modèle semble être le plus probable, puisqu’il est supporté 

par le fait que JNK est retenu dans le cytoplasme en présence de JIP1 [154, 157]. La 

localisation de JNK dans le cytoplasme pourrait représenter un mécanisme de protection 

contre sa régulation négative médiée par DUSP1. En effet, DUSP1 est une phosphatase 

nucléaire [235-237]. La déphosphorylation de JNK/p38 médiée par DUSP1 dans le 

compartiment nucléaire a également été documentée [238]. Il est donc très probable que JIP1 

retienne JNK dans le cytoplasme, le rendant indisponible pour sa déphosphorylation médiée 

par DUSP1 dans le noyau. Pour le moment nous pouvons exclure un rôle de DUSP1 vis-à-vis 

de p38, car JIP1 n'interagit pas avec p38 [187] (AR et NG, données non présentées). Il serait 

intéressant de déterminer quelle protéine d'échafaudage parmi celles énumérées ci-dessus 

assure l'activation de p38 pendant l'infection virale. De la même manière qu'avec JIP1, nous 

pourrions déterminer si une certaine protéine d'échafaudage de p38 le protège de sa 

désactivation médiée par DUSP1. Afin de compléter ce modèle, il serait d'autant plus pertinent 

de trouver quelles protéines d'échafaudage alternatives interagissent avec les populations de 

JNK et de p38 qui sont déphosphorylées par DUSP1 pendant l'infection SeV et RSV. Dans le 

cas de JNK, on peut exclure JIP1 et JIP3 et il serait peu probable qu’il s’agisse de JIP2 ou JIP4 

tel que mentionné ci-dessus. On peut aussi exclure la protéine d'échafaudage POSH, 

puisqu’elle est impliquée dans la fonction pro-apoptotique de JNK [161]. Cependant, il a été 

montré que MEKK1 peut agir comme protéine d’échafaudage de JNK sans interagir avec 

d’autres protéines d’échafaudage [239]. Il serait donc possible que MEKK1 chapeaute la 

population de JNK ciblée par DUSP1. Finalement, à notre connaissance, seules les protéines 

d'échafaudage décrites ci-dessus ont été identifiées pour médier l'activation de JNK [153, 

240]. Toutefois, il est possible que JNK interagisse avec une protéine d'échafaudage qui n'a 

pas encore été identifiée. Dans un autre ordre d’idées, les résultats de cette étude ne montrent 

pas si l’augmentation de la phosphorylation de JNK lorsque JIP1 et DUSP1 sont co-exprimés 

est significative biologiquement. Pour répondre à cette question, il serait pertinent de mesurer 
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certaines cytokines dépendantes de JNK, l’activation de c-Jun ou même l’activité kinase de 

JNK en présence de JIP1 et de DUSP1, par exemple. Évidemment, en contexte de 

surexpression de JIP1, les niveaux d’expression de JIP1 ne sont pas physiologiques. Pour 

tester l’impact de JIP1 sur la déphosphorylation de JNK par DUSP1 à un niveau d’expression 

physiologique, il faudrait inhiber l’expression endogène de JIP1. Cependant, DUSP1 

déphosphoryle la grande majorité de JNK phosphorylé détectable, alors il serait difficile de 

mesurer une diminution de la phosphorylation de JNK en absence de JIP1 et en présence de 

DUSP1 pour confirmer l’impact de JIP1 sur la déphosphorylation de JNK par DUSP1. 

Plusieurs études s'entendent sur le rôle essentiel de JIP1 dans l'activation de la voie 

JNK-AP-1 qui contrôle l'expression de cytokines [155, 158, 166, 167]. Nos données montrent 

que DUSP1 ne régule ni l'activation d'AP-1, ni la production de cytokines qui orchestrent les 

réponses antivirales et pro-inflammatoires lors de l’infection par SeV et RSV (Robitaille et al. 

Figures 6B, 6C, 6E, 6F et 6G). Cette observation nous permet donc d’envisager que la voie 

JNK-AP-1 induite par SeV et RSV menant à la production de cytokines serait protégée de la 

régulation négative médiée par DUSP1 grâce à la rétention de JNK dans le cytoplasme. 

Cependant, nos résultats diffèrent de certaines études qui ont montré auparavant que DUSP1 

régule négativement l'expression de certaines cytokines en contexte d'infection virale. En effet, 

il a été montré que DUSP1 régule l'expression d'IL-6 et de CXCL8 suite à la stimulation par le 

poly (I:C) et par Coronavirus [218, 224]. Le poly (I:C), reconnu par le TLR3, RIG-I et MDA5 

[241-243], est un ARNdb synthétique qui mime l'ARNdb viral, un intermédiaire de réplication 

chez les virus à ARNsb. De plus, des souris déficientes en DUSP1 montrent une expression de 

cytokines pro-inflammatoires augmentée en réponse au virus de la vaccine atténué 

comparativement aux souris contrôles [225]. L'inhibition de DUSP1 a aussi pour effet de 

bloquer la réplication du virus de l'hépatite C en augmentant l’induction de certains ISG, 

comme CXCL10, USP18, OAS1 et ISG15 [244]. Pour expliquer cette différence, nous 

pouvons supposer que certains virus bloquent le complexe JIP1-JNK, permettant à DUSP1 de 

déphosphoryler JNK, ce qui aurait pour effet de diminuer l'activation d'AP-1 et la production 

de cytokines en aval. Dans certains contextes, cela pourrait être un mécanisme favorisant la 

pathogenèse, puisqu'en induisant la dissociation du complexe JIP1-JNK, le virus pourrait ainsi 

échapper aux réponses antivirales et pro-inflammatoires, car celles-ci seraient atténuées par 
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DUSP1. Cependant, à notre connaissance, aucun virus n'a jusqu’ici été décrit comme ayant la 

capacité d'inhiber l'interaction JIP1-JNK. Toutefois, il est intéressant de noter que la kinase 

B1R du virus de la vaccine interagit avec JIP1 et qu'elle augmente son interaction avec JNK, 

menant à une augmentation de l'activation de c-Jun [245]. Cette observation démontre que 

l’interaction JIP1-JNK est ciblée dans certains contextes d’infection virale. Peut-être dans le 

futur trouverons-nous d'autres virus ayant la capacité de moduler l'interaction entre JIP1 et 

JNK de manière favorable ou défavorable à leur pathogenèse, dépendamment si la 

pathogenèse virale est favorisée ou défavorisée par une production de cytokines atténuée. 

Dans le contexte de l’infection par SeV ou RSV (Robitaille et al. Figure 5A), nous n’avons 

pas observé de modulation de l'interaction JIP1-JNK au cours de l'infection, ce qui nous laisse 

supposer que ces virus ne bloquent pas l’interaction JIP1-JNK. 

Une réponse antivirale exagérée, marquée par une production excessive de cytokines, 

peut entraîner des dommages tissulaires et ainsi contribuer à la pathogenèse des virus [246]. 

Nos résultats suggèrent que dans l'infection par RSV et SeV, DUSP1 n'a aucun impact sur la 

réponse aux cytokines grâce à l'interaction de JIP1 avec une population de JNK, tel que 

discuté ci-dessus. Cela ouvre la porte pour une cible thérapeutique spécifique. L'interaction 

JIP1-JNK est de plus en plus considérée comme une cible thérapeutique dans des contextes 

variés, comme le diabète et les ischémies cérébrales [163, 165]. En effet, plusieurs ont 

découvert que des petites molécules ou peptides, principalement dérivés du domaine 

interagissant avec JNK de JIP1, avaient la capacité d'inhiber l'activation de JNK. Bonny et al. 

et Borsello et al. ont montré que les peptides inhibiteurs de JNK (JNKI1 et JNKI2), dérivés 

des domaines d'interaction de JIP1 et JIP2 avec JNK inhibaient spécifiquement l'activation de 

c-Jun [163, 165]. L'équipe de Dr Bogoyevitch a aussi caractérisé un peptide inhibiteur de JNK 

dérivé du domaine d'interaction avec JNK de JIP1 (I-JIP1) ayant la capacité d'inhiber c-Jun 

ainsi qu'ATF2 [164]. La molécule BI-78D3 bloque l'activation de JNK in vivo et dans les 

cellules Hela par compétition pour l'interaction de JIP1 avec JNK [162]. Toutes ces molécules 

miment en fait JIP1 et entrent en compétition pour l'interaction avec JNK, inhibant ainsi 

l'activation de certains substrats spécifiques de JNK, comme ATF-2 et c-Jun. 

Comparativement aux inhibiteurs qui ciblent des sites liant l'ATP qui sont très conservés,  ces 

petites molécules sont substrat-spécifiques, ce qui ouvre l'avenue pour des cibles 
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thérapeutiques spécifiques [162]. Ces molécules inhibent l'activation de JNK et jouent un rôle 

protecteur dans certaines pathologies dépendantes de JNK, comme le diabète et les ischémies 

cérébrales [162, 165]. Il a été montré que les peptides inhibiteurs JNKI1 et JNKI2 étaient 

rapidement intégrés dans les cellules β pancréatiques grâce à leur combinaison avec 10 acides 

aminés du gène Tat du virus de l’immunodéficience humaine (VIH), qui favorise l’import 

cellulaire, entre autres de macromolécules dans des tissus animaux [163, 247]. Cependant, à 

notre connaissance, aucune de ces molécules n'est testée en étude clinique à ce jour. Dans 

notre modèle, on peut supposer qu'en inhibant la formation du complexe JIP1-JNK pendant 

l'infection par RSV ou SeV, on permettrait à DUSP1 de réguler négativement JNK, AP-1 et la 

production de cytokines qui en découle, sans toutefois affecter les autres fonctions de JNK qui 

sont indépendantes de JIP1. Cette stratégie serait pertinente dans le contexte des infections par 

les Paramyxovirus ou les Pneumovirus tels que RSV, puisque ces virus engendrent une 

production excessive de cytokines entraînant de graves dommages aux poumons. En 

permettant à DUSP1 de déphosphoryler la population de JNK qui interagit habituellement 

avec JIP1, on arriverait sans doute à diminuer significativement l'expression de cytokines pro-

inflammatoires et antivirales. Pour tester cette hypothèse et confirmer notre modèle, l'emploi 

d'une des petites molécules inhibitrices de l'interaction JIP1-JNK décrites ci-dessus permettrait 

de cibler spécifiquement la population de JNK qui est potentiellement protégée de la 

déphosphorylation médiée par DUSP1 lors de l'infection virale. Une des limites d'une telle 

stratégie est qu'il est impossible de savoir à quel point la production de cytokines diminuerait 

en inhibant l'interaction JIP1-JNK à l'aide d'un peptide inhibiteur spécifique, surtout in vivo. Il 

est difficile de prévoir si la production de cytokines diminuerait assez pour voir un effet 

bénéfique pour l'hôte contre les Paramyxovirus ou les Pneumovirus quant aux dommages 

pulmonaires ou si, au contraire, elle serait inhibée complètement, empêchant l'activation de la 

réponse antivirale et inflammatoire, ce qui permettrait au virus de prendre le dessus et 

empêcherait la résolution de l'infection. Tester cette hypothèse dans un modèle animal comme 

la souris permettrait de répondre à ces questions.  

Dans notre effort pour trouver de nouvelles fonctions régulées par DUSP1 dépendantes 

de JNK/p38, nous avons évalué l'impact de DUSP1 sur la prolifération cellulaire ainsi que sur 

l'apoptose, qui font partie des autres mécanismes cellulaires majeurs connus pour être régulés 
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par JNK et p38 [150]. Nos observations lors d'analyses du cycle cellulaire montrent que 

l'expression ectopique ou l'inhibition de DUSP1 n'a aucun effet significatif sur la prolifération 

cellulaire pendant l'infection par SeV ou RSV (AR et NG, données non présentées). On peut 

supposer que la régulation de la prolifération cellulaire repose donc aussi sur l'activation d'une 

population spécifique de JNK/p38 qui serait à l'abri de la régulation négative par DUSP1. 

Nous avons ensuite regardé l'impact de JNK et p38 sur l'apoptose induite par SeV. Nos 

résultats vont dans le même sens que plusieurs études précédentes démontrant les fonctions 

pro-apoptotiques de JNK et p38 [118, 143, 144]. En effet, nous avons aussi observé une 

diminution du nombre de cellules apoptotiques induites par SeV lorsque JNK et p38 étaient 

inhibés à l'aide des inhibiteurs commerciaux SP600125 et SB203580 (Robitaille et al. 

Figure 7A). Nous voulions alors déterminer si cette fonction pro-apoptotique de JNK/p38 était 

dépendante de DUSP1. Notre hypothèse était qu'en inhibant l'expression de DUSP1 avec des 

ARN interférents, nous observerions une augmentation du nombre de cellules apoptotiques, 

puisque l'inhibition de DUSP1 entraîne une augmentation de l'activation de JNK et p38. Nos 

résultats montrent toutefois que l'inhibition de DUSP1 induit une diminution de l'apoptose 

pendant l'infection par SeV (Robitaille et al. Figures 7A et B). Contrairement à notre 

hypothèse, DUSP1 jouerait un rôle pro-apoptotique, probablement en inhibant une voie anti-

apoptotique ou encore en activant une voie pro-apoptotique. Bien que nous ne puissions pas 

exclure d'autres mécanismes, ces résultats portent fortement à penser que DUSP1 régule 

l'apoptose de manière JNK/p38 indépendante durant l'infection par les Paramyxovirus. En 

effet, si la fonction pro-apoptotique de JNK/p38 était inhibée par DUSP1, nous observerions 

un phénotype anti-apoptotique de DUSP1. Comme le phénotype contraire est observé, cela 

porte à croire que DUSP1 régule l'apoptose indépendamment de ses substrats JNK et p38. Il 

serait cependant pertinent de confirmer le rôle pro-apoptotique de DUSP1 par d’autres 

techniques comme les shRNA ou l’édition CRISPR/Cas9. Une question non résolue persiste, à 

savoir quelle voie de signalisation pro-apoptotique ou anti-apoptotique est modulée par 

DUSP1 au cours de l’infection par SeV. Pour répondre à cette question et confirmer notre 

modèle, il serait donc pertinent d'identifier la voie de signalisation par laquelle l'apoptose 

DUSP1-dépendante est induite. Il s'agit sans doute d'une voie autre que celle dépendante de 

MAVS-MKK7-JNK [118], puisque DUSP1 semble induire l'apoptose indépendamment de 

JNK. Une étude a montré qu'en surexprimant DUSP1 dans des cellules NSCLC résistantes au 
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gefitinib, traitement anticancéreux et inhibiteur de la tyrosine kinase d'EGFR, cela rétablissait 

leur « sensibilité » au gefitinib par l'inhibition de la voie de signalisation d'EGFR et par 

l'induction de l'apoptose. La surexpression de DUSP1 induisait non seulement l'inhibition de 

la phosphorylation d'EGFR, mais aussi d'ERK et d'Akt [248]. Il serait donc possible que le 

rôle pro-apoptotique de DUSP1 puisse être expliqué par un changement d’activité d’ERK, par 

exemple. Nous pourrions par conséquent tester si la surexpression de DUSP1 induit la 

déphosphorylation d'EGFR, d'ERK et d'Akt pendant l'infection par SeV ou RSV ou si, au 

contraire, l'inhibition de DUSP1 provoque une augmentation de la phosphorylation d'EGFR, 

d'ERK et d'Akt. ERK régule la voie de signalisation cellulaire apoptotique intrinsèque ainsi 

que la voie apoptotique extrinsèque. La voie intrinsèque repose sur l'activation du cytochrome 

c et la voie extrinsèque est dépendante de la caspase 8 [249]. Nos résultats suggèrent que 

DUSP1 induit l’apoptose en régulant la voie apoptotique intrinsèque, puisque l’inhibition de 

DUSP1 entraîne une diminution du clivage de la caspase 9, impliquée dans la voie apoptotique 

intrinsèque en réponse à l’infection par SeV [250] (Robitaille et al. Figure 7B). Toutefois, afin 

d'obtenir plus d'information sur la voie apoptotique modulée par DUSP1, il serait intéressant 

de déterminer si la surexpression ou l'inhibition de DUSP1 active ou inhibe le cychrome c 

et/ou la caspase 8, ainsi que les protéines pro-apoptotiques comme Bax et les protéines anti-

apoptotiques comme Bcl-2 et « B-cell Lymphoma-Extra Large » (Bcl-XL). D’autre part, 

puisque la fonction pro-apoptotique de JNK/p38 semble protégée de la déphosphorylation 

médiée par DUSP1, on peut supposer qu'elle soit elle aussi dépendante de l'interaction JIP1-

JNK. Des études ont d'ailleurs déjà montré une voie pro-apoptotique dépendante du complexe 

JIP1-JNK dans des neurones exposés au stress [158, 188]. En effet, il a été montré que les 

souris déficientes en JIP1 ainsi que les neurones primaires de l'hippocampe déficients en JIP1 

présentaient une diminution de l'apoptose induite par l'endotoxine kainate comparativement 

aux souris et aux cellules contrôles [158]. De plus, il a été démontré que le stress endotoxique 

induit une diminution de l'interaction d'Akt1 avec JIP1, permettant l'interaction entre JIP1 et 

JNK, ce qui entraîne l'apoptose des cellules neuronales [188]. Ce modèle irait aussi dans le 

même sens que les études montrant une voie pro-apoptotique induite par SeV et passant par 

MAVS-MKK7-JNK, puisque JIP1 est connue pour faciliter la voie d'activation MLK3-

MKK7-JNK [118, 157]. D'autant plus, les petits peptides inhibiteurs JNKI1 et JNKI2 utilisés 

pour bloquer l'interaction JIP1-JNK inhibent l'apoptose induite par IL-1β [163] et protègent de 
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la mort neuronale lors d'ischémies cérébrales [165]. De plus, il a été montré que la protéine 

d’échafaudage POSH interagit avec JIP1, menant à l’activation de la fonction pro-apoptotique 

de JNK [160]. Pour déterminer si la voie pro-apoptotique de JNK/p38 était bel et bien 

dépendante de JIP1 dans l’infection par les Paramyxovirus, nous pourrions surexprimer JIP1 

et vérifier si nous observons un phénotype pro-apoptotique ou encore inhiber l’interaction 

JIP1-JNK à l’aide d’un peptide inhibiteur comme JNKI1 et confirmer si nous observons une 

diminution de l’apoptose. 

Nos résultats montrent que lorsque DUSP1 est absent, les cellules infectées par RSV 

migrent plus rapidement et beaucoup plus loin comparativement aux cellules dans lesquelles 

DUSP1 est présent (Robitaille et al. Figure 8). L’observation de la migration des cellules sur 

une longue période porte à penser que cette migration cellulaire, qui est fortement augmentée 

en absence de DUSP1, semble venir, en partie, d'une quantité ou un ratio plus élevé de cellules 

migratoires. Il serait en effet intéressant de mesurer le nombre de cellules formant des 

protrusions comparativement au nombre de cellules totales dans les deux conditions. De plus, 

puisque les cellules migrent sur de plus longues distances lorsque DUSP1 est inhibé, il serait 

aussi intéressant de mesurer la longueur de ces protrusions en présence et en absence de 

DUSP1 pour déterminer si des protrusions plus longues entraînent une migration plus rapide et 

plus éloignée des cellules. La migration cellulaire se fait grâce à un réarrangement de 

microtubules et de filaments d'actine, qui permettent à la cellule de se déformer pour former 

des protrusions qui lui permettront de migrer dans une direction donnée [251, 252]. Il serait 

donc intéressant de marquer les filaments d'actine à l'aide de la phalloïdine afin de pouvoir 

mieux observer en microscopie confocale la différence dans la formation des protrusions qu'on 

aperçoit en absence de DUSP1 versus en présence de DUSP1. La migration cellulaire requiert 

aussi l'assemblage de plaques d'adhésions focales et de complexes focaux aux points d'ancrage 

de la cellule [251, 252]. FAK est un régulateur important des adhésions focales. Elle est 

activée par phosphorylation au résidu Tyr397 et induit l’activation de différentes voies de 

signalisation menant à la migration cellulaire. FAK s'associe avec Src pour activer une voie de 

signalisation dépendante de « Crk-Associted Substrate » (Cas)-Crk ainsi que des voies 

dépendantes de la paxilline (Pax), Pax-Crk et Pax-« Paxillin Kinase Linker » (PKL)/PIX, qui 

mènent ultimement à l'activation de Rac, qui induit la contraction de la cellule ainsi que la 
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polymérisation de l'actine pour former des filaments. Des voies alternatives impliquant le 

domaine SH2 de PI3K, phospholipase C (PLC) γ et « Growth Factor Receptor Bound Protein 

7 » (Grb7) ou le domaine SH3 de « GTPase Regulator Associated with FAK » (GRAF) et 

« Arf-GAP with SH3 Domain, ANK Repeat and PH Domain-Containing Protein 1 » (ASAP1) 

entraînent, quant à elles, la survie cellulaire et la régulation de GTPases de la famille des Rho. 

Finalement, les protéines vinculine, taline et actinine du cytosquelette se retrouvent aussi 

principalement au niveau des plaques d'adhésion focales [251, 252]. Il serait donc plus que 

pertinent de faire du marquage pour des protéines comme FAK phosphorylé (Tyr397), Pax 

phosphorylé (Tyr31 et Tyr118) et Cas phosphorylé ou encore pour la vinculine, la taline et 

l'actinine pour observer les plaques d'adhésion focales en microscopie confocale dans les 

cellules avec ou sans DUSP1. Ces observations pourraient nous donner des indices afin 

d'identifier la voie pro-migratoire qui est inhibée par DUSP1 dans l'infection par RSV et ainsi 

pouvoir approfondir notre modèle. JNK et p38 sont connus pour jouer un rôle dans la 

migration cellulaire dans différents contextes, et ce, de manière AP-1 indépendante. En effet, 

JNK phosphoryle « Doublecortin » (DCX), Spir, « Microtubules-associated proteins » (MAPs) 

et Pax, tandis que p38 phosphoryle MAPKAPK2/3, Pax et la caldesmone. L'activation de ces 

substrats distincts par JNK et p38 mène à la régulation coordonnée de la dynamique 

d'adhésion focale et de la réorganisation des microtubules ainsi que des filaments d'actine 

[145]. Cela suggère donc que DUSP1 joue un rôle crucial dans la régulation négative de la 

migration cellulaire via l'inhibition de JNK/p38. Or, une des questions non résolues de notre 

étude est : est-ce que DUSP1 bloque la migration cellulaire via l'inhibition de JNK/p38? Une 

expérience de migration similaire, cette fois-ci en inhibant JNK et p38 à l'aide des inhibiteurs 

SP600125 et SB203580 en plus de l'inhibition de DUSP1 par les ARN interférents, nous 

confirmerait si la voie anti-migratoire de DUSP1 est bien dépendante de l'inhibition de JNK et 

p38. En effet, si les cellules infectées par RSV reviennent à leur phénotype initial en présence 

des inhibiteurs de JNK/p38, c'est-à-dire que la migration cellulaire est inhibée, cela 

confirmerait notre hypothèse sur l'implication de JNK et p38 dans la voie anti-migratoire de 

DUSP1. À l'opposé, nous pourrions aussi induire la surexpression de JNK et p38 à l'aide de 

plasmides spécifiques et vérifier si un phénotype pro-migratoire est observé. Cependant, il est 

possible que DUSP1 inhibe la migration cellulaire via un substrat autre que JNK ou p38. De la 

même façon, il serait intéressant de déterminer si le rôle de DUSP1 dans la migration 
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cellulaire est dépendant d’ERK. Finalement, le rôle pro-migratoire de DUSP1 pourrait 

potentiellement aussi provenir d’un substrat de DUSP1 encore inconnu. 

La pathogenèse des virus est aggravée par les lésions des tissus causées non seulement 

par le virus, mais surtout par une réponse exagérée des cellules de l'immunité innée. Par 

exemple, l'infection RSV entraîne un recrutement excessif de neutrophiles, de lymphocytes et 

de macrophages, attirés par une production exagérée de cytokines pro-inflammatoires, causant 

des dommages aux poumons [14, 21, 22]. La migration cellulaire ainsi que l'apoptose jouent 

alors un rôle primordial dans la pathogenèse des virus respiratoires, puisqu'ils influencent non 

seulement la réplication et la dissémination des virus, mais aussi la balance entre les 

dommages et la réparation tissulaires [253, 254]. En effet, plus il y a de cellules apoptotiques, 

plus il y a de cellules à remplacer et de tissu à régénérer. L'apoptose des cellules pulmonaires 

cause des bris de la barrière épithéliale pulmonaire ainsi que la destruction des cellules 

alvéolaires, entraînant une perte des échanges gazeux, en plus de contribuer à attirer les 

cellules de l'immunité innée, aggravant encore plus les dommages tissulaires. La migration des 

cellules épithéliales est essentielle pour la régénération des tissus pulmonaires afin de rétablir 

l'homéostasie après l'infection [255]. En effet, la régénération de l'épithélium pulmonaire se 

fait en trois étapes et deux d'entre elles reposent sur la migration des cellules épithéliales. 

D'abord, les cellules épithéliales voisines se propagent et migrent pour recouvrir la zone 

dénudée. Ensuite, les nouvelles cellules se propagent et migrent à leur tour pour restaurer 

l'épithélium. Finalement, les nouvelles cellules épithéliales se différencient en types cellulaires 

définis afin de reconstituer la barrière épithéliale et les fonctions respiratoires [256]. Les 

protéines régulant la migration cellulaire et l'apoptose en contexte d'infection virale 

représentent donc des cibles thérapeutiques prometteuses pour la résolution des infections 

virales. L'apoptose et la migration cellulaire ont un effet sur la propagation des virus. 

Effectivement, l’apoptose empêche la complétion du cycle de réplication des virus tels SeV et 

diminue le nombre de cellules infectées, limitant l’infection des cellules environnantes [257]. 

D’un autre côté, il a récemment été montré que la migration cellulaire favorise la propagation 

de RSV. En effet, l’infection par RSV augmente la migration des cellules et les cellules 

infectées se déplacent et favorisent l’infection des cellules non infectées [258]. On peut 

toutefois exclure l'implication de DUSP1 dans la régulation de la propagation de SeV ou RSV 
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via la régulation de l'apoptose et de la migration cellulaire. En effet, nos résultats montrent que 

l'expression ectopique ou l'inhibition de DUSP1 n'a aucun effet sur la réplication de SeV et de 

RSV (Robitaille et al. Figures 2D et 2E). Par contre, nous montrons que DUSP1 induit 

l'apoptose et bloque la migration cellulaire. Nos résultats suggèrent donc que DUSP1 joue un 

rôle dans l'induction des dommages tissulaires et l'inhibition de la réparation épithéliale, 

faisant de lui un acteur important dans la pathogenèse des virus respiratoires. Afin de 

confirmer cette hypothèse, nous pourrions effectuer une expérience de plaie en présence et en 

absence de DUSP1 pendant l'infection RSV, ce qui aiderait à prouver l'implication de DUSP1 

dans les mécanismes de réparation tissulaires. En effet, cette expérience permet de mesurer la 

vitesse de réparation de l’épithélium [259]. Nos résultats concordent avec les données d'une 

étude sur les carcinomes hépatocellulaires (HCC). En effet, Xiao et al. ont montré que le 

microARN miR-324 est surexprimé dans les HCC. Ils ont démontré que miR-324 se lie à 

DUSP1 pour l'inhiber. L'inhibition de DUSP1 par miR-324 engendre l'inhibition de l'apoptose 

et l'augmentation de la migration des cellules SK-HEP-1 et HepG2, tout comme dans notre 

modèle. L’inhibition de miR-324 corrèle d'ailleurs avec une augmentation de p53 et une 

diminution de MAP2K1 et d'Akt, signifiant qu'ils sont sans doute impliqués dans la 

modulation de l'apoptose qui est observée [260]. Il serait donc pertinent de vérifier si, pendant 

l'infection par SeV et RSV, DUSP1 régule positivement p53 et négativement MAP2K1 et Akt. 

Compte tenu de son importance, certaines études ont commencé à se pencher sur 

l'inhibition directe de DUSP1 comme cible thérapeutique potentielle dans le développement de 

nouveaux médicaments anti-inflammatoires et anticancéreux [210, 237, 261]. L'inhibition de 

DUSP1 fait d'ailleurs l'objet de plusieurs brevets dans le domaine de la thérapie contre le 

cancer [262-264]. Toutefois, les molécules inhibitrices de DUSP1 ne sont pas spécifiques, 

c'est pourquoi nous avons décidé de les exclure de notre étude. En effet, l'inhibiteur (E)-2-

Benzylidene-3-(cyclohexylamino)-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (BCI) inhibe non seulement 

l'activité catalytique de DUSP1, mais aussi de DUSP6 [265]. Ro-31-8220 inhibe aussi DUSP1, 

mais est mieux connu comme inhibiteur de la protéine kinase C, la CaM kinase II, la protéine 

kinase A, la sirtuine et la « Glycogen Synthase Kinase 3 » (GSK-3) [224, 266-269]. La 

triptolide (PG490), qui est un immunosupressant et un agent anti-inflammatoire, est un 

inhibiteur de NF-κB, en plus de DUSP1 [209, 270-272]. La sanguinarine inhibe DUSP1, mais 
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aussi « Signal Transducer and Activator of Transcription 3 » (STAT3), MMP-2 et MMP-9 

[261, 273-275]. La chelerythrine inhibe DUSP1 et la protéine kinase C [261, 276, 277]. 

Finalement, NU-126 est un inhibiteur de DUSP1, mais aussi de « Vaccinia H1-Related 

Phosphatase » (VHR) [278]. En utilisant un de ces inhibiteurs, nous ne saurions pas si le 

phénotype observé provenait de l’inhibition de DUSP1 ou d’une autre protéine ciblée par 

l’inhibiteur. C’est pourquoi nous avons choisi d’utiliser des ARN interférents pour inhiber 

l’expression de DUSP1. Par contre, la technologie des ARN interférents possède ses 

limitations. Principalement, la transfection d’ARN interférents peut engendrer des effets non-

spécifiques. Effectivement, un grand nombre d’ARNdb introduit dans la cellule peut mener à 

l’activation de voies de signalisation de l’immunité innée, incluant la voie des ISG [279]. Par 

ailleurs, il se peut que l’ARN interférent inhibe une cible autre que celle escomptée en raison 

d’homologie de séquences. De plus, il est possible que les ARN interférents interfèrent avec la 

régulation de gènes dépendants de microARN endogènes, puisqu’ils utilisent la même 

machinerie cellulaire. Une combinaison de deux ARN interférents différents a été utilisée dans 

cette étude afin de maximiser l’inhibition de DUSP1 tout en minimisant les effets aléatoires de 

chacun des ARN interférents. De plus, l’utilisation de siCtrl prévient l’apparition de fausses 

conclusions basées sur les effets non-spécifiques qu’entraîne la présence d’ARN interférents 

dans la cellule. Contrairement à l’expression ectopique, l’utilisation d’ARN interférents a 

cependant l’avantage de jouer sur les protéines endogènes. La recherche d’un inhibiteur 

spécifique à DUSP1 est donc encore pertinente. Cibler DUSP1 spécifiquement pourrait 

s'avérer plus avantageux que cibler JNK/p38 d'un point de vue thérapeutique. En effet, 

l'utilisation de plusieurs inhibiteurs de JNK/p38 en étude clinique a entraîné des problèmes 

hépatotoxiques, sans doute dus à leur large profil d'expression et de fonctions et à leur 

régulation complexe impliquant des boucles de rétroaction et de multiples liens avec d'autres 

voies de signalisation [237]. Toutefois, puisque cette étude suggère que DUSP1 cible une 

population spécifique de JNK et p38 durant l'infection par RSV et SeV, la modulation de 

l’expression de DUSP1 à des fins thérapeutiques pourrait s'avérer très bénéfique. En effet, le 

fait de cibler une population spécifique de JNK/p38 permettrait de moduler une fonction 

particulière, sans toutefois affecter toutes les fonctions de JNK/p38 comme le font les 

inhibiteurs commerciaux, ce qui réduit considérablement le risque d'effets secondaires 

indésirables. Selon nos résultats, inhiber l'activité de DUSP1 pourrait être une stratégie 
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prometteuse pour réduire spécifiquement l'apoptose induite par les virus et promouvoir la 

migration cellulaire, ce qui améliorerait l'homéostasie des tissus pendant l'infection par des 

virus pathogènes tels que RSV. 
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Conclusion 

Au début de cette étude, notre hypothèse était que la phosphatase DUSP1 joue un rôle 

dans la régulation de la défense de l’hôte contre RSV et SeV via la voie de signalisation 

dépendante de JNK et p38. Nos objectifs spécifiques étaient de confirmer si DUSP1 inhibe 

l’activation de JNK et p38 pendant l’infection par RSV et SeV, de déterminer l'impact de 

DUSP1 dans les réponses pro-inflammatoire et antivirale dépendantes de JNK et p38 lors de 

l'infection par RSV et SeV et de déterminer si DUSP1 régule les mécanismes de 

dommages/réparations tissulaires pendant l’infection par RSV et SeV. Nous avons confirmé le 

rôle de DUSP1 dans la régulation négative de JNK et p38 pendant l’infection par RSV et SeV. 

De manière intéressante, nos données suggèrent que l'interaction entre JIP1 et JNK empêche 

DUSP1 de réguler le facteur de transcription AP-1 pendant l'infection par RSV et SeV. Nous 

proposons que DUSP1 inhibe l’activation d’une population spécifique des MAPK JNK/p38 

n'étant pas impliquée dans l'activation d'AP-1 et la production subséquente de cytokines. À la 

suite de notre étude, nous pouvons conclure que oui, DUSP1 contribue à la régulation négative 

des défenses de l'hôte pendant l'infection par RSV et SeV. En effet, ces deux virus induisent 

l'expression de DUSP1, qui inhibe potentiellement les mécanismes de réparation des tissus via 

l’augmentation de l’apoptose et l’inhibition de la migration cellulaire. L’induction de DUSP1 

par RSV et SeV pourrait donc être une stratégie pour favoriser leur pathogenèse. Ces données 

permettent non seulement d’acquérir de nouvelles connaissances permettant de mieux 

comprendre la pathogenèse associée aux virus respiratoires, mais également d'identifier 

DUSP1 comme une cible thérapeutique potentielle pour limiter les dommages tissulaires. À 

notre connaissance, il s'agit du premier rapport démontrant l'implication de DUSP1 dans les 

défenses de l’hôte contre l'infection par des virus respiratoires. 

Il reste encore beaucoup de chemin à faire dans le domaine des infections virales, 

notamment par RSV. RSV est connu comme étant l'une des causes les plus fréquentes de 

maladie chez les enfants. Depuis sa découverte en 1956 [280], nous en savons un peu plus sur 

le cycle de vie de RSV et son interaction avec l'hôte [281], mais il y a encore beaucoup 

d'éléments que nous ne connaissons pas sur ce pathogène important. Malgré une soixantaine 

d'années de recherche, aucun vaccin ou traitement contre RSV n'est disponible à ce jour. Une 
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compréhension plus approfondie de la pathogenèse de RSV serait bénéfique non seulement 

pour combattre les infections à RSV, mais aussi pour contrer d'autres infections de virus 

respiratoires pathogènes, ainsi que pour le traitement des maladies inflammatoires et auto-

immunes chroniques. Ce projet permet d’approfondir nos connaissances sur la modulation de 

la réponse de l’hôte dans le contexte de l’infection par des virus respiratoires tels que le virus 

pathogène RSV. Avec cette étude, nous apportons un peu de lumière à ce tableau qui reste 

encore sombre à nos yeux, afin qu'un jour, avec l'effort de tous, nous puissions voir le tableau 

en entier. 
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Abstract

The IRF3 transcription factor is critical for the first line of defense against pathogens mainly through interferon β and antiviral gene expression.
A detailed analysis of IRF3 activation is essential to understand how pathogens induce or evade the innate antiviral response. Distinct activated
forms of IRF3 can be distinguished based on their phosphorylation and monomer vs dimer status. In vivo discrimination between the different
activated species of IRF3 can be achieved through the separation of IRF3 phosphorylated forms based on their mobility shifts on SDS-PAGE.
Additionally, the levels of IRF3 monomer and dimer can be monitored using non-denaturing electrophoresis. Here, we detail a procedure to
reach the highest resolution to gain the most information regarding IRF3 activation status. This is achieved through the combination of a high
resolution SDS-PAGE and a native-PAGE coupled to immunoblots using multiple total and phosphospecific antibodies. This experimental
strategy constitutes an affordable and sensitive approach to acquire all the necessary information for a complete analysis of the phosphorylation-
mediated activation of IRF3.

Video Link

The video component of this article can be found at https://www.jove.com/video/53723/

Introduction

The ubiquitously and constitutively expressed transcription factor Interferon (IFN) Regulatory Factor 3 (IRF3) is critical for the first line of defense
against pathogens mainly through the induction of IFNβ, but also through the induction of the chemokine (C-C motif) ligand 5 (CCL5) and several
antiviral proteins including IFN-induced protein with tetratricopeptide repeats IFIT1/2/31-3. IRF3 activation has been reported following infection
with numerous viruses, or exposure to polyinosinic-polycytidylic acid (poly I:C) or lipopolysaccharide (LPS)4. Importantly, most studied viruses
have evolved mechanisms to evade the IRF3-mediated response, and thereby escape the host innate immune defense5. Thus, monitoring IRF3
activation is of great importance to understand the molecular mechanisms of the innate antiviral host defense, but also to identify the strategy
used by viruses to counteract this response.

Many published reports however provide only a limited analysis of IRF3 activation performed by the monitoring of IRF3-target gene
induction (IFNB1 and IFIT1) and/or luciferase reporter gene assay coupled to low resolution sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis(SDS-PAGE) analysis of IRF3. However, numerous biochemical studies, analysis of the behavior of various IRF3 mutants and
elucidation of IRF3 crystal structure 6-11 have contributed to establish that IRF3 is subjected to a complex set of sequential post-translational
modifications by phosphorylation at multiple sites. The set of phosphorylation involved in IRF3 activation appears to be dependent on the
stimulus and most likely on the cell type. In uninfected cells, IRF3 coexists as non-phosphorylated and hypophosphorylated species containing
phosphoresidues, including Thr135 and Ser173, in the 1-198 aa N-terminal region6,12-14. Accumulation of this hypophosphorylated form of IRF3
is induced by stress inducers, growth factors and DNA-damaging agents6. Phosphorylation of Ser/Thr residues at the C-terminal region of IRF3
containing the transactivation domain is triggered following activation by viruses, poly I:C or LPS in a cell-type dependent manner15-17. C-terminal
phosphorylation of IRF3 involves no less than 7 distinct phosphoacceptor sites organized in two main clusters, Ser385/Ser386 and Ser396/
Ser398/Ser402/Thr404/Ser405, that each contribute to IRF3 activation through dimerization, nuclear accumulation, association with the CREB-
binding protein (CBP)/p300 coactivators, DNA binding to IFN sensitive response element (ISRE) consensus sequences and transactivation of
target genes9,10,17-19. Phosphorylation of Thr390 is also thought to contribute to virus-induced IRF3 activation20. Mass spectrometry analyses
of IRF3 have demonstrated that Ser386, Thr390, Ser396 and Ser402 residues are directly phosphorylated by the inhibitor of κB kinase ε
(IKKε)/ TANK-binding kinase 1 (TBK1) kinases9,10. Phosphorylation at the C-terminal residues is also required for termination of IRF3 activation
through polyubiquitination and proteasome-mediated degradation10. This process is also dependent on the phosphorylation at Ser339, which
is necessary for the recruitment of the propyl isomerase Pin110,11. IRF3 species containing at least phospho-Ser339/386/396 residues are
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considered hyperphosphorylated forms. The exact sequence and function of each site remains a matter of discussion 10,21. It is now clear that
activated IRF3 does not represent a homogeneous state, but that different activated species exhibiting distinct phosphorylation or dimerization
characteristics exist 10,22.

To provide a complete understanding of IRF3 activation in response to specific pathogens, it is thus necessary to characterize which of
the activated species are induced. Induction of IRF3 target genes, IFNB1 and IFIT1, has proven to provide a reliable read-out for IRF3
activation. However, monitoring expression of these genes does not distinguish between different activation states of IRF3. A comprehensive
analysis of IRF3 activation states in a particular setting relies on the detailed characterization of its phosphorylation and dimerization status10.
Unphosphorylated (form I), hypophosphorylated (form II) and hyperphosphorylated (forms III and IV) IRF3 forms6,18,23 can be successfully
resolved by reduced mobility in high-resolution SDS-PAGE analysis. Monomeric and dimeric IRF3 species can be efficiently identified by native-
PAGE analysis. These approaches are greatly improved when used in combination with phosphospecific antibodies directed against distinct
IRF3 phosphoacceptor sites.

Standard protocols allow a poor resolution of proteins that does not permit efficient separation of distinct IRF3 phosphorylated forms. Here,
we describe in detail a procedure to achieve the highest resolution to monitor the induction of distinct virus-activated IRF3 species using SDS-
PAGE coupled to native-PAGE in combination with immunoblot using total and phosphospecific antibodies. In vivo discrimination between the
different activated forms of IRF3 is performed based on their mobility shifts observed on SDS-PAGE. Additionally, IRF3 monomer and dimer can
be distinguished by non-denaturing electrophoresis. The combination of these two complementary techniques with immunoblot proves to be
an affordable and sensitive approach to acquire all the necessary information for a complete analysis of phosphorylation-mediated activation of
IRF3.

Protocol

NOTE: The protocol is described here using A549 cells infected with Sendai virus (SeV). However, the protocol for SDS-PAGE and native PAGE
also works with all human and murine cell types tested so far, particularly myeloid cells stimulated with various IRF3-activating stimuli 9,15,19,24,25.

1. Infection of A549 Cells

1. Maintain A549 cells in culture in a 15 cm plate at 37 °C/5% CO2 in 20 ml F12K/Ham medium containing 10% heat-inactivated fetal bovine
serum (HI-FBS) and 1% L-glutamine (complete F12K/Ham medium).
NOTE: All the solutions used for cell culture and treatments must be sterile.

2. At 24 hr before the infection, aspirate the medium and wash the cells with 10 ml of distilled phosphate buffered saline (D-PBS) at RT.
3. Add 1 ml of 0.25% trypsin-EDTA solution to each plate to cover the cells and incubate at 37 °C for 3 min.
4. Stop the incubation as soon as the cells start to detach from the plate by softly tapping the plate with one hand. Inactivate the trypsin by

adding 10 ml of pre-heated complete F12K/Ham medium per plate and transfer the cells to a 15 ml conical tube.
5. Centrifuge at 350 x g for 3 min at RT. Remove the supernatant and resuspend the cell pellet in 8 ml of complete F12K/Ham medium to obtain

a homogeneous single cell suspension.
6. Count the cells using a hemocytometer. Seed the cells at a density of 1 x 106 cells per 60 mm plate in 4 ml of pre-heated complete F12K/Ham

medium. Incubate for 20 - 24 hr at 37 °C/5% CO2. After 20 - 24 hr, the cells form a 90% confluent monolayer (this corresponds to 1.5 x 106

cells).
7. Remove the medium and wash the cells with 2 ml of serum-free F12K/Ham medium (SFM). Add 2 ml of fresh SFM per 60 mm plate.
8. Thaw an aliquot of Sendai virus (SeV) (stored aliquoted at -80 °C) on ice and vortex briefly.
9. Dilute the virus in pre-heated SFM to obtain 60 HAU/100 µl. Mix by pipetting up and down softly and add 100 µl of diluted virus per plate to

perform the infection at 40 HAU/106 cells. Do not add virus in the non-infected control plate.
10. Incubate the cells in the incubator at 37 °C/5% CO2. Agitate the plates by hand 3 or 4 times, or using an automatic orbital or rocking shaker

placed directly in the incubator, during the first hour of infection.
11. At 2 hr post-infection, add 2 ml of F12K/Ham medium containing 20% HI-FBS to obtain a final concentration of 10% HI-FBS.
12. Incubate the cells in the incubator at 37 °C/5% CO2 for an additional 1, 4 and 7 hr to reach total infection times of 3, 6, and 9 hr, respectively.

At each of these time points, proceed to step 2.1.

2. Preparation of Whole Cell Extracts (WCE)

1. Remove the infection medium. Harvest the cells by scraping in 1 ml of ice-cold D-PBS and transfer the cell suspension to a pre-chilled 1.5 ml
centrifuge tube.

2. Pellet the cells by centrifugation at 16,000 x g at 4 °C for 20 sec and carefully decant all traces of D-PBS.
NOTE: At this step, the cell pellet can be directly subjected to protein extraction or flash-frozen in liquid nitrogen or dry ice/ethanol bath and
stored at -80 °C until lysis.

3. Prepare the lysis buffer containing 50 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10% glycerol and 1% Nonidet P-40 in deionized water
(ddH2O). Extemporarily add protease (1 µg/ml leupeptin and 2 µg/ml aprotinin) and phosphatase inhibitors (5 mM sodium fluoride, 1 mM
activated sodium orthovanadate, 2 mM p-nitrophenyl phosphate and 10 mM β-glycerophosphate pH 7.5).
NOTE: The lysis buffer without inhibitors can be stored at 4 °C. A specific protocol for the activation of sodium orthovanadate is described in
the Table of Specific Reagents/Equipment.

4. Resuspend the cell pellet in 70 µl of lysis buffer. Typically the lysate concentration will be around 2 µg/µl.
5. Incubate on ice for 20 min. Flash-freeze the lysate by incubation in a liquid nitrogen bath for 15 sec. Thaw the lysate at RT until it is

completely melted and vortex for 10 sec. Repeat the freeze/thaw/vortex cycle 3 times.
1. Alternatively, perform the freezing step in an ethanol/dry ice bath for 1 min.
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6. Centrifuge at 16,000 x g at 4 °C for 20 min. Transfer the supernatant (corresponding to the WCE) to a new pre-chilled 1.5 ml centrifuge tube.
Keep the WCE on ice at all times.

7. Quantify proteins using any protein quantification procedure compatible with the lysis buffer such as Bradford-based protein assay26.

3. Resolution of WCE by High Resolution SDS-PAGE

1. Prepare three denaturing electrophoresis gels.
1. For the detection of IRF3 forms, pour two gels of a minimum of 16 cm length with a separation gel composed of 7.5% acrylamide/bis-

acrylamide (37.5:1), 375 mM Tris-HCl pH 8.8 (RT), 0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS), 1% ammonium persulfate and 0.1% TEMED
in ddH2O and a stacking gel composed of 4% acrylamide, 62.5 mM Tris-HCl pH 6.8 (RT), 0.05% SDS, 1% ammonium persulfate and
0.1% TEMED in ddH2O.
Caution! Acrylamide, TEMED and SDS are toxic and/or irritant. Wear protective gloves and manipulate under a fume hood.

2. For the detection of SeV proteins, pour one gel of a minimum of 8.5 cm length with characteristics similar to the gel described in 3.1.1,
except that the separation gel contains 12% acrylamide.

2. Denature the WCE obtained in step 2.6 by adding 1:4 (v/v) 5x loading buffer (125 mM Tris-HCl pH 6.8 (RT), 10% SDS, 20% (p/v) glycerol,
0.0005% bromophenol blue and 25% β-mercaptoethanol in ddH2O) followed by heating at 100 °C for 10 min. Quick spin the tubes to bring
down the condensation that forms in the cap.
Caution! β-mercaptoethanol is toxic by inhalation. Wear protective gloves and manipulate under a fume hood.

3. Mount the gels in the migration apparatus. Fill the upper and lower chambers with running buffer containing 25 mM Tris-Base, 0.1% SDS and
192 mM glycine in distilled water (dH2O).

4. Load 14 µl of molecular weight standard in one well of each 16 cm gel and 7 µl of molecular weight standard in one well of the 8.5 cm gel.
Load 30 µg of denatured WCE (prepared as described in step 3.2) per well of the two gels prepared in step 3.1.1 for IRF3 forms detection.
Load 8 - 10 µg of denatured WCE (prepared as described in step 3.2) per well on the gel prepared in step 3.1.2 for SeV analysis.

5. Run the gels at 30 mA constant current until the migration front reaches the bottom of the gel.
NOTE: Migration typically lasts approximately 3 hr for a 16 cm gel and 45 min for an 8.5 cm gel.

6. Proceed to the transfer onto nitrocellulose membranes (step 5).

4. Analysis of IRF3 Dimerization by Native-PAGE

NOTE: This method was originally described by the group of Dr. T. Fujita27.

1. Prepare the upper (-) and lower (+) chamber electrophoresis buffers. The upper chamber buffer consists of 25 mM Tris-HCl pH 8.4 (RT), 192
mM glycine and 1% sodium deoxycholate (DOC) in ddH2O. The lower chamber buffer contains 25 mM Tris-HCl pH 8.4 (RT) and 192 mM
glycine in ddH2O.
NOTE: The upper and lower chamber electrophoresis buffers can be stored at 4 °C until use. However, make sure that they are pre-warmed
to RT before performing the electrophoresis.

2. Pour a non-denaturing resolving gel of a minimum of 8.5 cm length containing 7.5% acrylamide/bis-acrylamide (37.5:1), 375 mM Tris-HCl pH
8.8 (RT), 1% ammonium persulfate and 0.1% TEMED in ddH2O.

3. Pre-run the gel at 40 mA constant current for 30 min on ice. Press the running apparatus into the ice approximately to the level of the lower
chamber electrophoresis buffer. It is important that the gel is not in the ice.

4. During pre-run, mix WCE kept on ice with 2x native-PAGE loading buffer 1:1 (v/v) containing 125 mM Tris-HCl pH 6.8 (RT), 30% glycerol and
0.1% bromophenol blue in ddH2O.

5. Load 8 - 10 µg WCE (prepared as described in step 4.4) immediately at the end of the pre-run.
6. Run the gel at 25 mA constant current on ice, as described above for the pre-run, until the migration front reaches the bottom of the gel

(approximately 40 min).

5. Immunoblot Analysis of IRF3 Species

1. Prepare the transfer buffer containing 25 mM Tris-Base and 192 mM glycine in ddH2O. Refrigerate the transfer buffer at 4 °C before use.
2. Wet three pieces of nitrocellulose membrane cut to a size slightly larger than the gels in a plastic/glass box containing the transfer buffer.

Indicate the orientation of the membrane by cutting one corner. The transfer buffer can be reused 3 times. Store the buffer at 4 °C between
uses.

3. Uncast the gels (SDS-PAGE and native-PAGE) and cut one corner of each gel for proper orientation.
1. For native-PAGE, incubate the gel at RT with gentle agitation for at least 30 min in the SDS-PAGE running buffer to remove the DOC

before transferring to the transfer buffer.

4. Incubate the gels (SDS-PAGE and native-PAGE) in the transfer buffer for 5 - 10 min.
5. Mount a transfer sandwich per gel in a transfer cassette with the membrane towards the positive electrode (foam pad/filter paper/membrane/

gel/filter paper/foam pad). Be careful to remove all the bubbles in between the layers of the sandwich.
6. Perform the transfer as recommended by the manufacturer for the transfer apparatus used.

NOTE: Perform all incubations and washes in the next steps on a rocking or orbital shaking platform.
7. At the end of the transfer time, incubate the membranes for 15 min in the fixation solution containing 7% acetic acid, 40% ethanol and 3%

glycerol in ddH2O. Wash the membranes 3x 5 min in PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10.2 mM Na2HPO4 and 1.8 mM KH2PO4 in dH2O).
Caution! Acetic acid is toxic, irritant and flammable. Wear protective gloves and manipulate under the fume hood.
NOTE: The fixation solution can be reused multiple times.

8. For the native-PAGE membrane proceed directly to step 5.11.
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9. Rinse the three SDS-PAGE membranes quickly in dH2O before incubating them for 1 min in red ponceau solution containing 6.57 mM red
ponceau and 1% acetic acid in ddH2O.
NOTE: The red ponceau solution can be reused several times.

10. Rinse the membranes in dH2O until the background is white enough to see the protein bands stained in red. Note the markers with a pencil
and cut the excess membrane around the proteins. Destain the membranes by incubation for 5 min in PBS under agitation.

11. Incubate the membranes for 1 hr at RT or O/N at 4 °C in the blocking solution (PBS containing 0.05% Tween 20 and 5% non-fat dry milk
(PBS-T-milk). Wash the membranes 3x 5 min in PBS-T.
NOTE: The PBS-T wash is optional and only strictly required when applying antibodies diluted in PBS-T containing 5% bovine serum albumin
(PBS-T-BSA) (Figure 1 and Table 1) in the next step.

12. Incubate the four membranes (from SDS-PAGE and native-PAGE) with the primary antibodies according to the sequential order detailed in
Figure 1 and Table 1. Perform 5x 5 min washes in PBS-T.

Figure 1. Sequence of Immunoblot Analyses. The schematic describes the individual SDS-PAGE and native-PAGE gels required to detect
the various IRF3 phosphorylated and monomeric/dimeric forms. The specific order of antibodies applied to the membrane resulting from each
gel in the immunoblot procedure is described. Note that the anti-actin antibodies are used first to ensure equal loading of the samples before
applying any other specific antibodies. The alternate sequence, with anti-actin antibodies being applied after the anti-phospho-IRF3 antibodies,
also works. Stripping is used between anti-actin and anti-SeV antibodies, or between anti-phospho-IRF3 and anti-IRF3 antibodies because of
overlapping size of the signals. Please click here to view a larger version of this figure.
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Primary antibodies Dilution Dilution buffer Incubation Secondary
antibodies

Comments

Anti-Actin 1/10,000 PBS-T-BSA 15 min at RT Anti-mouse Use after SDS-PAGE 
Diluted antibodyies
can be reused several
times if stored at 4 °C
in the presence of 0.02
% Sodium Azide.

Anti-IRF3-P-Ser386 1/200 PBS-T-BSA O/N at 4 °C Anti-rabbit Use after Native-
PAGE. 
It is not recommended
to reuse the diluted
antibody 

Anti-IRF3-P-Ser396 1/10,000 PBS-T-BSA O/N at 4 °C Anti-rabbit Use after SDS-PAGE. 
It is not recommended
to reuse the diluted
antibody Anti-IRF3-
P-396 is also available
from Cell Signaling.
Optimal dilution was
defined as 1/1,000 for
this antibody, but may
vary between lots.  

Anti-IRF3-P-Ser398 1/10,000 PBS-T-BSA O/N at 4 °C Anti-rabbit Use after SDS-PAGE. 
It is not recommended
to reuse the diluted
antibody 

Anti-IRF3 full length 1/7,500 PBS-T-milk 3 hr at RT Anti-rabbit Use after SDS-PAGE. 
  Anti-IRF3 full length
antibody can be used
after native-PAGE, but
it is less sensitive to
detect the monomer.
Diluted antibodies can
be reused several
times if stored at 4 °C
in the presence of 0.02
% Sodium Azide.  

Anti-IRF3-NES 0.5  μg/ml PBS-T-milk 3 hr at RT Anti-rabbit Use after Native-
PAGE. Diluted
antibodyies can be
reused several times
if stored at 4 °C in the
presence of 0.02 %
Sodium Azide.

Anti-SeV 1/14,000 PBS-T-BSA 3 hr at RT Anti-rabbit Use after SDS-PAGE.
Diluted antibodyies
can be reused several
times if stored at 4 °C
in the presence of 0.02
% Sodium Azide.

NOTE: Dilution and buffer used for HRP-coupled secondary antibodies need to be optimized as it varies from one company to the other.

Table 1. Specifications of Antibodies used in the Immunoblotting Procedure.

13. Incubate the membranes with the horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies as detailed in Figure 1 and Table 1. Wash
the membranes 5x 5 min in PBS-T, followed by 2x 5 min in PBS to fully remove traces of Tween.

14. Incubate the membranes for 1 min in a volume of enhanced chemiluminescence reagent sufficient to fully cover the membranes. Dry the
membranes using filter paper.

15. Place the membranes in a luminescent image analyzer to visualize the immunoreactive bands.
1. Alternatively, perform the detection of immunoreactive bands using sensitive X-Ray films.

16. Wash the membranes 3x 5 min in PBS.
NOTE: At this step the membranes can be kept dry. However, if further stripping is required, it is better to perform the stripping before drying
the membrane. Membranes can also be stored for short-term in PBS.

17. For the membranes that do not require stripping between incubation with antibodies (see Figure 1) proceed directly to step 5.20.
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18. When stripping is required between antibodies (see Figure 1), incubate the membranes in pre-warmed stripping solution containing 2% SDS,
62.5 mM Tris-HCl pH 6.8 (RT) and 0.7% β-mercaptoethanol in ddH2O at 50 °C for 20 min under regular agitation. Wash the membranes 3x 5
min in PBS.
NOTE: Agitation during the stripping procedure is key. Stripping can be performed in a hybridization oven. Alternatively, stripping can be
performed using membranes sealed in plastic bags and immersed in a water bath. In this case, it is important to agitate the membranes 4 - 5
times during the incubation.

19. Incubate the membranes for 1 hr at RT or O/N at 4 °C in PBS-T-milk.
20. Repeat steps 5.12 to 5.16 according to Figure 1.

Representative Results

Figure 2 shows a typical immunoblot image of IRF3 detected with IRF3 total antibodies and IRF3-phosphospecific antibodies against Ser396
and Ser398 after resolution of WCE by high-resolution SDS-PAGE. In unstimulated A549 cells, IRF3 is detected as two bands at 50 and 53 kDa
on the SDS-PAGE corresponding to the non-phosphorylated (form I) and the hypophosphorylated (form II) species of IRF3. Exposure of A549
cells to SeV for 3 - 9 hr results in a time-dependent shift to slowly migrating hyperphosphorylated forms III and IV, which are well distinguished
from the forms I and II. The hyperphosphorylated bands migrate at 55-57 kDa. The forms III and IV are also specifically immunodetected using
the phosphospecific antibodies against Ser396 and Ser398. The immunodetection of actin serves as a control of equal loading between the
lanes. A control of SeV infection is shown by the accumulation of the virus nucleocapsid protein (N), which migrates at 60 kDa.

In Figure 3, the profile of detection of IRF3 obtained from WCE resolved by native-PAGE followed by immunoblot using anti-IRF3-NES
antibodies and phosphospecific antibodies against Ser386 is shown. In unstimulated A549 cells, IRF3 is detected as a single band
corresponding to the monomeric form. Upon infection with SeV for 3 - 9 hr, the levels of IRF3 monomer decrease with a concomitant
accumulation of a slowly migrating band that corresponds to the dimeric form of IRF3. The phosphospecific antibodies against Ser386 only
detect IRF3 dimer species.

Figure 2. Detection of Distinct IRF3 Phosphorylated Species (form I-IV) Induced by SeV Infection in A549 Cells. A549 cells were left
uninfected or infected with SeV for the indicated times. WCE were analysed by high-resolution SDS-PAGE followed by immunoblot (IB) using
anti-IRF3-Ser396 (IRF-3-P-Ser396) and anti-IRF3-Ser398 (IRF-3-P-Ser398) phosphospecific antibodies and anti-IRF3 full length protein
antibodies. The infection was monitored using anti-SeV antibodies (the nucleocapsid N protein is shown). Anti-actin antibodies were used as a
loading control. Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 3. Monitoring of Phosphorylated/dimerized IRF3 Induction by SeV in A549 Cells. A549 cells were left uninfected or infected with
SeV for the indicated times. WCE were resolved by native-PAGE and revealed by immunoblot using anti-IRF3-Ser386 (IRF-3-P-Ser386)
phosphospecific antibodies and anti-IRF3-NES antibodies. Please click here to view a larger version of this figure.

Discussion

The protocol we describe here consists of a combination of high-resolution SDS-PAGE and native-PAGE coupled to the use of several
phosphospecific antibodies to distinguish the monomeric/dimeric and phosphoforms I-IV of IRF3. Appropriate detection of these IRF3 species is
essential to fully characterize IRF3 activation in a specific setting. For instance, LPS stimulation of activated macrophages leads to the formation
of dimeric, Ser396/398 phosphorylated IRF3 that exhibits a hypophosphorylated (form II), but not hyperphosphorylated (form III and IV), pattern
in SDS-PAGE15. Using the described protocol, this profile can be distinguished from virus-induced hyperphosphorylated forms that require
additional Ser339 phosphorylation in addition to Ser386 and Ser396 phosphorylation10. Importantly, this also allows discriminating between
Ser396 phosphorylated species that do not exhibit dimerization, but are transcriptionally active10. Importantly, it needs to be noted that the form
I-IV pattern of IRF3 phosphoforms applied to human IRF3. Murine IRF3 does not exhibit a similar pattern and therefore activation of IRF3 is
characterized only by the use of phosphospecific antibodies in immunoblot after SDS-PAGE and by native-PAGE.

The achievement of a high resolution separation of the distinct phosphorylated species of IRF3 by SDS-PAGE requires specific parameters.
For appropriate resolution, it is very important to use gels that have a minimum length of 16 cm. Even with this length of separation gel, it is
key to let the migration front reach the bottom of the gel to obtain an appropriate separation of the different IRF3 forms. Also, the stacking gel
must extend to a minimum of 1 cm below the comb to obtain well-defined bands. This is important, as the hyperphosphorylated forms of IRF3
migrate very close to one another. Poorly focused bands will result in lack of distinction between phosphorylated forms impairing their respective
quantification. Additionally, the concentration of ammonium persulfate and TEMED vary from one SDS-PAGE protocol to another. Variation in
these concentrations from the ones indicated here was found to significantly impair the resolution in the separation of the IRF3 species.

Detection of IRF3 dimer formation through the native-PAGE was originally described by the group of Dr. T. Fujita. This protocol uses buffer
containing DOC that allows the dissociation of the IRF3 dimer from CBP/p30027. It is highly recommended to proceed to native-PAGE
immediately after cell lysis as storage of the WCE at -80 °C was found to result in a significant alteration of the IRF3 monomer/dimer ratio.
Additionally, it is very important that the pH of the upper and lower chamber buffers is adjusted to pH 8.4 at RT, and not at 4 °C, after mixing
all components to achieve proper separation of the monomer vs dimer. A separation gel with a minimum length of 8.5 cm allows appropriate
separation of IRF3 monomer and dimer. The ideal volume of sample plus loading buffer is around 8 µl for a 5 mm well as the resolution is better
when the volume is kept to a minimum. Thus, it is important to use the lowest volume of lysis buffer to obtain WCE with a high concentration.
However, it should be taken into account that efficient protein extraction requires lysis in at least 5x the volume of the cell pellet. If the volume
of the samples exceeds the limit indicated above, this would result in poor resolution of the monomer/dimer. This can be solved by adding a
stacking gel containing 4% acrylamide, 62.5 mM Tris-HCl pH 6.8 (RT), 1% ammonium persulfate and 0.1% TEMED in ddH2O. It is very important
to load the samples without disturbing banding. Loading slowly with a gel-loading tip close to the bottom of the well gives very good results.

Here, we describe the in vivo detection of phosphorylation at specific residues using currently available phosphospecific antibodies against
Ser3869, Ser39619 and Ser39815. The use of IRF3 mutants and mass spectrometry analyses have confirmed that these residues are
phosphorylated upon virus infection or overexpression of IKKε/TBK1 kinases and are critical for IRF3 activation6,9,10,19,21. The immunodetection
of phospho-Ser396, phospho-Ser398 and total IRF3 after SDS-PAGE requires the use of two identical gels (Figure 1). Indeed, significant loss
of sensitivity is observed when phosphospecific antibodies are used after the stripping of the membrane. Therefore, it is highly recommended
to use phosphospecific antibodies first. Note that alternative primary and secondary antibodies may also work, but the specific dilutions and
sequence of usage should be optimized. For IRF3 analysis, 30 µg of WCE is appropriate to obtain a significant detection of IRF3 phosphorylation
by immunoblot using the indicated antibodies when using 4 mm width wells. Although in many cell types infected with various viruses 30 µg was
found to be appropriate, this amount might need to be increased depending on cell type and stimulation. It is preferable to use fresh extracts
for SDS-PAGE, but the detection of IRF3 phosphorylation using the phosphospecific antibodies described in this paper is stable enough to
allow a round of storage of the WCE at -80 °C before analysis. The concentrations of phosphatase inhibitors described here were found to be
sufficient when using A549 cells. Higher concentrations were not found to yield better results. However, these concentrations might need to be
increased when studying IRF3 activation in cell types that exhibit higher phosphatase activity levels. Importantly, the phosphorylation of IRF3
and the underlying mechanisms are still far from being understood. Therefore, a full panel of Ser/Thr- and Tyr-phosphatase inhibitors is used to
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block possible yet uncharacterized activities that could affect the detection of IRF3 phosphorylation, dimerization and degradation. For detection
of IRF3 monomer and dimer after most virus infections and in most cell types, 8 - 10 µg WCE was found to be sufficient. However, higher
amount of proteins might be required for stimulation activating IRF3 less efficiently. The phosphospecific antibodies against Ser386 used in this
study are recommended to be used in native-PAGE as the sensitivity in denaturing SDS-PAGE is very weak. Moreover, the phosphorylation
at Ser386 is proposed to correlate with the dimeric form of IRF39, thus making the use of these antibodies in native-PAGE an appropriate
strategy to confirm this concept in a specific setting. Of note, alternative antibodies are available from various companies and are claimed to
efficiently detect phospho-Ser386 after SDS-PAGE. Phosphospecific antibodies against Ser396 have also been efficiently used to detect IRF3
phosphorylation after native-PAGE20. Importantly, Ser402 in the C-terminal cluster of phosphoacceptor sites was also found to be important
for IRF3 activation and the phosphorylation of Ser402 was observed through mass spectrometry analysis of IKKε/TBK1-phosphorylated
IRF310,21,28. However, despite two different attempts (NG, unpublished), no phosphospecific antibodies are currently available to follow the
phosphorylation of this specific residue in vivo. Note that phosphospecific antibodies against Thr157 and Ser339 have also been described11,13.
These additional phosphospecific antibodies could be used in a procedure of high-resolution SDS-PAGE similar to the one described here. In this
case, additional large SDS-PAGE gels would be required for each antibody and processed the same way as gel #2 (Figure 1). To our knowledge
no phosphospecific antibodies against Ser173 or Thr390 have yet been described, but they could be easily added to the protocol described here
once they become available14,20.

IRF3 activity is terminated by proteasome-mediated degradation of hyperphosphorylated forms11,17. The protocol described here also permits
the monitoring of IRF3 degradation when the kinetic of stimulation is prolonged and is coupled to the use of proteasome inhibitors (MG132,
lactacystin or bortezomid). Typically, in A549 cells infected with SeV at 40 HAU/106 cells, IRF3 phosphorylation starts as soon as 2 hr post-SeV
infection and IRF3 degradation starts after 12 hr. Proteasome-mediated degradation will be concluded from the observed diminution of forms III
and IV levels at late time points that is reversed in conditions with proteasome inhibitors. This will also translate on native-PAGE in a diminution
of IRF3 dimer levels that are recovered upon proteasome inhibitor treatment29. Importantly, the high-resolution technique presented here allows
differentiating between the degradation process and a lack of activation. Indeed, both degradation and lack of activation of IRF3 result in the
absence of detection of dimer/phospho-Ser386/396. However, lack of activation is associated with the detection of IRF3 monomer and of forms I
and II, while these IRF3 species are not detected when IRF3 is degraded30.

Immunoprecipitation coupled with mass spectrometry-based analysis is a method of choice to detect the in vivo phosphorylation of IRF3
at distinct sites. This technique was used to confirm the phosphorylation of IRF3 at Ser173, Ser175, Ser386, Thr390, Ser396 and Ser402
residues10,20,21. However, mass spectrometry is not yet an affordable/benchside technique that can be easily used for daily analysis of IRF3
activation following several stimulations at different time points. Therefore, the procedure described here using SDS-PAGE coupled to native-
PAGE in combination with immunoblot using total and phosphospecific antibodies constitutes a practical, affordable and sensitive approach to
detect all currently defined forms of actived IRF3.
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Cet article décrit l'implication des « Apoptotic exosomes like vesicules » (ApoExo) 

dans le mécanisme auto-immun induit par les lésions d'ischémie-reperfusion après une 

transplantation rénale et causant le rejet d'organes. Ma contribution à cet article consiste à 

l'exécution et l'analyse de l'expérience de quantification de 36 cytokines basée sur la 

technologie Luminex xMAP sur le sérum de souris injectées avec des ApoExo, des corps 

apoptotiques ou un véhicule. Cette expérience a permis d'identifier la voie de signalisation qui 

contrôle l'activité auto-immune des ApoExo. 
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Abstract 

Ischemia-reperfusion injury (IRI) is an important trigger for the production of 

autoantibodies which can in turn aggravate tissue damage. The mechanisms controlling IRI-

induced autoantibody production remain ill defined. Apoptosis of vascular cells leads to the 

release of apoptotic exosome like vesicles (ApoExo), a novel type of membrane vesicle 

characterized by expression of active 20S proteasome core complex. Here, we show a 

significant correlation between the release of ApoExo by human kidneys and degree of 

ischemia. To explore the autoimmune mechanisms triggered by ApoExo, we studied the 

activity of murine endothelial ApoExo injected to naïve mice or mice transplanted with an 

allogeneic aortic graft.  ApoExos trigger activation of the IL-17 axis and autoantibody 

formation in naïve and transplanted mice. In the latter, ApoExo aggravate rejection and induce 

the formation of tertiary lymphoid structures around vascular allografts. We also identify 

gamma delta T cells as a pivotal sensor of ApoExo proteasome activity, which in turn leads to 

the formation of tertiary lymphoid structures. Use of gamma delta deficient mice or inhibition 

of proteasome activity of ApoExo with bortezomib both significantly reduced allograft IL-17 

overexpression, tertiary lymphoid structure formation and autoantibody production. These 

results provide novel insights into the mechanisms of autoimmunity triggered by IRI and 

identify proteasome activity within ApoExo as a novel potential target of intervention.  



 

 

 


