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Résumé 

Étude des rôles de la voie antioxydante Nrf2 et la voie anti-inflammatoire 

PPARγ dans le contrôle de l’inflammation lors d’infections sévères par l’influenza 

 

Par 

Hussein Traboulsi 

Programme de Pharmacologie 

 

Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 

du diplôme de Philosophiae Doctor (Ph.D.) en Pharmacologiie, Faculté de médecine et des 

sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 

 Chaque année, la grippe provoque des centaines de milliers de décès dans le monde. 

Dans le cas d’infections sévères, il a été démontré que la génération excessive de molécules 

inflammatoires telles que les cytokines et les chimiokines, la sécrétion d’espèces réactives 

dérivées de l'oxygène ainsi que l’afflux massif de cellules immunitaires innées et 

adaptatives dans les voies respiratoires contribuent à la génération de dommages 

pulmonaires aigus et contribuent à l'immunopathologie reliée à l’infection. Tenant compte 

de ce fait, le défi actuel dans le traitement de la grippe est de contrôler la réponse 

inflammatoire tout en inhibant la réplication virale afin de permettre à l'organisme de se 

défendre contre les infections sévères à l'influenza. Des études récentes ont montré que 

l’activation du récepteur nucléaire PPARγ par ses ligands, tel que la 15d-PGJ2, diminuait 

l’inflammation pulmonaire et améliorait la survie des souris infectées avec des doses létales 

du virus influenza. Mis à part ses effets sur PPARγ, le ligand 15d-PGJ2 est aussi connu 

pour activer le facteur nucléaire antioxydant Nrf2. Il a été montré que Nrf2 réduit la 

réplication du virus influenza. Cependant, son mode d'action dans cette fonction nécessite 

une clarification. De manière intéressante, une étude a montré que Nrf2 réduit 

l’inflammation pulmonaire en régulant l’expression de PPARγ et ceci dans un modèle 

murin du syndrome de détresse respiratoire aigu. Les résultats de ces études précédentes 

mènent à l’hypothèse que les voies de PPARγ et Nrf2 interagissent fonctionnellement et 

qu'elles sont impliquées dans la réduction de l’inflammation induite lors d'infections 

sévères causées par l'influenza. L’objectif général de cette étude est donc de mieux 

comprendre les mécanismes protecteurs de PPARγ et Nrf2 dans la régulation de 

l’inflammation et la réplication virale suite à une infection par le virus influenza. Nos 

résultats ont démontré premièrement que le fait de cibler les deux voies moléculaires 

PPARγ et Nrf2, permet une inhibition significative de l’inflammation et de la morbidité liée 

à l’infection. Dans un deuxième temps, nos résultats dévoilent le mécanisme antiviral de 

Nrf2 et démontrent que l’activation de cette voie réduit la réplication du virus influenza 

d’une facon dépendante de l’expression de l’antiprotéase SLPI.  

Mots clés: Influenza, inflammation, immunopathologie, antiviral, antioxydant, anti-

inflammatoire, Nrf2, PPARγ.  
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Introduction 

1. Virus influenza  

1.1. Description 

La grippe est une maladie infectieuse causée par le virus influenza. Chez l’homme, cette 

infection des voies respiratoires supérieures cause un ensemble de symptômes tels que la 

fièvre, les frissons, les douleurs musculaires et articulaires, la toux, le mal de gorge, la 

fatigue, le mal de tête, l'écoulement nasal et la congestion nasale (Eccles, 2005). Selon 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), l’infection par le virus influenza cause 

annuellement trois à cinq millions de cas d’infections graves, dont 250 000 à 500 000 décès 

dans le monde. À ceci, il faut ajouter les pandémies grippales qui sont plus meurtrières et 

susceptibles de survenir plusieurs fois par siècle lors de l'émergence de nouvelles souches 

virales hautement contagieuses (Kreijtz et al., 2011). Les virus influenza appartiennent à la 

famille des Orthomyxoviridae. Ce sont des virus enveloppés dont le génome est constitué 

de 8 segments d’ARN simple brin de sens négatifs (ARN-). Ces 8 segments encodent au 

moins 16 protéines dont certaines n’ont été découvertes que tout récemment (Szewczyk et 

al., 2014). Selon la taille du génome et la nature des protéines de la matrice et de la surface, 

les virus influenza sont divisés en quatre genres: A, B, C et D. Les virus influenza A sont, 

en outre, classés en fonction de la nature de leurs glycoprotéines de surface telles que 

l’hémagglutinine (HA) et la neuraminidase (NA) (Sun et al., 2013). La nomenclature 

complète des virus influenza est la suivante: le genre (A), l’hôte d'origine (sauf s'il s'agit 

d'une souche humaine), le lieu géographique, le numéro de la souche, l’année de son 

isolement suivie de la description des sous-types antigéniques de HA et NA (par exemple, 

A/Puerto Rico/8/1934/H1N1) (Nelson et Holmes, 2007). Les virus influenza de types A et 

B causent la majorité des infections humaines, mais le type A est celui qui est responsable 

généralement des cas d'infections sévères et cause périodiquement des pandémies plus 

mortelles chez l’homme. Jusqu'à présent, seulement trois sous-types HA (H1, H2 et H3) et 

deux sous-types NA (N1 et N2) sont reconnus pour causer des épidémies humaines, 

caractérisées par une capacité accrue du virus à se transmettre d'une personne à une autre 

(Li et al., 2015). 

  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Pand%C3%A9mie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Souche_(biologie)
http://www.uniprot.org/taxonomy/211044
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1.2. Structure du virus  

Les virus influenza sont des particules sphériques de l'ordre de 100 nm de diamètre 

enveloppées par une membrane lipidique qui est dérivée entièrement de celle de la cellule 

hôte préalablement infectée. Les virus de type A possèdent trois protéines 

transmembranaires (HA, NA et M2) intégrées dans l’enveloppe virale (Figure 1) (Bouvier 

et Palese, 2008). Le virus influenza B possède quatre protéines dans son enveloppe (HA, 

NA, NB et BM2). Le virus C a pour sa part seulement deux glycoprotéines à sa surface, 

soit l'hémagglutinine-estérase (HEF pour hemagglutinin-esterase-fusion) agissant comme 

HA et NA des virus A et B, et, la seconde protéine, CM2, qui semble avoir une 

perméabilité aux ions, comme M2 et BM2 (Maeda et al., 2003). À l’intérieur du virus, des 

complexes protéines-ARN appelés ribonucléoprotéines virales (vRNPs) sont attachés à 

l’enveloppe via la protéine de la matrice M1 (Bouvier et Palese, 2008). Les vRNPs des 

virus d’influenza A et B comportent chacun huit segments simple brin d’ARN viral de sens 

négatif (ARN-) numérotés par ordre décroissant de leurs tailles (Bouvier et Palese, 2008; 

Maeda et al., 2003). Les segments 1, 2, 3, 4, 5 et 6 encodent pour une seule protéine par 

segment, soit PB2, PB1 (pour polymerase basic 1 et 2), PA (pour polymerase acidic), HA, 

NP et NA respectivement (Chen et al., 2001) (Figure 1). Chez certaines souches 

pandémiques d'influenza A, le segment 2 est dans un cadre de lecture alternatif de +1 

encodant également la protéine PB1-F2. Jusqu'à présent, aucun analogue de PB1-F2 n'a été 

identifié chez les souches d'influenza B ou C (Bouvier et Palese, 2008; Conenello et Palese, 

2007; Chakrabarti et Pasricha, 2013). Le segment 7 code pour la protéine de la matrice M1 

(Bouvier et Palese, 2008). Le canal ionique M2 des virus A est aussi exprimé à partir du 

segment 7 par épissage alternatif de l'ARNm (Lamb et al., 1981). Quant aux virus B, BM2 

est également encodé par le segment 7 mais dans le cadre de lecture alternatif de +2 

(Briedis et al., 1982; Horvath et al., 1990). Enfin, le segment 8 permet l’expression de la 

protéine non structurale 1 (NS1) (Kochs et al., 2007; Garcia-Sastre, 2001). Par épissage 

alternatif de l'ARNm, ce dernier segment code également pour la protéine NEP (pour 

nuclear export protein; aussi nommée NS2) (Briedis et Lamb, 1982). Enfin, le virus 

influenza D est un nouveau pathogène ayant les bovins comme son hôte primaire. 

Toutefois, l'épidémiologie et la pathogénicité de ce virus ne sont pas encore connus 

(Sreenivasan et al., 2015)  
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Figure 1: Structure du virus influenza A. Représentation générale permettant 

l’identification des différentes protéines et des ribonucléoprotéines virales. Les protéines 

HA, NA et M2 sont à la surface du virus tandis que les protéines internes NP, PA, PB1 et 

PB2 sont associées à l’ARN viral simple brin sens négatif pour former les vRNPs liées à la 

membrane virale par la protéine interne M1. Adaptée de (Bui et al., 1996).  

 

1.3. Rôle des composants protéiques du virus influenza  

1.3.1. L’hémagglutinine HA 

HA est une glycoprotéine présente à la surface des virus influenza sous forme d’un 

homotrimère. Elle est composée de 2 sous-unités liées par un pont disulfure. Son nom 

provient de la capacité de la protéine à agglomérer ou agglutiner les globules rouges 

(érythrocytes) (Worch, 2014). Jusqu'à maintenant, il existe au moins 18 types distincts de 

HA pour les virus de type A classés selon leurs différences antigéniques (Wu et al., 2014). 

HA joue plusieurs rôles importants durant le cycle de réplication virale. Elle est 

responsable de l’attachement du virus aux acides sialiques présents à la surface des cellules 

épithéliales du système respiratoire. Elle est impliquée dans la fusion de l'enveloppe virale 

avec la membrane de l'endosome de façon dépendante d’un pH acide. HA initie également 

le bourgeonnement au niveau de la membrane plasmique, une étape qui précède le 

relâchement des nouveaux virions (Lu et al., 2013; Beaulieu et al., 2013; Rossman et Lamb, 

2011).  

 

En ce qui concerne l'attachement des virus à la surface des cellules de l'épithélium 

respiratoire, HA se lie aux acides sialiques se trouvant à la membrane de ces cellules (Lu et 

al., 2013). L'acide sialique est un monosaccharide de 11 carbones, dont les plus fréquents 
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retrouvés chez les mammifères sont les acides N-acétylneuraminique (Neu5Ac) et N-

glycolylneuraminique (Neu5Gc), tous les deux reconnus par HA des virus influenza 

(Figure 2). En plus de permettre l'attachement du virus, l'acide sialique est impliqué dans 

les interactions cellulaires et dans la protection des protéines contre leur dégradation 

(Khatua et al., 2013; Sun et Whittaker, 2013). À la surface cellulaire, l’acide sialique est 

attaché à la partie N-terminale d’un oligosaccharide lié à une glycoprotéine ou un 

glycolipide transmembranaire. Il se retrouve fréquemment lié, au niveau de son deuxième 

carbone, à une molécule de galactose. Cette liaison peut se faire au niveau du groupement 

hydroxyle 3 ou 6 du galactose, donnant ainsi la nomenclature de l’acide sialique (α-2,3) ou 

(α-2,6)-N-acétyl galactosamine (ou N-acétylneuraminique) (Sun et Whittaker, 2013). 

L'hémagglutinine des souches d'influenza d'origine humaine se fixe préférentiellement aux 

acides sialiques α-2,6 (SAα2,6Gal), soit la forme majoritaire retrouvée au niveau des 

cellules épithéliales respiratoires humaines. Celle des virus aviaires préfère davantage se 

lier aux acides sialiques α-2,3 (SAα2,3Gal), présents au niveau du tractus gastro-intestinal 

des oiseaux (Ocana-Macchi et al., 2009). Chez l’homme, les SAα2,6Gal sont abondamment 

exprimés dans l’épithélium du tractus respiratoire supérieur et sur les cellules épithéliales 

non ciliées, alors que les SAα2,3Gal sont principalement retrouvés dans le tractus 

respiratoire inférieur et sur les cellules ciliées. Ces dernières représentent donc une cible 

pour les virus aviaires lorsqu'ils infectent l'homme, rehaussant ainsi les craintes d'une 

éventuelle pandémie de grippe aviaire (H5N1) (Fukuyama et Kawaoka, 2011) (Figure 2). Il 

est utile de noter que les virus de type H17 et H18 ne se lient pas aux récepteurs canoniques 

des acides sialiques et que leurs modes d’attachement ne sont pas bien connus pour 

l’instant (Sun et al., 2013).  
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Figure 2: Structure de l’acide sialique SA. Aussi nommé acide N-acétylneuraminique 

(NANA), il représente le récepteur pour l'hémagglutinine des virus influenza. Il est associé 

à une chaîne glucidique présente à la surface de la membrane cellulaire. Il peut être lié au 

galactose de la chaîne glucidique par une liaison α-2,3 ou α-2,6. Au niveau des cellules des 

voies respiratoires supérieures, c’est la liaison α-2,6 qui est dominante et lie les virus 

influenza humains. Au niveau des cellules du système respiratoire inférieur (bronchioles), 

c’est la liaison α2-3 qui est dominante et peut lier les virus aviaires. Adaptée de (De Clercq, 

2006). 

 

En ce qui concerne le second rôle de HA, celle-ci permet la fusion de la membrane virale 

avec celle de l’endosome lorsque le pH atteint 6.0 durant le cycle de réplication du virus. 

Pour se faire, HA doit être clivée par des protéases exprimées par la cellule hôte. Le clivage 

du précurseur HA0 se produit à l’extérieur ou à l’intérieur de la cellule, libérant ainsi les 2 

sous-unités HA1 et HA2 (Beaulieu et al., 2013). La sous-unité HA1 contient le site de 

liaison à l'acide sialique. L’extrémité N terminale de HA2, constituée d'environ 14 acides 

aminés hydrophobes, est nommée peptide de fusion qui est responsable de la fusion des 2 

membranes (Bouvier et Palese, 2008). Pour la plupart des sous-types de HA, la séquence 

consensus au niveau du site de clivage contient un résidu d'arginine (R) spécifique. Ce site 

de clivage des virus influenza A faiblement pathogènes possèdent une seule arginine et 
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rarement une seule lysine ce qui est reconnu par des protéases de type protéases à sérine 

(Fukuyama et Kawaoka, 2011). Ces dernières sont présentes dans un nombre restreint de 

tissus tels que le système respiratoire et le tractus intestinal, limitant ainsi la propagation du 

virus à ces organes. Parmi les premières protéases identifiées comme étant capables de 

cliver HA in vitro se retrouvent la plasmine et la tryptase Clara (Tashiro, 1997). Les 

protéases à sérines transmembranaires de Type II (TTSPs pour type II transmembrane 

serine proteases) sont aussi maintenant connues pour leur rôle dans l’activation de HA à la 

surface cellulaire et supportent la réplication virale au niveau du système respiratoire. Dans 

cette famille de protéases, HAT (pour human airway trypsin-like protease; aussi nommée 

TMPRSS11D), TMPRSS2, TMPRSS4 et TMPRSS13 (pour transmembrane protease, 

serine 2, 4 et 13 respectivement) ainsi que la matriptase ont été identifiés comme étant 

capable de cliver HA (Bottcher-Friebertshauser et al., 2013; Zmora et al., 2015; Ohler et 

Becker-Pauly, 2012; Baron et al., 2013; Okumura et al., 2010; Beaulieu et al., 2013). Des 

analyses par microscopie en immunofluorescence de TMPRSS2 et HAT ont démontré 

qu’elles sont exprimées à la surface de la cellule. Cependant, TMPRSS2, contrairement à 

HAT, s’accumule dans l'appareil de Golgi et colocalise avec la furine (Bottcher-

Friebertshauser et al., 2010). Ceci suggère donc que le clivage du virus peut se faire dans 

l'appareil de Golgi avec TMPRSS2 ou la furine, ou à la membrane plasmique par 

TMPRSS2 ou la HAT (Fukuyama et Kawaoka, 2011). 

 

1.3.2. La neuraminidase NA 

NA est une glycoprotéine homotétramérique à la surface du virus influenza. Elle appartient 

à la classe des glycosides-hydrolases et clive la liaison glycosidique entre l’acide sialique et 

le galactose. Ceci permet de détacher l'hémagglutinine de son récepteur. (Colman et al., 

1983). Pour les virus de type A, 9 types distincts de NA ont été identifiés jusqu'à présent 

selon leurs différences antigéniques (Hu et al., 2015). NA, comme HA, reconnaît aussi 

l’acide sialique à la membrane plasmique de la cellule hôte. NA permet cependant le 

relâchement des virions à la fin du cycle de réplication virale, contribuant donc à la 

mobilité des particules virales dans le mucus présent dans les voies respiratoires. NA joue 

également un rôle avec HA dans l’initiation du bourgeonnement des virions (Bouvier et 

Palese, 2008). La neuraminidase est la cible des principaux antiviraux disponibles sur le 
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marché. En effet, depuis 2010, les inhibiteurs de la neuraminidase composent la seule 

classe d'antiviraux recommandés par l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) pour le 

traitement des infections par les virus influenza A et B (Pizzorno et al., 2011; Samson et al., 

2013). 

 

1.3.3. Autres protéines virales 

En plus de glycoprotéines de surface (HA et NA), l'enveloppe virale est constituée de deux 

protéines de matrice. La première, M1, permet l'encapsidation de vRNPs dans l'enveloppe 

de la membrane virale et participe à l’exportation nucléaire (Akarsu et al., 2003). La 

protéine de matrice M2 est un canal ionique transmembranaire retrouvé sous forme 

d’homotétramères (Bouvier et Palese, 2008). Après l’endocytose du virus, le canal M2 est 

activé par le faible pH de l’endosome. À ce stade, M2 transporte les protons vers l’intérieur 

du virus. Ceci permet d’interrompre l’interaction entre M1 et les vRNPs. Cette étape est 

nécessaire pour la libération du génome viral (Schnell et Chou, 2008; Pielak et Chou, 

2011).  

 

À l’intérieur du virus, le complexe de polymérases virales formé de PA, PB1 et PB2 est 

responsable à la fois de la transcription et la réplication permettant la synthèse de l’ARN 

virale en catalysant l'addition séquentielle de nucléotides au cours de l’élongation de l’ARN 

(Biswas et Nayak, 1994). La protéine NP est un partenaire du complexe de la réplication et 

la transcription. Cette protéine est retrouvée sous forme d’homotétramères ou 

d’homotrimères selon le type du virus (Ye et al., 2006; Ng et al., 2008; Ng et al., 2012). 

Elle participe à l’architecture des vRNPs en recouvrant et protégeant les huit segments 

d’ARN.  

NS1, une autre protéine du virus, ne possède pas d'activité enzymatique mais peut toutefois 

inhiber la réponse antivirale en affectant négativement la production d'interférons (IFNs) de 

type I par les cellules infectées (Krug, 2015).  

 

Ensuite, la protéine NEP est impliquée dans le processus d’exportation nucléaire en 

s’interagissant en même temps avec les vRNPs et la machinerie d'export nucléaire de la 

cellule hôte (Bouvier et Palese, 2008). Ce rôle de NEP est assuré par la présence d'un motif 
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d’exportation nucléaire NES (pour nuclear export sequence) qui se trouve dans sa région 

N-terminale.  

 

Pour terminer, la protéine virale PB1-F2 (pour polymerase basic 1-frame 2) a été 

découverte en 2001 dans la souche virale A/Puerto Rico/8/34 (H1N1). Elle est exprimée 

dans certaines souches virales du genre A, tandis qu’elle est absente dans les virus B et C 

(Bouvier et Palese, 2008). Bien que PB1-F2 ne soit pas essentielle pour la réplication virale 

in vitro, au moins trois fonctions lui ont été attribuées. Tous d’abord, elle induit directement 

ou indirectement l'apoptose des cellules immunitaires telles que les lymphocytes et les 

macrophages alvéolaires. Deuxièmement, PB1-F2 peut améliorer l'activité du complexe de 

polymérases virales en retenant la polymérase PB1 dans le noyau durant la réplication 

virale. Finalement, PB1-F2 peut déréguler ou exacerber la réponse inflammatoire innée 

suite à l’infection, ce qui diminuera l’élimination du virus (Conenello et Palese, 2007; 

Chakrabarti et Pasricha, 2013).  

 

1.4. Cycle de réplication du virus influenza 

Tout d’abord, l’hémagglutinine du virus influenza s’attache à l’acide sialique se trouvant à 

la surface des cellules épithéliales du système respiratoire (étape 1: attachement) (Figure 

3). Ensuite, le virus pénètre dans la cellule par endocytose. Cette étape se produit par 

différentes voies telles que la voie dépendante de la clathrine, la voie dépendante de la 

cavéoline et la voie indépendante de la clathrine et de la cavéoline (Bouvier et Palese, 

2008). Une fois dans l’endosome, des voies de signalisation impliquant PI3K et ERK 1/2 

(pour Extracellular signal-regulated kinases1/2) sont initiées. Elles vont permettre 

l’activation des pompes V-ATPase causant l'acidification des endosomes (étape 2: 

internalisation et acidification endosomale) (Marjuki et al., 2011). L’acidification permet la 

maturation de l’endosome et son transport dans la cellule. Elle est aussi impliquée dans la 

fusion entre l’enveloppe virale et la membrane endosomale. Cette fusion n’est possible 

qu’après le clivage du précurseur HA0 de l’hémagglutinine par des protéases de l'hôte 

permettant la libération de la sous-unité qui contient le peptide de fusion. Ce clivage peut 

être soit intracellulaire, à la surface de la cellule ou bien extracellulaire (Beaulieu et al., 

2013). Il peut également avoir lieu pendant l’entrée des virus dans les cellules infectées ou 



9 
 

 
 

après libération des nouveaux virions à la fin du cycle de réplication (étape 3: changement 

de conformation de HA et fusion membranaire) (Beaulieu et al., 2013). Par la suite, le canal 

ionique M2 permet l’entrée des protons à l’intérieur du virus, ce qui permet la libération 

des vRNPs dans le cytoplasme (étape 4: relâchement du génome viral) (Pielak et Chou, 

2011). Afin de répliquer et transcrire les ARNs viraux, les vRNPs sont transportés vers le 

noyau sous le contrôle des signaux NLS présents dans les protéines NP (étape 5: entrée au 

noyau). Une fois dans le noyau, l’ARN viral est répliqué pour donner une copie d’ARN de 

polarité positive ARN+ servant de matrice pour la synthèse d’un grand nombre de copies 

d’ARN-. Ces derniers constitueront le génome des nouveaux virions. En parallèle, la 

transcription de l’ARN virale est initiée pour donner des ARNm possédant une coiffe en 5’ 

et une queue polyA en 3’ (Chenavas et al., 2013). (étapes 6 et 7: réplication virale et 

synthèse protéique). Une fois synthétisées par les ribosomes, les protéines virales 

nécessaires pour la formation de nouveaux vRNPs (PA, PB1, PB2 et NP) sont importées 

vers le noyau. Les nouveaux vRNPS formés sont ensuite exportés vers le cytoplasme grâce 

aux protéines NEP et M1 qui interagissent avec la machinerie d’exportation (ex: protéine 

CRM1). Pour leur part, HA et NA subissent des modifications post-traductionnelles dans le 

réticulum endoplasmique (RE) et continuent leurs maturations dans l’appareil de Golgi. HA 

et NA sont finalement transportées avec M2, vers les radeaux lipidiques de la membrane 

plasmique apicale de la cellule. Après leurs assemblages dans le noyau, les vRNPs sont 

maintenant prêts à se déplacer avec les protéines M1 et NEP nouvellement synthétisées, 

vers le site d’assemblage où se sont accumulées HA, NA et M2. Le regroupement de HA et 

NA provoque ensuite une déformation de la membrane cellulaire et déclenche le 

bourgeonnement des virions. M1 forme un pont liant les vRNPs avec le côté interne de la 

membrane plasmique (étape 8: accumulation et bourgeonnement). La libération des virions 

est enfin réalisée par l’action de la neuraminidase qui clive les acides sialiques pour 

détacher HA (étape 9: relâchement des virions) (Bouvier et Palese, 2008; Chenavas et al., 

2013) (Figure 3). 

  



10 
 

 
 

 

Figure 3: Cycle de réplication du virus influenza et mécanismes d’actions des 

traitements antiviraux reconnus. 1) La liaison de l’hémagglutinine virale à l’acide 

sialique (étape 1) permet l’internalisation du virus (étape 2). L’acidification et le 

changement de conformation de l’hémagglutinine permet la fusion des membranes (étape 

3). Cette fusion permet le relâchement et l'importation du génome viral vers le noyau 

(étapes 4 et 5). La réplication du matériel génétique et la synthèse des protéines virales sont 

initiées (étapes 6 et 7). Toutes les composantes virales vont s'assemblées à la surface 

cellulaire, entraînant ainsi le bourgeonnement et le relâchement de nouveaux virions 

capables d’infecter d’autres cellules (étapes 8 et 9). Les principaux antiviraux reconnus 

peuvent bloquer la réplication virale en inhibant l’action du canal viral M2 impliqué dans 

l’acidification des virus (Amantadine et Rimantadine). Les inhibiteurs de la neuraminidase 

virale (Zanamivir et Oseltamivir) peuvent également empêcher le relâchement des virions. 

Adaptée de (von Itzstein, 2007). 

 

 

1.5. Symptômes typiques de la grippe 

Les infections grippales sans complication sont limitées à l'attachement et à la réplication 

virale dans les voies respiratoires supérieures. Généralement dans ces cas, les symptômes 

sont une fièvre accompagnée de céphalées, de frissons, de myalgies, d’une congestion et un 

écoulement nasal, de maux de gorge et de la toux. De plus, les symptômes peuvent 

comprendre des malaises gastro-intestinaux tels que des vomissements, des douleurs 

abdominales et la diarrhée (Eccles, 2005). Les complications de l'infection grippale sont 

plus fréquemment observées chez les personnes affaiblies, telles que les enfants, les 

personnes agées, les immunodéprimées et celles atteintes des maladies pulmonaires 

chroniques (par exemple l’asthme et la maladie pulmonaire obstructive chronique, MPOC) 

(Haq et McElhaney, 2014a; CDC, 2010; Ramos et Fernandez-Sesma, 2015). Ces 
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complications commencent lorsque l'infection virale atteint l’épithélium alvéolaire des 

voies respiratoires inférieures, où des dommages tissulaires sévères peuvent survenir et 

affecter les échanges gazeux (Fukuyama et Kawaoka, 2011). Au niveau des tissus 

alvéolaires, les pneumocytes tapissant l'intérieur des alvéoles forment avec les cellules 

endothéliales, la barrière alvéolo-capillaire. C'est à travers cette barrière que s'effectue les 

échanges gazeux pulmonaires (Guillot et al., 2013). Par conséquent, les dommages de 

l’épithélium alvéolaire conduisent à des complications dangereuses tels qu'une pneumonie 

et un syndrome de détresse respiratoire aiguë (SDRA) (Nicholls, 2013). Ce dernier se 

produit souvent dans les cas sévères de la grippe (Imai, 2015).  

 

Les complications de la grippe sont également associées fréquemment à des infections 

bactériennes secondaires. Cette susceptibilité aux infections bactériennes peut être causée 

par une série de changements au niveau de l’épithélium pulmonaire induits lors de 

l'infection par le virus influenza. Ceci facilite l'adhésion et l’invasion bactérienne. Par 

exemple, diverses études ont démontré que suite à une infection par le virus influenza, le 

nombre de macrophages alvéolaires diminue. Ces cellules immunitaires innées résidant 

dans les poumons constituent une barrière de défense importante contre les pathogènes 

(Ghoneim et al., 2013; Damjanovic et al., 2012).  

 

1.6. Capacité de mutagenèse et émergence des virus hautement pathogènes 

Les virus influenza sont bien connus pour leurs capacités de changements génétiques qui 

résultent soit d’une accumulation de mutations dans le génome viral durant la réplication 

(dérive antigénique ou antigenic drift), ou soit des réassortiments de gènes entre plusieurs 

virus différents (saut antigénique ou antigene shift). Ces deux processus permettent au virus 

de s'échapper du système immunitaire. Ce qui rend donc l’être humain susceptible à 

l’infection par de nouvelles souches du virus, responsables de l’apparition des épidémies et 

des pandémies de grippe (Kreijtz et al., 2011). 
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1.6.1. Dérive antigénique 

La dérive antigénique est un phénomène de mutations dans le génome viral. Elle s’applique 

à tous les types de virus influenza et se produit durant la réplication virale dans la cellule 

infectée. Elle est due à l’infidélité de la polymérase virale et à l’absence de système de 

réparation lors de la synthèse des ARNs viraux, permettant ainsi une accumulation 

fréquente de mutations ponctuelles. Ces dernières peuvent influencer les protéines 

synthétisées par le virus lors de son cycle de réplication. Par exemple, les mutations 

retrouvées au niveau des protéines de la surface HA et NA ont une répercussion importante 

étant donné leur reconnaissance par le système immunitaire. Les virions contenant ces 

protéines virales mutées ne sont plus neutralisés par les anticorps produits par les 

lymphocytes B, ou les antiviraux utilisés perdent leur efficacité (Yewdell, 2011; Samson et 

al., 2013). Ces mutations expliquent donc l’émergence de nouvelles souches du virus 

influenza annuellement contre lesquelles l’homme n’est pas immunisé et les vaccins sont 

inefficaces. Ce phénomène est aussi responsable de l’apparition des souches virales 

résistantes aux antiviraux utilisés contre la grippe (Pizzorno et al., 2011).  

 

1.6.2. Saut antigénique  

La cassure ou le réassortiment antigénique s’applique principalement aux virus du groupe 

A. Cela se produit lorsque le même organisme, ou plutôt la même cellule, est infectée à la 

fois par plus d'une souche d'influenza. Dans ce cas, ces virus peuvent s’échanger des 

segments de leurs génomes lors de la réplication. La cassure antigénique se produit 

fréquemment chez le porc puisqu’il peut être infecté autant par des virus humains que par 

des virus aviaires ce qui peut promouvoir la rencontre de virus différents et leurs 

réassortiment (Kreijtz et al., 2011; Urbaniak et Markowska-Daniel, 2014). Les virions 

formés posséderont des caractéristiques différentes de leurs virus parentaux ce qui peut, 

dans certains cas, leur conférer des avantages pouvant les rendre hautement pathogènes. 

Ces souches peuvent causer des pandémies entraînant la mort d’un nombre important 

d’individus comme dans le cas de la grippe Espagnole H1N1 de 1918 (20 à 100 millions de 

décès), la grippe asiatique H2N2 de 1952 (environ 1,5 millions de décès), la grippe de 

Hong Kong H3N2 de 1968 (environ 1 million de décès) et la grippe pandémique A (H1N1) 

https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9plication
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pathog%C3%A8nes
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de 2009 (environ 18 000 décès) (Watanabe et Kawaoka, 2011; Josset et al., 2012; Hsieh et 

al., 2006).  

 

1.7. Protection, prévention et traitement contre la grippe 

La vaccination annuelle contre le virus influenza constitue la meilleure méthode 

prophylactique pour protéger la population. Des antiviraux anti-influenza peuvent être 

utilisés pour contrôler les symptômes lors d’épidémies ou de pandémies. Ces antiviraux 

servent toutefois surtout à réduire les symptômes de la maladie chez les personnes infectées 

et diminuer le risque de complications. Cependant, il existe seulement deux classes 

d'antiviraux actuellement disponibles pour les infections à l’influenza; et sont les 

inhibiteurs du canal M2 et les inhibiteurs de la NA (Cross et Wedekind, 2001; Barik, 2012). 

 

1.7.1. Vaccination 

Jusqu’à présent, la vaccination constitue la meilleure méthode pour la prévention et le 

contrôle de l’influenza selon l'OMS. Cette méthode peut réduire la maladie et diminuer la 

sévérité de l'infection. Le vaccin permet de présenter les antigènes du virus au système 

immunitaire afin de générer une réponse immunitaire contre au moins trois souches du 

virus influenza. Cependant, les virus contenus dans le vaccin ne permettent pas d'engendrer 

une réponse immunitaire forte. C’est pour cette raison que l’ajout d'un adjuvant au vaccin 

est souvent requis afin d’améliorer la réponse immunitaire, la production d'anticorps ainsi 

que la génération de cellules mémoires (Houser et Subbarao, 2015). Le rôle de l'adjuvant 

est d’améliorer la présentation du virus de façon adéquate aux cellules du système 

immunitaire. Cela permet la formation d'une plus grande quantité d'anticorps, 

majoritairement dirigés contre HA et de façon accessoire contre NA. Le vaccin favorise 

également la génération de lymphocytes B mémoires ce qui permet au système immunitaire 

de réagir plus rapidement et plus efficacement lors d'une rencontre ultérieure avec le même 

virus ou un virus similaire. C’est pour cela, plus la ressemblance entre les souches de virus 

présentes dans le vaccin et celles circulant est grande, meilleure sera la protection offerte 

par le vaccin (Hasegawa et al., 2015; Even-Or et al., 2013). Actuellement, il y a trois 

classes de vaccins autorisés contre la grippe saisonnière, soit les vaccins inactivés, les 

vaccins vivants atténués et la HA recombinante. Ces trois types de vaccins sont 
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multivalents puisqu'ils contiennent les composants de souches de type A/H1N1, A/H3N2 et 

B qui sont prévus de circuler durant la prochaine saison de la grippe.  

 

Pour préparer le vaccin inactivé, le virus est tout d'abord produit en grande quantité suite à 

l'inoculation d’embryons de poulet. Par la suite, les particules virales sont inactivées par des 

techniques spécifiques. Le vaccin atténué contient des virus vivants mais ayant subi des 

mutations pour atténuer leur réplication. Il est seulement administré aux personnes en 

bonne santé ayant entre 2 et 49 ans. Le troisième type de vaccin contient des protéines HA 

recombinantes produites dans les cellules mammifères. Il est utilisé chez les personnes 

allergiques aux œufs. Le processus de fabrication de ce vaccin est plus court, ce qui serait 

un précieux avantage lors de la propagation d’une pandémie (Soema et al., 2015; Houser et 

Subbarao, 2015).  

 

Bien que les vaccins contre la grippe présentent une certaine efficacité, surtout chez les 

adultes, cette méthode de prévention fait face à plusieurs défis. Parmi ceux-ci on retrouve le 

besoin d’embryons poulet pour la culture (pour les deux premiers types de vaccins) et le 

long délai pour la production des vaccins. De plus, l’émergence de virus différents d’un 

point de vue antigénique rend la vaccination annuelle nécessaire. L’apparition des 

nouveaux virus pandémiques contre lesquels les vaccins sont inefficaces fait également 

partie des défis (Soema et al., 2015). De plus, il ne faut pas oublier que les vaccins sont 

beaucoup moins efficaces chez les nouveau-nés, les personnes âgées et les personnes 

immunodéficientes (Haq et McElhaney, 2014b; Pera et al., 2015). Enfin, le défi majeur se 

situe au niveau de la ressemblance entre les souches vaccinales et celles en circulation afin 

d'offrir une protection optimale (Monto, 2010; Houser et Subbarao, 2015). En effet, le 

centre de contrôle et de prévention des maladies (CDC pour centers for disease control and 

prevention) a estimé que l'efficacité du vaccin contre la grippe A pour la saison 2014-2015 

était seulement de 18% pour l’hémisphère nord.  

 

1.7.2. Les antiviraux 

Jusqu’à présent, il n’existe que deux classes d’antiviraux approuvées pour traiter la grippe. 

La première classe compte les inhibiteurs de la neuraminidase NA, tels que l'oseltamivir 
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(Tamiflu®) et le zanamivir (Relenza®) qui sont les plus utilisés. La deuxième classe 

regroupe la famille des adamantanes qui sont des inhibiteurs du canal ionique M2. On y 

retrouve l’amantadine et la rimantadine. Les antiviraux peuvent réduire la gravité des 

symptômes s'ils sont pris peu après le début de l'infection. Lorsqu'utilisés en prophylaxie, 

ils peuvent également diminuer les risques d'infection. Les inhibiteurs du canal ionique M2 

sont efficaces seulement contre le virus influenza de type A. Ils inhibent sa réplication en 

bloquant l’influx de protons H+ dans le virus via le canal M2. Cependant, cette classe 

d'inhibiteurs est maintenant rarement utilisée puisque la majorité des souches influenza A 

circulantes y sont résistantes à cause des mutations génétiques (sélection par mutations) 

(Cross et Wedekind, 2001; Shen et al., 2015).  

 

Les inhibiteurs de la NA (INAs) constituent la principale classe d’antiviraux utilisée contre 

le virus influenza. Les INAs sont efficaces contre les virus A et B. La structure des INAs 

mime celle de l’acide sialique qui est un substrat naturel de la NA. En effet, leurs structures 

sont basées sur la structure de l’acide 2-désoxy-2,3-didéhydro-N-acétylneuraminique. Ils 

possèdent une affinité pour la NA plus élevée que celle de l’acide sialique, empêchant ainsi 

le clivage de ce dernier durant la réplication virale (Samson et al., 2013). Ils bloquent ainsi 

le relâchement des virions et la propagation de l'infection à d'autres cellules. On trouve dans 

cette classe l’oseltamivir (Tamiflu®-Roche; administration orale), le zanamivir (Relenza®-

GlaxoSmithKline; inhalation), le peramivir (Rapivab®-BioCryst Pharmaceuticals; 

intraveineux) et le laninamivir (Inavir®-Daiichi Sankyo; inhalation). Ces médicaments 

peuvent être administrés en prophylaxie ou comme traitement tôt après le début de 

l’infection (24 à 72h suivant le début des symptômes). Ils peuvent alors réduire les 

symptômes d’environ 1 à 3 jours ainsi que le risque de complications, d’hospitalisations et 

de transmissions. L’oseltamivir, le plus utilisé vu sa facilité d’administration, a longtemps 

été considéré comme étant le composé le moins susceptible au développement de 

résistances. Mais actuellement, un nombre croissant de souches résistantes contre ce 

médicament est enregistré. En effet, la quasi-totalité des souches H1N1 circulant aux États-

Unis et en Europe lors de la saison 2008-2009, était résistante à l'oseltamivir. Néanmoins, 

pour la saison 2013-2014, le nombre de souches en circulation résistantes à l'oseltamivir 

était très faible (Samson et al., 2013; von Itzstein, 2007). Il est donc primordial de 
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promouvoir le développement d'autres stratégies pour le traitement de la grippe compte 

tenu de l’apparition rapide de souches influenza résistantes aux traitements actuels (comme 

dans le cas de la saison 2008-2009).  

 

1.7.3. Traitements anti-influenza alternatifs en développement  

Pour pallier au problème de génération de résistance sans cesse croissant, le développement 

d'une autre approche de traitement ciblant la machinerie cellulaire nécessaire dans les 

différentes étapes du cycle de réplication virale suscite beaucoup d'intérêt. Par exemple, 

plusieurs études ont démontré que des molécules comme la chloroquine ou la bafilomycine 

A, inhibant les pompes à protons de type V-ATPase, ainsi que les modulateurs du calcium 

sont capables de réduire la réplication des virus influenza de genres A et B in vitro (Ochiai 

et al., 1995; Marois et al., 2014). D'autres études visent à réduire par des sialidases 

l’expression des acides sialiques à la surface de la cellule épithéliale, ou à les bloquer par 

des anticorps. Ces approches empêcheraient par conséquent la fixation du virus à la cellule 

(Landers et al., 2002). En outre, le favipiravir (Toyama Chemical; administration orale) est 

un nucléoside (pyrazine organofluorée) qui bloque efficacement l'activité de la polymérase 

virale PB1, et par la suite la synthèse de l'ARN viral. Cette molécule est actuellement en 

essai clinique de phase III (Strasfeld et Chou, 2010). Cependant il a été approuvé au Japon 

pour le traitement de l’influenza. Il a été également démontré in vitro que l’inhibition de 

l’activité des kinases de NF-κB (pour nuclear factor-kappa B) réduit efficacement la 

réplication virale dans les cellules épithéliales en bloquant l’export des vRNPs hors du 

noyau (Pinto et al., 2011). Ceci suggère donc que des inhibiteurs bloquant cette voie 

pourraient être testés comme traitements antiviraux alternatifs. C'est dans ce contexte qu'il a 

été démontré que l'acide acétylsalicylique (aspirine) inhibe NF-κB et par conséquent réduit 

la réplication de plusieurs souches de virus influenza. En effet, l’administration d’aspirine 

permet de protéger 60% des souris contre une infection létale par un virus de type H7N7. 

Des essais cliniques ont été lancés pour évaluer l’efficacité de l'aspirine sous forme 

d’aérosols (LASAG pour lysine acetylsalicylate glycine) sur la réplication du virus 

influenza (arrêté prématurement en phase II en 2015) (Herold et al., 2015). Cependant, les 

enfants et les adolescents présentant des symptômes de la grippe devraient éviter 

l’utilisation de l'aspirine puisque cela peut conduire au syndrome de Reye, une maladie rare 
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mais potentiellement mortelle entraînant une encéphalopathie et une hépatomégalie (Mazur 

et al., 2007). Une autre stratégie consiste à utiliser des inhibiteurs ou des anticorps contre la 

partie non varilabe de HA afin de bloquer l'étape de fixation du virus à l’acide sialique. 

Ceci pourrait arrêter l'infection par le virus, mais il ne peut pas empêcher les cellules 

préalablement infectées de libérer les nouveaux virions (Shen et al., 2013). Enfin, une autre 

approche thérapeutique intéressante est présentement en développement dans notre 

laboratoire en collaboration avec d’autres groupes de l’Université de Sherbrooke. 

L'hémagglutinine du virus influenza a besoin d'être clivée par des protéases exprimées par 

la cellule hôte pour devenir infectieux. La stratégie consiste donc à développer des 

inhibiteurs spécifiques contre la famille des sérines protéases transmembranaires TTSPs 

permettant d’inhiber le clivage de HA, limitant ainsi la réplication et la propagation du 

virus influenza (Beaulieu et al., 2013).  

 

2. Réponse immunitaire lors d’une infection par le virus influenza 

Pour nous protéger contre les bactéries et les virus, tels que celui de la grippe, notre 

organisme dispose d’un mécanisme de défense, soit le système immunitaire. L’infection 

des cellules épithéliales du système respiratoire initie la génération d’une réponse par ces 

cellules et celles du système immunitaire afin d’éliminer les virus.  

 

2.1. Réponse immunitaire innée 

Les mécanismes de défense cellulaires initiés pour nous défendre contre un pathogène 

débutent par la détection de composantes nommés motifs moléculaires associés à des 

pathogènes PAMPs (pour pathogen-associated molecular patterns) par des récepteurs de 

reconnaissance de motifs moléculaires PRRs (pour pattern recognition receptors). Ces 

récepteurs font partie du système immunitaire inné et sont exprimés par diverses cellules 

telles que les cellules épithéliales et immunitaires. Cette reconnaissance enclenche une 

cascade de signalisation qui résulte en à la sécrétion de cytokines inflammatoires, des IFNs 

de type I ou II (défense antivirale) et des chimiokines (Mogensen, 2009).  
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2.1.1. Les différents PRRs 

Ils existent plusieurs types de PRRs ayant une distribution cellulaire spécifique soit, à la 

membrane plasmique, dans le cytoplasme ou dans l’endosome. Les PRRs cytoplasmiques 

comprennent les RLRs (pour retinoic acid-inducible gene-1 (RIG-1)-like receptors) et 

NLRs (pour nucleotide oligomerization domain (NOD)-like receptors) qui sont des 

senseurs des acides nucléiques viraux. Ces récepteurs sont particulièrement importants dans 

le cas des infections virales à influenza (Mogensen, 2009). La famille des RLRs comprend 

RIG-1, MDA5 (pour melanoma differentiation-associated protein 5), et LGP2 (pour 

laboratory of genetics and physiology 2). Cette famille est exprimée par la plupart des types 

cellulaires et participe à la reconnaissance des ARNs double brins viraux (ARNdb) (Kell et 

Gale, 2015). En ce qui concerne les NLRs, NLRP3 (pour NOD-like receptor family, pyrin 

domain containing 3) est le membre le plus étudié dans le contexte des infections virales. 

Ce récepteur conduit à l'activation de l’inflammasome. Ceci mène à la maturation de 

certaines cytokines inflammatoires telles que l’interleukine 1β (IL-1β) et l’interleukine 18 

(IL-18), en clivant leurs formes non matures via l’activité de la protéase caspase 1. 

L'inflammasome est donc responsable de l’activation des processus inflammatoires, et peut 

induire l’apoptose cellulaire (Hosseinian et al., 2015). NLRP3 est exprimé dans les cellules 

immunitaires d'origine myéloïde telles que les monocytes, les macrophages, les cellules 

dendritiques (DCs pour dendritic cells), les neutrophiles ainsi que dans les cellules 

épithéliales pulmonaires. Durant l’infection par le virus influenza, NLRP3 est activé par 

différents PAMPs comprenant l’ARNdb, la protéine M2 virale et les espèces réactives de 

l'oxygène (ROS pour reactive oxygen species) produites par les cellules infectées et les 

cellules immunitaires dont surtout les macrophages et les neutrophiles (van de Sandt et al., 

2012). Parmi les PRRs les plus étudiés jouant un rôle important dans l’inflammation, on 

trouve également les TLRs (pour Toll-like receptor). Jusqu'à présent, 13 sous-types de 

TLRs ont été identifiés chez l’homme et la souris. Certains TLRs, tels que TLR1, TLR2, 

TLR4, TLR5 et TLR6, sont situés à la membrane plasmique et sont principalement activés 

par des lipopolysaccharides bactériens (LPS), des lipides, des protéines et des lipoprotéines 

oxydées. D'autres TLRs, tels que TLR3, TLR7/8 et TLR9, sont intracellulaires dans 

l'endosome tardif et reconnaissent les acides nucléiques (Mogensen, 2009). Les TLRs sont 

fortement exprimés par les cellules épithéliales et par les cellules présentatrices d'antigènes, 
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telles que les DCs et les macrophages (Lorenz et Anders, 2015). Les TLRs contiennent un 

domaine extracellulaire LRR (pour leucine rich repeat) reconnaissant le ligand, un domaine 

transmembranaire et un domaine intracellulaire TIR (pour Toll/interleukin-1 receptor) 

permettant la signalisation cytoplasmique (Mogensen, 2009). Un dernier type de PRRs 

regroupe les récepteurs CLRs (pour C-Type Lectin Receptors) qui reconnaissent les 

glucides grâce à leurs domaines de reconnaissance des glucides CRDs (pour carbohydrate-

recognition domains). Les CLRs sont divisés en 3 groupes selon leurs structures 

moléculaires. Ils sont exprimés à la surface de différents types cellulaires dont les cellules 

présentatrices d'antigènes (Plato et al., 2015). 

 

2.1.2. Reconnaissance des PAMPs du virus influenza par les PRRs 

2.1.2.1. Reconnaissance par les TLRs 

Lors de l’infection par le virus influenza, ou d'autres virus à ARN, les TLRs les plus 

importants, impliqués dans la défense immunitaire, sont les TLR3, 7 et 8. Le TLR3 

reconnaît les ARNdb qui sont produits durant la réplication virale. Par contre, TLR7 et 8 

reconnaissent les ARNs simple brins du virus influenza. Après la reconnaissance des ARNs 

viraux, les TLRs vont subir des changements de conformation permettant l'interaction au 

niveau cytoplasmique du domaine TIR avec des molécules adaptatrices. Cinq molécules 

adaptatrices ont été identifiées, soit TRIF (pour TIR-domain-containing adapter-inducing 

interferon-β), MyD88 (pour Myeloid differentiation primary response gene 88), TIRAP 

(pour TIR associated protein), TRAM (pour TRIF-related adaptor molecule) et SARM 

(pour sterile α- and armadillo-motif-containing protein) (Yoo et al., 2013). Ces molécules 

sont impliquées dans deux voies de signalisation distinctes, soit la voie dépendante de 

MyD88 et la voie dépendante de TRIF (Deguine et Barton, 2014; Amarante et Watanabe, 

2010).  

 

2.1.2.1.1. TLR3 

TLR3 déclenche la signalisation via la voie indépendante de MyD88 en utilisant TRIF 

comme protéine adaptatrice. TRIF interagit avec TRAF3 (pour TNF-α receptor associated 

factor 3) pour activer les kinases TBK1 (pour TRAF-family-member-associated NF-κB 

activator (TANK)-binding kinase 1) et IKKi (pour non-canonical inhibitor of NF-kB (IkB) 
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kinase). Ces kinases phosphorylent directement le facteur de transcription IRF-3 qui se 

transloque vers le noyau sous forme d’homodimères où il induit l'expression des gènes 

antiviraux IFN-α et β.  

 

TRIF interagit également avec TRAF6 (pour tumour necrosis factor-α (TNF-α) receptor 

associated factor 6) pour activer la kinase TAK1 (pour transforming growth factor-β 

activated kinase-1). Une fois TAK1 est activée, elle phosphoryle à son tour le complexe 

IKKs formé des kinases IKKα, IKKβ et NEMO. IKKs ensuite phosphorylent IκB qui est 

une protéine inhibitrice de NF-κB, causant sa dégradation et permettant ensuite la 

translocation de NF-κB vers le noyau (Mogensen, 2009; Fitzgerald et al., 2003; Oganesyan 

et al., 2006) (Figure 4). NF-κB est un hétérodimère formé à partir de cinq sous-unités, soit 

p50, p52, p65RelA, RelB et c-Rel. Durant la voie d’activation classique par le complexe 

IKKs, les dimères comprenant les sous-unités p50: p65, Rel-B:c-Rel et Rel-B:p50 sont les 

formes de NF-κB qui transloquent le plus souvent vers le noyau. Pour ce qui est de la voie 

d'activation non classique de NF-κB, un peu moins étudiée, c'est plutôt le dimère des sous-

unités p50:p52 qui est transloqué au noyau. Une fois, dans le noyau, le complexe NF-κB  se 

fixe sur son élément de réponse présent au niveau des promoteurs de nombreux gènes 

cibles qui codent pour des cytokines (par exemple IFNs, TNF-α, interleukine 1(IL-1) et 

interleukine 6 (IL-6)) et des chimiokines (Lawrence, 2009). Ces dernières sont des 

molécules qui permettent de recruter les cellules immunitaires vers le site d’infection 

 

2.1.2.1.2. TLR7 

Contrairement au TLR3, TLR7 utilise la voie dépendante de MyD88 pour induire 

l'expression de cytokines pro-inflammatoires et des IFNs. Suite à la reconnaissance des 

ARNs du virus influenza, MyD88 forme un complexe de signalisation avec IRAK-1, 

IRAK-4 (pour interleukin-1 receptor-associated kinase- 1 et 4 respectivement), TRAF6 et 

TRAF3. Ce complexe de signalisation permet ensuite d’activer NF-κB, AP-1 et IRF-7, ce 

qui régule l'expression des cytokines inflammatoires et des IFNs de type I (Mogensen, 

2009) (Figure 4). En plus, la voie dépendante de MYD88 active également les kinases de 

la voie des MAPKs (pour Mitogen-activated protein kinases) tels que: ERK1/2 (pour 

extracellular signal-regulated kinases 1 et 2), p38 et JNK (pour c-Jun N-terminal kinases) 
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(Kawai et Akira, 2006). Ces kinases vont ensuite réguler plusieurs fonctions cellulaires. Il 

est important de mentionner, que les kinases P38 et ERK1/2 sont réquises pour l’export des 

vRNPs durant la réplication du virus influenza (Marjuki et al., 2006; Borgeling et al., 

2014).  

 

2.1.2.1.3. TLR4 

Contrairement aux autres TLRs, TLR4 est unique quant à sa capacité à signaler à la fois par 

la voie dépendante et indépendante de MyD88. Une fois TLR4 activé, il recrute TRIF via 

l’adaptateur TRAM ce qui induit l’expression des réponses antivirales et anti-

inflammatoires par la voie indépendante de MyD88 (tel que décrit précédemment pour 

TLR3). De plus, TLR4 utilise également la protéine adaptatrice TIRAP pour recruter 

MyD88 à son domaine TIR. Cette stimulation passant par la voie dépendante de MyD88 

initie la cascade de signalisation impliquant l’activation séquentielle de kinases conduisant 

à l’activation des facteurs NF- κB et AP-1 (comme pour TLR7/8) (Mogensen, 2009) 

(Figure 4). 

 

Cependant, étant donné que TLR4 ne reconnait pas les acides nucléiques, ce récepteur a été 

identifié pour jouer un rôle important dans la réponse inflammatoire tardive durant une 

infection par le virus influenza (Imai et al., 2008). En effet, il a été démontré que TLR4 fixe 

les phospholipides oxydés. Ces derniers sont oxydés par les ROS produits lors de 

l’infection virale. Ceci mène à l'activation supplémentaire de NF-κB, ce qui augmente de 

plus la production de cytokines inflammatoires. Selon cette étude, ce phénomène est 

responsable du développement du SDRA lors des infections sévères causées par les virus 

H5N1 et H1N1 pandémiques. Ce syndrome est un état grave où la capacité d'échanges 

gazeux chute d’une façon importante. D’une manière intéressante, l’inhibition de TLR4 ou 

de TRIF, ainsi que l’atténuation de la production des ROS, permettent de diminuer la 

sévérité du SDRA chez les souris lors d’une infection par le virus H5N1 (Imai et al., 2008). 

Une seconde étude a également démontré que l’administration de l’antagoniste de TLR4 

«Eritoran» aux souris réduit la mortalité induite par une dose létale du virus H1N1 

(A/PR/8/34/H1N1, ou PR8). Ceci était accompagné par une réduction de l’expression des 

cytokines et des dommages pulmonaires reliés à l'infection (Shirey et al., 2013). Ces 
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données fournissent de nouvelles perspectives sur la fonction physiopathologique des 

cytokines et des ROS lors de l’infection par le virus influenza et montrent que lorsqu’ils 

sont présents en quantité élevé, ils peuvent aggraver la situation et contribuer à 

l'immunopathologie de la grippe. 

 

 

Figure 4: Induction des voies de signalisation des TLRs par l’infection avec le virus 

influenza. La détection des acides nucléiques viraux par les TLRs 3 et 7 dans l’endosome 

active des voies dépendantes ou indépendantes de MyD88 ainsi que les facteurs de 

transcription IRF3, IRF7 et NFĸB. Ces facteurs de transcription migrent au noyau où ils 

activent la transcription de différents gènes impliqués dans la génération du milieu 

inflammatoire et antiviral. TLR4 est capable d’activer les deux voies (dépendantes ou 

indépendantes de MyD88). (Adaptée de (O'Neill et al., 2009)). 
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2.1.2.2. Reconnaissance par RIG-1 

Le récepteur cytoplasmique RIG-I est le senseur principal de l'infection par le virus 

influenza. Il détecte la présence de l'ARN viral simple brin ou double brin ayant un 

triphosphate en 5' généré durant la réplication. RIG-1 contient un domaine DEAD, 

caractérisé par le motif conservé Asp(D)-Glu(E)-Ala(A)-Asp(D) (DEAD). Ce domaine est 

également retrouvé dans une famille des protéines participant à des processus cellulaires 

impliquant la liaison à l'ARN et l'altération de sa structure secondaire. Autre que le 

domaine DEAD, RIG-I contient deux domaines de recrutement des caspases (CARD pour 

caspase recruitment domain) (Mogensen, 2009). Après la reconnaissance de l'ARN viral, le 

domaine hélicase de RIG-I lie l'ATP, ce qui facilite des changements conformationnels 

permettant de recruter la protéine adaptatrice MAVS (pour mitochondrial antiviral-

signaling protein). De plus, l’ubiquitine ligase TRIM25 (pour tripartite motif-containing 

protein 25) est recrutée au niveau du premier domaine CARD de RIG-1 permettant l’ajout 

d’une ubiquitine au niveau de la lysine 63 de son deuxième domaine CARD. Cette 

ubiquitination permet une interaction plus efficace entre RIG-1 et MAVS (Hansen et al., 

2011; Nicholls, 2013). Cette voie de signalisation permet par une production de cytokines 

inflammatoires, via l’activation de NF-κB, et des IFNs de type I, via l’activation d’IRF3.  

 

En résumé, une fois que les composantes du virus influenza sont détectées par les PRRs, les 

cellules infectées vont générer une réponse antivirale (sécrétion des IFNs de type I et 

molécules antivirales dont l'expression est associée au IFNs de type I) et inflammatoire 

(sécrétion des cytokines inflammatoires) pour tenter de contenir l’infection, tandis que les 

chimiokines vont permettre le recrutement de cellules immunitaires au site d’infection. 

 

2.1.3. Recrutement séquentiel des cellules du système immunitaire au site 

d’infection.  

Suite à l’infection par le virus influenza et sa réplication dans les poumons, les 

macrophages alvéolaires sont activés et produisent du TNF-α ainsi que de l'oxyde nitrique 

(NO) via à l'action de l’enzyme iNOS (pour inducible nitric oxyde synthase) (Kim et al., 

2008). De plus, ces cellules entrent en apoptose massive 2 jours après le début de 

l’infection en présence d’une quantité importante de virus, ce qui cause un relâchement de 
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protéases et de chimiokines (Hofmann et al., 1997). La famille des chimiokines est 

constituée de plus de 40 protéines. Elles sont produites par différents types cellulaires en 

réponse à une infection. Les chimiokines se lient à leurs récepteurs spécifiques sur la 

surface des leucocytes. Ceci induit à un changement dans la forme et le comportement 

cellulaire leur permettant de migrer à travers l’endothélium vasculaire vers le site 

d'infection ou d'inflammation. Les récepteurs de chimiokines sont exprimés différemment 

sur la surface de populations leucocytaires distinctes (Sokol et Luster, 2015). Les 

chimiokines libérées par les cellules épithéliales infectées et les macrophages incluent 

MCP-1 (pour monocyte chemoattractant protein-1; aussi nommé CCL2 pour chemokine 

ligand 2), MCP-3 (pour monocyte-specific chemokine 3; aussi nommé CCL7 pour 

chemokine ligand 7), MIP-1α et β (pour macrophage inflammatory Proteins-1α et β 

respectivement; aussi nommé CCL3 et CCL4 respectivement pour chemokine ligand 3 et 4 

respectivement) et RANTES (pour regulated on activation, normal T cell expressed and 

secreted; aussi nommé CCL5 pour chemokine ligand 5), MIP-2α (pour macrophage 

inflammatory protein 2-alpha; aussi nommé CXCL2 pour chemokine (C-X-C motif) ligand 

2), l’interleukine-8 (IL-8; aussi nommé CXCL8 pour chemokine (C-X-C motif) ligand 8) et 

IP-10 (pour interferon gamma-induced protein 10; aussi nommé CXCL10 pour chemokine 

(C-X-C motif) ligand 10) (Traboulsi et al., 2015; Cloutier et al., 2012; Marois et al., 2012). 

Cette libération de différentes chimiokines et la génération du milieu inflammatoire et 

antiviral par les cellules épithéliales et les macrophages, permettent le recrutement de 

cellules immunitaires innées au site d’infection telles que les cellules NK, les neutrophiles 

et les monocytes/macrophages. Ces cellules vont tenter de contrôler l’infection et d'éliminer 

le virus (Figure 5). Bien que l’implication des neutrophiles dans l’élimination virale ne soit 

pas bien définie et varie selon le type de virus et sa virulence, les cellules NK sont pour leur 

part des cellules effectrices importantes durant la réponse contre le virus influenza. Elles 

produisent de l’IFNγ et peuvent reconnaitre et lyser les cellules infectées par leurs 

récepteurs de cytotoxicité NKp44/NKp46 (Gazit et al., 2006; Arnon et al., 2006).  

 

Pour leur part, les macrophages recrutés sécrètent des cytokines pro-inflammatoires, du NO 

et des ROS. Ils jouent un rôle direct dans la limitation de la propagation virale par la 

phagocytose des cellules infectées (To et al., 2014; Lyon et Hinshaw, 1993). Ce milieu 



25 
 

 
 

inflammatoire et antiviral déclenche rapidement après le début de l’infection, l’activation et 

la maturation des cellules dendritiques DCs. Ces dernières jouent un rôle clé dans 

l’activation de la réponse immunitaire adaptative. Dans un état non inflammatoire, elles se 

trouvent dans les voies respiratoires à l’état naïf (Figure 5) (McGill et al., 2009). Suite à 

l'infection, les DCs reconnaissent les motifs des virus par les PRRs, ce qui active ces 

cellules à produire des cytokines pro-inflammatoires et des chimiokines tels que l'IL-6, IL-

12, TNF-α, IL-8, IP-10, RANTES, MIP-1α et les IFNs de type I. La maturation des DCs 

permet d’augmenter l’expression à leurs surfaces des molécules de co-stimulation des 

lymphocytes T (CD40, CD80 et CD86 pour cluster differentiation 40, 80 et 86 

respectivement) ainsi que les complexes majeurs d’histocompatibilité de type II (CMH-II) 

impliqués dans la présentation des antigènes (Banchereau et Steinman, 1998). Après 

internalisation des virus dans les DCs, les peptides antigéniques sont ainsi présentés par les 

CMH-I ou II. Pour la présentation par CMH-I, les protéines du virus influenza sont 

digérées en peptides dans le cytoplasme. Ils sont ensuite transportés vers le réticulum 

endoplasmique (RE) pour s’associer aux CMH-I. Le complexe formé est alors transporté 

par l’appareil de golgi vers la membrane de la cellule dendritique pour présenter l’antigène 

aux cellules T CD8+ cytotoxiques (Howard et Seelig, 1993; Belich et Trowsdale, 1995). 

Pour la présentation par CMH-II, les protéines virales sont dégradées dans les 

endosomes/lysosomes et les peptides résultants s’associent aux CMH-II. Les complexes 

(CMH-II-antigène) sont ensuite transportés vers la membrane plasmique pour activer les 

cellules T CD4+ (Banchereau et Steinman, 1998). Donc, une fois que les DCs ont maturées 

et reconnaissent les antigènes, elles migrent vers les ganglions lymphatiques drainant les 

poumons d’une façon dépendante du récepteur CCR7 (pour C-C chemokine receptor type 

7) exprimé à leurs surfaces. Cette migration, maximale 18 heures après le début de 

l'infection, est nécessaire pour activer les lymphocytes (Fernandez-Sesma et al., 2006; 

Banchereau et Steinman, 1998). Pour ce faire, les lymphocytes doivent recevoir trois 

signaux. Le premier provient du complexe CMH-antigène qui est détecté par les récepteurs 

TCR (pour T cell receptor) présents à la surface des lymphocytes T CD4+ et T CD8+ naïfs. 

Ces récepteurs sont spécifiques à l’antigène. Le deuxième signal est assuré par des 

molécules de costimulation, où la protéine CD28 (pour cluster differentiation 28), présente 

à la surface du lymphocyte T, se lie à ses ligands CD80 et CD86, présents à la surface des 
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DCs. Cette liaison fournit donc aux lymphocytes T le second signal nécessaire à leur 

activation complète et leur migration vers les poumons ainsi qu'à la formation des 

lymphocytes T mémoires. Enfin, le troisième signal provient de cytokines présentes dans le 

site d’infection. Suite à ces 3 signaux, les lymphocytes T sont activés, prolifèrent et se 

différencient (Kohlmeier et Woodland, 2009). Les lymphocytes T CD4+ n’ont pas un effet 

direct important sur les cellules infectées mais ils sont toutefois importants dans le 

développement de la réponse immune. Les phénotypes de lymphocytes T CD4+ les plus 

importants sont les lymphocytes T auxiliaires ou Th (pour T helper). Différents sous-types 

de cellules Th sont distingués sur la base de leurs profils d'expression des cytokines. Dans 

le cas du virus influenza, les T CD4+ se différencient plutôt en cellules Th1 due à la 

sécretion de l’interleukine-12 (IL-12) et l'IFN-γ. Les Th1 produisent l’interleukine-2 (IL-2), 

TNF-α et IFN-γ et promeuvent la réponse des lymphocytes B en stimulant leurs 

proliférations et leur production d’anticorps spécifiques contre les glycoprotéines HA et 

NA du virus influenza (Figure 5). (Belz et al., 2002; Tsitoura et al., 2000; Brown et al., 

2004).  

 

En ce qui concerne les lymphocytes T CD8+ naïfs spécifiques à l'antigène, suite à leur 

activation par les DCs dans les tissus lymphoïdes, ils proliférèrent et se différencient en 

lymphocytes T CD8+ effecteurs (Figure 5). Ils acquièrent une activité cytotoxique et 

peuvent sécréter différentes cytokines. Dépendamment des cytokines présentes, elles se 

différencient en CTL (pour cytotoxic T lymphocytes) de type Tc1 ou Tc2 (pour T cell 

cytotoxic 1 et 2 respectivement). Les Tc1 sécrètent des cytokines de type 1 (IFNγ et TNF-α) 

tandis que les Tc2 sécrètent des cytokines de type 2 (IL4 et IL5). Seules les Tc1 sont 

efficaces pour éliminer le virus influenza étant donné leur migration et leur accumulation 

rapide dans les poumons environ 6 à 7 jours après le début de l’infection. En effet, à cause 

de la présence des complexes CMH-I/antigènes à la surface des cellules infectées, les Tc1 

spécifiques aux antigènes s’activent afin de tuer directement ces cellules et ainsi éliminer le 

virus. Leur activité cytotoxique est premièrement caractérisée par la libération de perforine 

et les granzymes A et B dans la cellule cible (Cerwenka et al., 1999). La perforine 

perméabilise la membrane de la cellule infectée et par la suite, les granzymes y pénètrent 

pour induire l'apoptose via l'activation des caspases. L'apoptose peut également être induite 
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par la liaison des ligands FasL (pour Fas ligand), exprimés à la surface des cellules Tc1, 

aux récepteurs de mort cellulaire FAS qui sont exprimés sur les cellules infectée cibles. 

Cette interaction entre Fas et FasL permet le recrutement des protéines FADD (pour Fas-

Associated protein with Death Domain) et des caspases initiatrices 8 et 10. Elles se fixent 

au côté cytoplasmique du récepteur Fas, formant ainsi le complexe DISC (pour death-

induced signaling complex). Les caspases 8 et 10 activent ensuite les caspases effectrices 3, 

6 et 7 qui vont cliver leurs substrats. Le résultat final est l'apoptose de la cellule infectée. 

Outre ces deux mécanismes, les lymphocytes T CD8+ Tc1 activés produisent des cytokines 

antivirales (IFN-γ et TNFα). IFN-γ améliore la présentation de l'antigène en stimulant 

l'expression du CMH-I à la surface des cellules et contribuent donc à l’élimination virale 

(Kohlmeier et Woodland, 2009; Topham et al., 1997; McMaster et al., 2015). Selon le 

modèle d’infection, l’élimination complète du virus autour du jour 10 post-infection 

coïncide environ avec le moment où le nombre de lymphocytes T CD8+ effecteurs infiltrant 

les poumons est maximal. Une fois que l'infection est terminée, la plupart des lymphocytes 

T cytotoxiques meurent par apoptose mais une petite proportion persiste et devient des 

lymphocytes CTLs mémoires (Thomas et al., 2006). Au cours d'une infection secondaire 

par la même souche du virus influenza, les CTLs mémoires prolifèrent et permettent une 

réponse immunitaire plus rapide et plus efficace (Hikono et al., 2006). 
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Figure 5: Cinétique de la réponse immunitaire lors d’une infection par le virus 

influenza. Lors de l’infection par le virus influenza, les cellules infectées ainsi que les 

macrophages et les DCs permettent la génération de cytokines antivirales et inflammatoires 

ainsi que de chimiokines induisant l’infiltration massive de cellules NKs, neutrophiles et 

monocytes pour tenter de contenir l’infection. Pour déclencher la réponse immunitaire 

adaptative contre le virus, les DCs migrent aux ganglions lymphatiques drainant les 

poumons afin de présenter les antigènes viraux aux lymphocytes T CD8+ et T CD4+ par les 

CMH-I et CMH-II respectivement (jour 1 à 3 p.i.). Les lymphocytes T CD8+ naïfs activés, 

prolifèrent et se différencient en lymphocytes T CD8+ effecteurs spécifiques au virus (jour 

4 à 6 p.i.) et migrent vers les poumons afin d’éliminer le virus par leurs fonctions 

cytotoxiques (jour 7 à 10 p.i.). Les lymphocytes T CD4+ helper participent à la génération 

et au maintien des lymphocytes T CD8+ mémoires en plus d’activer les lymphocytes B pour 

la production des anticorps spécifiques contre le virus. Adaptée de (Head et Lawrence, 

2009). 

 

 

3. Immunopathologie de l’influenza 

L’immunopathologie pulmonaire est une importante cause de la morbidité et de la mortalité 

associées à une infection sévère par le virus influenza. Lors de l'infection, des mécanismes 

cytotoxiques sont induits afin de détruire les cellules infectées et d'éliminer le virus. Bien 

que de tels mécanismes soient nécessaires pour la résolution de l'infection, ils ont aussi le 

potentiel de provoquer une immunopathologie pulmonaire délétère. En effet, les données 

histologiques et pathologiques obtenues suggèrent qu’une infection sévère par le virus 

influenza induit une réponse immunitaire beaucoup plus intense que celle nécessaire pour 

éliminer le virus. Une surproduction de cytokines (tempête de cytokines) et une infiltration 

excessive des cellules immunitaires dans les tissus pulmonaires ont été également 

rapportées, lors de ces infections, pour causer d'importants dommages au niveau des 

poumons (Damjanovic et al., 2012). Ceux-ci incluent une destruction de l’épithélium au 

niveau de la trachée et des bronches, des lésions alvéolaires, une thrombose vasculaire et un 

œdème sous-muqueux. Ces complications peuvent entrainer, dans les cas avancés, un 

dysfonctionnement respiratoire (SDRA). De plus, les complications de la grippe sont très 

souvent associées à des infections bactériennes secondaires (Damjanovic et al., 2012; 

Fukuyama et Kawaoka, 2011; Imai, 2015). 
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3.1. Rôles de cytokines dans l’immunopathologie de l’influenza 

3.1.1 TNF-α 

Il est impliqué dans un grand nombre de fonctions, tels que l'activation de la réponse 

immunitaire innée et adaptative, l'apoptose, la prolifération et la différenciation cellulaire 

(Wajant et al., 2003). Les récepteurs du TNF-α sont le TNF-R1 (pour TNF receptor 1), qui 

est exprimé par la plupart des types cellulaires, et le TNF-R2 (TNF receptor 2) qui est 

exprimé surtout à la surface des cellules du système immunitaire. La liaison de TNF-α à ses 

récepteurs active plusieurs voies de signalisation intracellulaire conduisant à l'activation de 

la voie NF-kB, ce qui favorise l'expression d'un grand nombre de gènes inflammatoires 

(Chen et Goeddel, 2002). La fixation du TNF-α sur son récepteur peut également induire 

l’apoptose par différents mécanismes. La voie intrinsèque, la plus importante, implique le 

recrutement de la pro-caspase 8 au domaine FADD associé au récepteur TNF-R1. Ceci 

conduit à l'activation de la pro-caspase 8 par son auto-clivage, à l'activation de la caspase 3 

et enfin, induit l’apoptose. La caspase 8 permet également la sortie du cytochrome c à partir 

des mitochondries, ce qui contribue à l’induction de l’apoptose par la voie intrinsèque 

(Chen et Goeddel, 2002). Le TNF-α peut également stimuler la production des ROS qui 

sont également des inducteurs de l’apoptose et de la nécrose. Par exemple, dans les 

neutrophiles et les macrophages, TNF-α stimule l'activité de Nox2, une variante de la 

NADPH oxydase (pour nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase), ce qui 

entraîne la génération de superoxyde (O2•-) (Morgan et al., 2008). Finalement, le TNF-α 

conduit à l'activation de la kinase JNK (pour c-jun NH2-terminale kinase) qui joue 

également plusieurs rôles tels que dans l'apoptose, la survie et la croissance cellulaire 

(Morgan et Liu, 2010; Moe et al., 2006). Compte tenu de ces multiples fonctions du TNF-α 

dans l'inflammation et des dommages tissulaires par apoptose, il a été démontré que 

l'utilisation de molécules bloquantes du TNF-α est capable d’atténuer l’inflammation 

induite suite à une infection par le virus influenza. Les souris infectées et traitées avec ces 

molécules ont montré une inflammation et une morbidité réduites par rapport aux souris 

contrôles non traitées (Shi et al., 2013). 
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3.1.2 IL-6 

IL-6 possède à la fois des effets pro-inflammatoires et anti-inflammatoires. Elle est 

impliquée dans la régulation du métabolisme et dans l'homéostasie osseuse (Scheller et al., 

2011). La production d’IL-6 augmente rapidement après l'infection. Dans ce contexte, l'IL-

6 est impliquée dans la production des protéines de la phase aiguë par les hépatocytes, la 

stimulation de la réponse adaptative en induisant la différenciation des cellules B et des 

cellules T CD4+ activées, la promotion de la clairance virale par les neutrophiles et la 

limitation de l'inflammation (Ramos et Fernandez-Sesma, 2015). L’activation de la 

signalisation par IL-6 peut se faire par la voie classique ou par la voie de transactivation. 

Pour la première voie, IL-6 se fixe sur son récepteur IL-6R (pour interleukin-6 receptor) 

qui se trouve exprimé à la surface des cellules immunitaires telles que les neutrophiles, les 

macrophages et certains types de lymphocytes T. Cette voie de signalisation est plus 

associée avec des effets anti-inflammatoires. Pour ce qui est de la voie de transactivation, 

IL-6R est soluble et il est associé avec des effets pro-inflammatoires. Les effets opposés de 

l'IL-6 font de cette cytokine une cible intéressante pour le développement de molécules 

inhibitrices d'IL-6 pour des raisons thérapeutiques (Scheller et al., 2014). Cependant, durant 

l’infection par le virus influenza, IL-6 semble avoir un rôle protecteur, au moins dans les 

modèles murins, en favorisant la clairance virale médiée par les neutrophiles et en 

protégeant ces cellules de la mort induite par le virus (Dienz et al., 2012). Ce qui suggère 

que l'inhibition d’IL-6 ne serait pas un traitement adéquat pour réduire l’inflammation au 

cours de l'infection.  

 

3.1.3 IL-1α et β 

Les membres de la famille d'IL-1 se fixent au récepteur IL1RI (pour interleukine 1 receptor 

1) conduisant ainsi à l'activation des facteurs de transcription NF-κB, JNK et p38/MAPK 

(pour p38 mittogen activated protein kinase). Ces facteurs conduisent à l'induction de 

l'expression de gènes inflammatoires tels que l'IL-1α et β, TNF-α, IL-6, la cyclooxygénase-

2 (COX-2), iNOS et la prostaglandine E-2 (PGE2). Cette expression conduit donc à une 

boucle d'amplification inflammatoire (Ramos et Fernandez-Sesma, 2015). De plus, la 

signalisation d’IL-1β permet d’induire l’expression des molécules d'adhésion telles que 

ICAM-1 (pour intercellular adhesion molecule-1) et VCAM-1 (pour vascular-cell adhesion 
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molecule-1) à la surface des cellules endothéliales. Ceci favorise l’infiltration de cellules 

inflammatoires dans l'espace extravasculaire (Wang et al., 1995). En somme, cette famille 

est composée de cytokines qui renforcent l’inflammation et le recrutement des cellules 

immunitaires, participant ainsi aux dommages pulmonaires.  

 

3.1.4 Interférons 

Tel que mentionné précédemment, la fonction la plus importante des IFNs est d'induire 

l'activation d'une réponse antivirale. L’interféron-γ, principalement produit par les cellules 

T et les NKs, joue un rôle important dans la stimulation de la présentation de l'antigène par 

les DCs et les macrophages, dans l’activation de la réponse cellulaire des Th1 et dans la 

régulation des fonctions des lymphocytes B (Levy et al., 2011; Schroder et al., 2004). 

Cependant, l'IFN-γ induit également l'expression du récepteur du TNF-α et l'activation des 

macrophages et des neutrophiles à libérer des ROS et du NO. Ce mécanisme est donc 

dommageable pour les tissus infectés et participe dans la pathogénicité de l'infection par le 

virus influenza (Ramos et Fernandez-Sesma, 2015). 

 

3.2 Rôles des cellules immunitaires dans l’immunopathologie de l’influenza 

Les macrophages s’accumulent dans les poumons lors de l'infection, libèrent des cytokines 

pro-inflammatoires et aident à réduire la charge virale. Cependant, les macrophages 

peuvent aussi devenir des cellules destructrices et participer à l’immunopathologie des 

poumons. En effet, les macrophages sont une source importante de TNF-α, des ROS et de 

l’oxyde nitrique (NO) qui sont responsables de l'immunopathologie (Figure 6) (McGill et 

al., 2009; Damjanovic et al., 2012; Panaro et al., 2003; Slauch, 2011). Un autre mécanisme 

par lequel les macrophages peuvent contribuer à l'immunopathologie des poumons lors de 

l’infection, est l’induction de l’apoptose des cellules épithéliales via le ligand TRAIL (pour 

tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand). Ce dernier se fixe sur le 

récepteur DR5 (pour death receptor 5) exprimé à la surface des cellules épithéliales, 

conduit à leur mort et entraîne une augmentation des lésions pulmonaires (Fukuyama et 

Kawaoka, 2011). Le blocage de CCR2 (pour C-C chemokine receptor type 2), le récepteur 

de la chimiokine CCL2, réduit le recrutement des cellules inflammatoires dérivés des 

monocytes (macrophages et DCs) suite à une infection par le virus influenza. D’une 
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manière intéressante, ceci est accompagné par une réduction des lésions pulmonaires, de la 

morbidité et de la mortalité des souris infectées mais sans effet au niveau de la clairance 

virale (Lin et al., 2008; Lin et al., 2011).  

 

Comme les monocytes, les neutrophiles sont rapidement recrutés au niveau des voies 

respiratoires suite à l’infection et jouent un rôle dans le contrôle de la réplication virale 

(Tate et al., 2008). En effet, la délétion des neutrophiles chez des souris infectées par le 

virus influenza cause une augmentation de la réplication du virus et de la perte du poids 

(Tate et al., 2009). De plus, les neutrophiles contribuent d’une façon importante à 

l’immunopathologie de l’influenza en produisant la myéloperoxydase et des fibres 

extracellulaires NET (pour neutrophil extracellular traps) causant ainsi des lésions 

tissulaires, alvéolaires et endothéliales (Narasaraju et al., 2011). 

 

Les cellules NK offrent une des premières lignes de défense contre le virus influenza. Elles 

sont nécessaires pour la résolution de l'infection par la libération d'IFN-γ et la lyse des 

cellules infectées. Cependant, le recrutement excessif des cellules NK dans les poumons 

lors d’une infection sévère augmente la pathologie de l’infection. En effet, le blocage de 

l’antigène NK1.1, un récepteur qui permet l’activité cytotoxique des cellules NKs, réduit la 

mortalité des souris lors d'une infection sévère par le virus influenza (Arnon et al., 2006).  

Les cellules dendritiques, importantes pour la défense contre le virus influenza en activant 

la réponse adaptative, peuvent également contribuer à l’immunopathologie de la grippe. Par 

exemple, un type de cellules dendritiques nommées tipDCs (pour TNF-α/iNOS producing 

DCs) est nécessaire pour une activation complète des lymphocytes T CD4+ et joue un rôle 

dans la prolifération des lymphocytes T CD8+ spécifiques au virus influenza. Les tipDCs, 

tel que leur nom l'indique, produisent une quantité importante de TNF-α et de NO ce qui 

participent à l’immunopathologie reliée à l'infection. La réduction partielle du recrutement 

des tipDCs par des agonistes diminuent la mortalité et la morbidité chez les souris infectées 

par le virus influenza (Aldridge et al., 2009).  

 

Les lymphocytes T CD8+ ont une activité cytotoxique contre le virus et les cellules 

infectées qui est connue depuis longtemps pour son importance dans l’élimination du virus. 
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Cependant, comme pour les NKs, une réponse de lymphocytes T CD8+ excessive peut 

conduire à une activité cytotoxique exubérante accompagnée par la production de cytokines 

pro-inflammatoires (TNF-α et IFN-γ), augmentant ainsi l’immunopathologie des poumons 

(Flynn et al., 1998). Par exemple, une étude a démontré que la déficience en Qa-1b conduit 

à augmenter considérablement l'immunopathologie pulmonaire lors d’une infection virale, 

et ceci d’une façon associée à une activité cytotoxique importante des lymphocytes T 

CD8+. Qa-1b est un ligand pour le récepteur inhibiteur CD159a (pour cluster differentiation 

159a) qui est présent sur les lymphocytes T CD8+, permettant d’inhiber l’activité de ces 

cellules (Zhou et al., 2008).  

 

En résumé, l’immunopathologie pulmonaire observée au cours de l’infection primaire par 

le virus influenza ou lors d'une surinfection bactérienne est clairement l'une des principales 

causes de morbidité et de mortalité liées à la grippe. Cette immunopathologie est associée à 

une surproduction, par les cellules épithéliales et immunitaires, de cytokines et chimiokines 

inflammatoires, telles que le TNF-α, l'L-1α et β, l'IL-6, l'IFNγ, le CCL2 ainsi que les ROS 

et de NO, surtout produites par les macrophages, les neutrophiles et les tipDCs (Figure 6). 

 

Figure 6: L’immunopathologie de l’influenza est causée par la réponse inflammatoire 

excessive par l’hôte. La «tempête de cytokines», les cellules immunitaires (les 

macrophages, les neutrophiles, les DCs, les tipDCs, et les cellules T CD4+ et CD8+) et le 

stress oxydatif (ROS) contribuent à l’immunopathologie des poumons suite à une infection 

sévère par le virus influenza. Adaptée de (Damjanovic et al., 2012). 
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3.3 Rôle du stress oxydatif dans l’immunopathologie de l’influenza 

Les ROS incluent une grande variété de radicaux libres de l'oxygène soit par exemple, 

l'anion superoxyde (O2•-) et les radicaux hydroxyles (HO•). Elles comprennent également 

des dérivés d’oxygène qui ne contiennent pas d'électrons impairs, tels que l'acide 

hypochloreux (HOCl), le peroxynitrite (ONOO-) et l’ozone (O3). Ces molécules sont des 

molécules instables, susceptibles d'initier l'oxydation de diverses composantes cellulaires 

telles que l’ADN, les lipides et les protéines. Il est possible de suggérer que notre système 

biologique est continuellement exposé à des oxydants qui sont générés de manière 

endogène, par exemple par la chaîne de transport d'électrons dans les mitochondries, ou lors 

de l'activation des cellules phagocytaires par des virus ou parasites (Ray et al., 2012; Torres 

et al., 2006). De plus, il existe des sources exogènes, tels que les polluants et la fumée de 

cigarette (Ozguner et al., 2005).  

 

La surproduction de ROS a été observée pour la première fois dans les cellules 

phagocytaires telles que les macrophages et les neutrophiles. Ils sont produits par l'enzyme 

NADPH oxydase (Nox). Cependant, la génération de ROS physiologiques peut se produire 

aussi en tant que sous-produits biologiques surtout par les mitochondries (Bedard et 

Krause, 2007). Nox est un complexe enzymatique membranaire appartenant à la classe des 

oxydoréductases. Il catalyse la réaction d’oxydation du NADPH par le dioxygène (O2) 

selon la réaction suivante: 

6. NADPH + O2 + H+ → NADP+ + 2H+ + 2O2•- 

L’anion superoxyde (O2•-) et le proton (H+) réagiront pour former le peroxyde d'hydrogène 

(H2O2) qui pourra réagir avec un autre proton et un ion de chlorure (Cl-) pour donner de 

l’acide hypochloreux (HOCl).  

 

Chez l'homme, il existe 7 variantes de l’enzyme Nox, soit Nox1, 2, 3, 4, 5 et Duox 1 et 2. 

Toutes ces variantes sont des protéines transmembranaires permettent le transport des 

électrons à travers les membranes biologiques pour produire du superoxyde à partir de 

l’oxygène. Nox2 a été découverte pour la première fois dans les neutrophiles et les 

macrophages. Cette enzyme est souvent désignée comme étant le NADPH oxydase 

phagocytaire.  
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Les phagocytes produisent des quantités élevées d’O2•- afin de neutraliser et tuer les 

pathogènes en attaquant et oxydant diverses cibles telles que les protéines, les lipides, 

l'ADN et l'ARN (Ray et al., 2012). Par exemple, les ions superoxyde réagissent 

préférentiellement avec les ions sulfure qui se trouvent dans de nombreuses protéines. Le 

peroxyde d'hydrogène réagit également avec les résidus cystéines présents au sein des 

protéines et des enzymes telles que les kinases et les phosphatases (Slauch, 2011).  

 

Dans le contexte de l’infection sévère par le virus influenza, Nox2 est fortement exprimé 

dans les cellules inflammatoires résidentes (macrophages alvéolaires) et recrutées vers les 

poumons (monocytes et neutrophiles) ainsi que dans les cellules épithéliales infectées par le 

virus. Cette forte expression de Nox2 génère une forte production de superoxyde qui peut 

réagir avec des composés comme l’oxyde nitrique, produit par les macrophages, pour 

former du peroxynitrite. Ce dernier est un médiateur inflammatoire et un oxydant important 

impliqué dans les lésions pulmonaires. Un grand nombre d'études démontrent que, durant 

une infection par le virus influenza, l’inhibition pharmacologique de l’activité de Nox2, ou 

la neutralisation des ROS par des antioxydants est bénéfique et protège l’hôte en réduisant 

l’inflammation et l’apoptose cellulaire induites par les ROS (Vlahos et al., 2011; To et al., 

2014; Zhang et al., 2010; Uchide et Toyoda, 2011). Cependant, des travaux récents portant 

sur d'autres isoformes de NADPH oxydase, soit Nox1 et DUOX, indiquent qu’ils semblent 

jouer un rôle protecteur pour l'hôte lors d'une infection par le virus influenza (Selemidis et 

al., 2013; Strengert et al., 2014). C'est dans ce sens que le stress oxydatif mitochondrial 

(mROS) a récemment été démontré à jouer un rôle dans les mécanismes antiviraux par 

l'intermédiaire du récepteur RIG-1 et de son adaptateur mitochondrial MAVS. En effet, il a 

été démontré que les cellules épithéliales respiratoires sont capables de produire un stress 

oxydatif mitochondrial en réponse à l’infection par le virus influenza. Ce mROS produit 

potentialise la signalisation par RIG-1, permettant ainsi une activation plus importante des 

facteurs NF-κB, IRF3 et IRF7. Cette activation stimule la production d'interférons de type I 

et de type III nécessaires pour limiter la réplication virale (West et al., 2011). Une autre 

caractéristique des ROS durant l’infection virale est qu'ils permettent l’activation de la 

réponse immunitaire. En effet, une étude a démontré que le traitement par des antioxydants 
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diminue les ROS et inhibe la stimulation et la prolifération des lymphocytes T en présence 

des cellules présentatrices d'antigènes (Laniewski et Grayson, 2004). 

 

En résumé, selon la nature et l'intensité du stress oxydatif produit, un double rôle est 

observé dans un contexte d’infection par le virus influenza. Il induit la réponse antivirale 

via les interférons antiviraux et stimule la réponse immunitaire mais, il peut également 

participer à l’immunopathologie et à la destruction pulmonaire observées lors des infections 

sévères.  

 

En conclusion, il existe deux phénomènes majeurs qui contribuent aux lésions pulmonaires 

aiguës observées lors d’une infection sévère par le virus influenza (Figure 6). Le premier 

est «la tempête de cytokines» qui se caractérise par la production des plusieurs cytokines 

pro-inflammatoires et apoptotiques (par exemple: TNF-α, IL-1α, IL-1β, IL-6 et IFN-γ), 

ainsi que des chimiokines (par exemple : IL-8, MCP-1, MIP-1α, MIP-1β, MIP-2 et 

CXCL10). Il en résulte alors un recrutement massif des cellules immunitaires (par exemple: 

macrophages, neutrophiles, DCs, lymphocytes T CD4+ et T CD8+) vers les voies 

respiratoires. Le deuxième phénomène est «l’explosion respiratoire» (respiratory burst) qui 

se traduit par une libération importante, par les cellules phagocytaires (macrophages et 

neutrophiles) et les cellules épithéliales, des (ROS). Ces derniers stimulent ainsi 

l’inflammation et participent aux lésions pulmonaires. Ces deux phénomènes 

inflammatoires excessifs sont donc considérés comme les principaux responsables des 

complications sévères (par exemple : bronchite, bronchiolite ou SDRA) qui sont observées 

chez les patients infectés par des virus mortels, y compris les souches pandémiques H1N1 

de 1918 et 2009 et le virus de la grippe aviaire H5N1. 

 

Tenant compte de ce fait, le défi actuel dans le traitement de la grippe est de contrôler les 

réponses inflammatoires et oxydatives, tout en inhibant la réplication virale, afin de 

permettre à l'organisme de se défendre contre les infections sévères par le virus influenza. 

C'est dans ce contexte que nous nous sommes intéressées à deux voies importantes qui sont 

connues pour diminuer l'inflammation et le stress oxydatif, soit la voie du récepteur 
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nucléaire PPARγ (pour peroxisome proliferator-activated receptor γ) et celle du facteur 

nucléaire Nrf2 (ou NFE2L2; pour nuclear factor erythroid derived like 2). 

 

4. Les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes-gamma (PPARγ) 

Les récepteurs PPARs appartiennent à la famille des récepteurs nucléaires qui sont des 

facteurs de transcription activés par des ligands spécifiques tels les hormones, la vitamine 

D et les lipides. Les récepteurs nucléaires ils peuvent être regroupés en 3 familles ou classes 

selon leurs localisations et leurs modes de fontion. Les PPARs font partie de la deuxième 

classe dont ils sont localisés dans le noyau même en absence du ligand. Après liaison de 

leurs ligands, ils forment un hétérodimère avec le récepteur du rétinoïde X (ou RXR pour 

retinoid X receptor) et se lient à l’ADN au niveau de leur élément de réponse PPRE. Ce 

dernier est défini comme étant composé de deux répétitions de la séquence AGGTCA, plus 

ou moins conservées, et séparées par un nucléotide (motif DR1 pour direct repeat 1). 

Cependant, les PPARs tout comme les autres récepteurs nucléaires de classe II, ils peuvent 

se lier à l'ADN en l'absence de leurs ligands. Dans ce cas, ils interagissent avec les 

corépresseurs qui inhibent la transcription (Ahmadian et al., 2013; Tolon et al., 1998).  

 

Il existe trois types des récepteurs PPARs, soit PPARα, PPARβ/δ et PPARγ. PPARα est 

exprimé dans les tissus ayant un potentiel catabolique important pour les acides gras et 

principalement dans le foie, le cœur et le tissu adipeux. L’expression de PPARβ/δ est plutôt 

ubiquitaire. Pour PPARγ, quatre transcrits différents du gène sont retrouvés chez l’homme 

dû à l'utilisation de promoteurs différents par l’ARN polymérase et à l'épissage alternatif. 

Cependant, PPARγ-1 et 2 sont les plus exprimés. PPARγ-1 est largement exprimé dans 

plusieurs cellules (ex: cellules épithéliales et cellules immunitaires), alors que PPARγ-2 est 

principalement limité aux adipocytes (Clark, 2002; Gervois et Fruchart, 2003). D’un point 

de vue structural, les PPARs, comme tous les récepteurs nucléaires, sont constitués de trois 

domaines, soit le domaine de fixation à l’ADN (ou DBD pour DNA binding domain), le 

domaine de fixation du ligand (ou LBD pour ligand binding domain) et le domaine A/B. Ce 

dernier contient la région d’activation AF-1 (pour activation function-1) dont l’action est 

indépendante de la présence de ligand (Figure 7) (Beckett, 2001).  
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PPARγ lient naturellement les lipides, mais il existe plusieurs agonistes synthétiques tels 

que la famille des thiazolidinediones (TZD) comprenant la Rosiglitazone et la Pioglitazone. 

L’activation de PPARγ par ses ligands stimule l'expression d’un grand nombre de gènes au 

niveau des tissus adipeux qui sont impliqués dans l’adipogenèse (différentiation 

adipocytaire), la thermogénèse (la production de chaleur de l’organisme par les tissus 

adipeux bruns), le métabolisme lipidique, le métabolisme oxydatif et la biogenèse 

mitochondriale (Ahmadian et al., 2013). De plus, les études réalisées chez les souris 

montrent que PPARγ favorise le métabolisime du glucose en augmentant l'expression des 

transporteurs du glucose Glut4 (pour glucose transporter type 4) au niveau des muscles et 

celle des substrats des récepteurs de l’insuline IRS 1 et 2 (pour insulin receptor substrate 1 

et 2 respectivement) au niveau du foie. (Niu et al., 2015; Wang et al., 2008). C’est 

pourquoi, PPARγ est depuis longtemps considéré comme étant une cible importante pour le 

traitement de certains diabètes de type 2. Cependant, l'utilisation de TZD augmente le 

risque d’insuffisance cardiaque et d’infarctus du myocarde. C’est pour cela que la 

Rosiglitazone a été retirée du marché comme un traitement antidiabétique (Ahmadian et al., 

2013).  

 

 

Figure 7: Illustration des différents domaines du récepteur nucléaire PPAR. (1) La 

région N-terminale A/B contient la fonction d'activation indépendante du ligand AF-1. (2) 

Le domaine de liaison à l'ADN (DBD) est constitué de deux motifs en doigt de zinc. (3) La 

région C-terminale comprenant le domaine de liaison du ligand (LBD), contient la fonction 

d'activation dépendante du ligand AF-2. Adaptée de (Beckett, 2001). 

 

À part le diabète, PPARγ intervient dans d’autres processus pathologiques, tels que 

l’athérosclérose, le cancer et l’inflammation. Lors de ces situations inflammatoires, PPARγ 

agit comme un répresseur de la transcription de nombreux gènes inflammatoires tels que 

l’IL-6, l’iNOS et le COX2 (Clark, 2002). En somme, PPARγ est considéré comme un 

récepteur nucléaire ayant une activité anti-inflammatoire via la transrépression de divers 

gènes cibles du facteur NF-κB. Pour étudier ce mécanisme, un modèle a été proposé dans 
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les macrophages murins RAW264.7 en réponse à la stimulation par le lipopolysaccharide 

bactérien (LPS). Dans ce modèle, la première étape implique une sumoylation au niveau de 

la lysine 365 (K365) du domaine LBD de PPARγ. Suite à la sumoylation, PPARγ est 

recruté au niveau des promoteurs des gènes inflammatoires cibles d’une façon 

indépendante de l’élément de réponse PPRE. À ce point, PPARγ interagit avec le complexe 

des corépresseurs NCoR1 et HDAC3 (pour nuclear receptor co-repressor 1 et histone 

deacetylase 3 respectivement). Ces interactions empêchent le recrutement du complexe du 

protéasome et la dégradation des corépresseurs. Ainsi, les coactivateurs ne sont pas recrutés 

et le gène est maintenu dans un état réprimé (Figure 8) (Pascual et al., 2005). 

 

Figure 8: Modèle du mécanisme de la transrépression, dépendante de PPARγ, du gène 

iNOS suite à une stimulation par le LPS. 1) Le gène iNOS est réprimé dans les 

conditions non stimulées à cause de la présence du complexe de corépresseurs 

NCoR/HDAC3/TBL. 2) La stimulation par le LPS libère le complexe de corépresseurs, 

permettant le recrutement de NF-κB (p50/p65) et les coactivateurs, ce qui déclenche la 

transcription. 3) En présence des ligands de PPARγ (par exemple, la Rosiglitazone; Ro), 

son domaine LBD subit une sumoylation, permettant son recrutement vers le promoteur du 

gène iNOS. Ceci empêche le recrutement du protéasome en réponse au LPS ce qui a pour 

effet de maintenir le complexe de corépresseurs sur le promoteur du gène qui est ainsi 

gardé à l’état réprimé. Adaptée de (Pascual et al., 2005).  

 

Le rôle de PPARγ dans les maladies inflammatoires a été donc largement investigué et 

plusieurs études ont démontré son importance dans l’inhibition de l’inflammation. En effet, 

les agonistes de PPARγ inhibent la maturation des cellules dendritiques ainsi que la 
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prolifération et l'activation des lymphocytes T. De plus, ils peuvent limiter le recrutement 

de cellules immunitaires en diminuant l’expression de cytokines et de chimiokines dans les 

cellules épithéliales et les macrophages, ainsi que l'expression des molécules d’adhésion 

par les cellules endothéliales (Yessoufou et Wahli, 2010). Les modèles animaux 

inflammatoires ont permis d’explorer les effets des agonistes de PPARγ. Par exemple, il a 

été montré que lors de la fibrose rénale la thiazolidinedione réduit la cicatrisation rénale 

ainsi que l'inflammation (Kawai et al., 2009). Dans un modèle d'inflammation cérébrale 

post-opératoire la rosiglitazone atténuait l'expression des marqueurs de cytokines 

inflammatoires, IL1-β et TNF-α (Hyong et al., 2008). Un autre exemple, il a été montré que 

l’agoniste de PPARγ, la 15d-PGJ2 (pour 15-Deoxy-Δ12,14-Prostaglandin J2), réduit 

l’éxpression des cytokines inflammatoires IL-6 et TGF-β (pour Transforming-Growth-

Factor-1β) dans un modèle murin de la pancréatite (Yu et al., 2008).  

 

Vu son rôle important dans la résolution de l’inflammation, quelques études, incluant une 

étude réalisée au sein de notre laboratoire, ont déterminé l’effet de l’activation de PPARγ 

lors des infections sévères par le virus influenza. D’une manière intéressante, ces études ont 

démontré que les agonistes de PPARγ tels que la Rosiglitazone, la Pioglitazone ou la 15d-

PGJ2 diminuent la morbidité et la mortalité des souris lors d’une infection létale par un 

virus H1N1. De plus, elles ont également démontré que ces agonistes exercent leurs effets 

protecteurs en réduisant l’expression de cytokines et chimiokines, ce qui diminue le 

recrutement de cellules immunitaires au site d’infection (Cloutier et al., 2012; Moseley et 

al., 2010; Aldridge et al., 2009). Dans la première étude, les auteurs ont démontré que 

l’administration de la Pioglitazone réduit l’expression des chimiokines CCL2 (MCP-1) et 

CCL7 (MCP-3) et par conséquent, diminue le recrutement des cellules dendritiques tipDCs 

connues pour leur production de TNF-α et de iNOS. Ce traitement protégeait les souris 

infectées contre l’effet potentiellement mortel du recrutement excessif des tipDCs. 

Cependant, les résultats de cette étude suggèrent qu’il est seulement nécessaire de réduire le 

recrutement des tipDCs vers les poumons sans les éliminer complètement pour protéger les 

souris. Ces cellules présenteraient des antigènes viraux aux lymphocytes, ce qui est requis 

pour la prolifération des lymphocytes T CD8+ spécifiques au virus influenza dans les 

poumons et la résolution virale (Aldridge et al., 2009). Dans une deuxième étude 
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semblable, il a été démontré que l’agoniste de PPARγ, la Rosiglitazone, protège 

complètement les souris infectées avec la souche pandémique A/H1N1 hautement 

pathogène (pmH1N1-2009) (Moseley et al., 2010). Cependant, ces deux études n'ont 

toutefois pas démontré l'implication directe de PPARγ dans l'effet protecteur de ces deux 

agonistes. De plus, notre laboratoire a récemment démontré que des traitements avec la 

prostaglandine 15d-PGJ2, un activateur de PPARγ et un inhibiteur de NF-κB, diminue la 

mortalité et la morbidité des souris suite à une infection létale par le virus de l’influenza 

PR8/H1N1. Ces effets bénéfiques s’expliquent d’une part, par la diminution de la 

réplication virale dans les poumons des souris et d’autre part, par la réduction de la réponse 

inflammatoire (Cloutier et al., 2012). En effet, l'expression des cytokines et chimiokines 

(IL-6, TNF-α, CCL2, CCL3 et CXCL10), est réduite de moitié chez les souris traitées avec 

la 15d-PGJ2. De plus, l'effet protecteur de cet agoniste est dépendant de PPARγ étant donné 

que le prétraitement des souris avec un antagoniste de PPARγ (GW9662) avant 

l’administration quotidienne de la 15d-PGJ2, élimine tous les bienfaits de celle-ci. 

L'utilisation de la 15d-PGJ2 protège uniquement les souris lorsqu'elles sont traitées après le 

début de l'infection suggérant ainsi que cet agoniste empêche la génération d'une réponse 

inflammatoire précoce nécessaire à la résolution virale. Lors d'une infection, la 15d-PGJ2 

semble donc être une meilleure option thérapeutique que les autres agonistes PPARγ testés 

jusqu'à présent. 

 

En somme, toutes ces études viennent appuyer le fait que l’activation de PPARγ par des 

agonistes en fait est une cible prometteuse dans le but de traiter la grippe sévère en 

diminuant la sévérité de la maladie.  

 

5. Le facteur nucléaire Nrf2  

Mis à part ses effets sur PPARγ, le ligand 15d-PGJ2 est également connu pour activer le 

facteur de transcription  antioxydant Nrf2 (Kansanen et al., 2009). Ce facteur est impliqué 

dans la défense cellulaire contre le stress oxydatif tel que celui produit durant les infections 

sévères par le virus influenza. Nrf2 est un facteur de transcription, ayant un domaine de 

type glissière à leucine (bZip pour basic leucine zipper), qui permet l'activation de 

l’expression de nombreux gènes codant pour des protéines et molécules antioxydantes. 
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Pour ce faire, Nrf2 se lie à son élément de réponse ARE (pour antioxidant response 

element) retrouvé au sein des promoteurs de ses gènes cibles. La séquence protéique de 

Nrf2 est caractérisée par la présence de six domaines Neh (pour Nrf2-ECH homology) 

nommés de Neh1 à Neh6. La glissière à leucine qui se fixe sur l’ADN, se retrouve dans le 

domaine Neh1 en C-terminal. Le domaine Neh2, en N-terminale, contient des motifs ETGE 

et DLG, qui sont nécessaires pour l'interaction avec une protéine inhibitrice nommée Keap1 

(pour kelch like ECH-associated protein 1) (Figure 9A). Keap1 est une protéine riche en 

cystéines (27 résidus cystéines dans la séquence humaine). Elle contient dans sa séquence 

en C-terminale un motif Kelch qui interagit avec Nrf2. On retrouve en N-terminal un 

domaine BTB (pour bric-à-brac) qui peut interagir avec une ubiquitine ligase, Culline-3 

(Cul3). La protéine Keap1 contient aussi un troisième domaine important, nommé IVR 

(pour intervening region). Ce domaine contient des cystéines impliquées dans la détection 

du stress oxydatif (Figure 9B) (Kansanen et al., 2013).  

 

 

Figure 9: Structures de Nrf2 et Keap1. (A) Nrf2, composé de 589 acides aminés, possède 

six domaines hautement conservés, soit Neh1-6. Neh1 contient une région basique et un 

motif bZip servant à reconnaitre l'ADN et à se dimériser avec Maf. Neh2 contient des 

motifs ETGE et DLG, qui sont nécessaires pour l'interaction avec Keap1. (B) Keap1 est 

composé de 624 acides aminés. Le domaine BTB et la partie N-terminale du domaine IVR, 

médient l’homodimérisation de Keap1 et son interaction avec Cul3. Le domaine Kelch et la 

région C-terminale de Keap1 s’interagissent avec le domaine Neh2 de Nrf2. Adaptée de 

(Kansanen et al., 2013).  

 

Dans les conditions normales, soit en absence du stress oxydatif, Nrf2 se trouve dans le 

cytoplasme en complexe avec deux molécules de Keap1 et une molécule de Cul3. Cette 
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dernière assure la polyubiquitination de Nrf2, au niveau de sept lysines (7K) dans le 

domaine Neh2, permettant ainsi sa dégradation rapide par le protéasome (Figure 10A). 

Lorsque les cellules sont exposées au stress oxydatif, Nrf2 se transloque dans les noyaux et 

forme un hétérodimère avec des petites protéines Maf (avian musculoaponeurotic 

fibrosarcoma oncogene homolog). L’hétérodimère Nrf2/MAF se lie spécifiquement aux 

éléments de réponse antioxydant (ARE) et initie la transcription d'une batterie de gènes 

antioxydants et de détoxification (Figure 10B) (Kansanen et al., 2013; Ma, 2013). 

 

                                          A 

 

B 

 

Figure 10: La voie de signalisation Nrf2-Keap1. (A) Dans les conditions basales, deux 

molécules Keap1 et une molécule Cul3 se lient à Nrf2. Nrf2 est alors poly-ubiquitinylé et 
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ensuite dégradé rapidement par le protéasome. (B) Lors d'une infection par un virus, le 

stress oxydatif (ROS) produit modifie les cystéines de Keap1 (voie 1) conduisant à la 

dissociation du complexe Nrf2/Keap1/Cul3. Nrf2 transloque vers le noyau et s’associe avec 

MAF pour induire l’expression de gènes antioxydants. Des molécules électrophiles (par 

exemple SFN, EGCG, 15d-PGJ2) peuvent aussi modifier les cystéines de Keap1 et par 

conséquent, activer la voie de Nrf2 (voie 2). Adaptée de (Kansanen et al., 2013).  

 

Tel que mentionné précédemment, Keap1 est très riche en cystéines qui sont impliquées 

dans la détection du stress oxydatif. La plupart de ces cystéines peuvent être modifiées par 

différentes molécules oxydantes et électrophiles. Trois de ces résidus (C151, C273 et 

C288), ont été identifié pour jouer un rôle fonctionnel en modifiant la conformation de 

Keap1 permettant la translocation nucléaire de Nrf2 (Figure 10B). Le mécanisme exact par 

lequel ces modifications permettent l’activation de Nrf2 n’est pas très bien défini. En effet, 

seulement deux modèles tentent d'expliquer ce mécanisme (Kansanen et al., 2013). Le 

premier modèle suggère que les modifications par les ROS au niveau des résidus thiol (SH) 

des cystéines de Keap1 perturbent son interaction avec Nrf2. Un détachement du motif de 

DLG de Nrf2 de la première molécule Keap1 est alors observé, tandis que le domaine 

ETGE de Nrf2 reste attaché à la deuxième molécule Keap1. Ceci provoque donc un 

mauvais alignement des résidus lysines de Nrf2 vis-à-vis Cul3. Nrf2 ne peut plus être 

polyubiquitinylé par cette ubiquitine ligase au niveau de ses lysines et peut alors 

transloquer vers le noyau (Figure 11A) (Taguchi et al., 2011). Pour ce qui est du deuxième 

modèle, les modifications des résidus thiol de cystéines dans le domaine BTB de Keap1 

(par exemple C151) permettent la dissociation de Cul3 et Keap1. Cette dissociation 

empêche donc l’activité ubiquitine ligase de Cul3 sur Keap1, ce qui a pour conséquence de 

bloquer l’ubiquitination et la dégradation de Nrf2 (Figure 11B) (Ma, 2013; Bryan et al., 

2013; Kansanen et al., 2013).  
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Figure 11: Modèles d’activation de Nrf2. A) Le premier modèle suggère que les 

modifications des résidus cystéines spécifiques de Keap1 conduisent à des changements de 

conformation entraînant le détachement du motif DLG de Nrf2 et la première molécule 

Keap1. B) Le deuxième modèle suggère qu’une fois les cystéines de Keap1 sont modifiées, 

Cul3 se dissocie du complexe. Dans les deux modèles, l’ubiquitination de Nrf2 est 

perturbée, empêchant ainsi sa dégradation. Adaptée de (Kansanen et al., 2013).  

 

Dans les deux modèles, les protéines Nrf2 nouvellement synthétisées, contournent 

Keap1/Cul3 et transloquent au noyau où elles se lient avec MAF à l'élément de réponse 

ARE afin de stimuler l'expression de divers gènes cibles tels que NQO1 (pour NADPH 

quinone oxydoréductase 1), HO1 (pour hème oxygénase 1), le glutathion (GSH), le 

glutathion peroxydase, la glutathion-S-transférase (GST), la peroxyrédoxine (Prx), la 

sulfirédoxine (Srxn), la catalase, les superoxydes dismutases (SOD), etc (Li et al., 2004; 

Zhou et al., 2015; Gorrini et al., 2013). L’induction des gènes par Nrf2 permet de réduire 

l’état oxydatif dans la cellule en intervenant dans un certain nombre de réactions de 

détoxification et d'élimination d'espèces réactives de l'oxygène. Par exemple, les 

superoxydes dismutases (SOD), sont des métalloprotéines possédant une activité 

enzymatique permettant de catalyser la dismutation du superoxyde (O2•-) en dioxygène 

(O2) et peroxyde d'hydrogène (H2O2). Ce dernier est ensuite réduit par la catalase, une 

oxydoréductase, en eau et dioxygène (2 H2O2 → O2 + 2 H2O). D’autres types de peroxydes 

sont également réduits par des peroxydases telles que la glutathion peroxydase (GPx) et la 

https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9talloprot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Enzyme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dismutation
https://fr.wikipedia.org/wiki/Superoxyde
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dioxyg%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peroxyde_d%27hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oxydor%C3%A9ductase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dioxyg%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peroxyde_d%27hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dioxyg%C3%A8ne
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peroxyrédoxine (Prx). GPx utilise le glutathion (GSH) pour neutraliser les peroxydes selon 

la réaction d'oxydoréduction suivante: 

2 GSH + peroxyde (R-OOH) → GSSG + peroxyde réduit (R-OH) 

Quant à elle, la Prx catalyse la réduction des peroxydes selon la réaction suivante: 

Prx réduite + R-OOH→ Prx oxydée + R-OH 

NQO1 est une autre protéine dont l'expression est induite par Nrf2. Elle possède une 

activité enzymatique qui réduit les quinones en hydroquinones, empêchant ainsi leurs 

oxydations par les électrons (Jeeva et al., 2015).  

 

En somme, Nrf2 est un facteur de transcription qui induit l'expression de gènes 

antioxydants et de détoxification afin de protéger la cellule contre le stress oxydatif (et par 

conséquent, l’inflammation) qui peut se produire lors de diverses conditions physiologiques 

et pathologiques, comprenant l’infection par le virus influenza.  

En outre, Il est également intéressant de souligner que, mis à part son rôle antioxydant, 

Nrf2 est reconnue pour jouer un rôle antiviral lors d’une infection par le virus influenza. En 

effet, une étude a démontré que l’activation de Nrf2, par des agonistes électrophiles tels que 

le sulforaphane (SFN) et le gallate d'épigallocatéchine (EGCG) qui permettent de modifier 

les cystéines de Keap1 et de libérer Nrf2 vers le noyau, diminue la réplication du virus 

influenza dans les cellules épithéliales nasales. Les auteurs de cet article suggèrent que cette 

observation est causée par l'augmentation de l'expression de gènes antiviraux tels qu'IFN 

et Mx1, suite à l’activation de Nrf2 par ces agonistes. Cependant, ils n’ont pas déterminé si 

l'expression de ces gènes était dépendante de Nrf2 (Kesic et al., 2011). De plus, jusqu'à 

présent, aucun élément de réponse de Nrf2 (ARE) n'a été identifié dans les promoteurs de 

ces gènes. Il serait également pertinent d’investiguer si ce mécanisme antiviral proposé 

pour Nrf2 est spécifique ou non au type cellulaire. En effet, ces résultats contredisent ceux 

d'une autre étude montrant que la surexpression de Nrf2 dans des cellules épithéliales 

alvéolaires réduit la réplication virale sans l’induction de l’expression de gènes antiviraux 

(par exemple MX1 et IFNβ). Cependant, les auteurs n’ont pas expliqué comment la 

surexpression de Nrf2 diminue la réplication virale dans leur modèle cellulaire. Ils 
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suggèrent seulement que Nrf2 pourrait protéger les cellules contre les lésions induites par le 

virus influenza par l'activation de la voie antioxydante cible de Nrf2 (Kosmider et al., 

2012). En résumé, Nrf2 réduit la réplication du virus influenza mais son mode d'action dans 

cette fonction antivirale nécessite toutefois une clarification.  

Enfin, et au-delà de ses fonctions antioxydantes, Nrf2 peut aussi réguler la balance 

protéases/antiprotéases en induisant l’expression d’une petite protéine inhibitrice de 

protéase nommée SLPI (pour secretory leukocyte protease inhibitor). Le gène de cette 

dernière posséde dans son promoteur un élément de réponse ARE, et donc son expression 

est induite par les antioxydants tels le sulforaphane (SFN) et le gallate d'épigallocatéchine 

(EGCG) qui permettent de modifier les cystéines de Keap1 et de libérer Nrf2 vers le noyau 

(Iizuka et al., 2005; Kesic et al., 2012; Meyer et Jaspers, 2015; Hu et al., 2011; Na et Surh, 

2008). La fonction principale de SLPI est d'inhiber les sérines-protéases telles que la 

l’elastase neutrophilique (sa cible principale), la cathepsine G, l'élastase, la chymase et la 

trypsine. Par conséquent, SLPI constitue une ligne de défense pour l’hôte en modulant 

l’activité des nombreuses protéases. De plus, elle exerce des effets anti-inflammatoires en 

empêchant l’activation de NF-κB. SLPI posséde également des effets antimicrobiens et 

antiviraux (Meyer et Jaspers, 2015). Par exemple, SLPI inhibe le virus de 

l'immunodéficience humaine VIH, le virus du papillome humain ainsi que le virus 

influenza (Wahl et al., 1997; Kido et al., 1999). En effet, Kido et al., ont démontré que 

l’administration de la SLPI recombinante humaine a diminué l'infectiosité du virus 

influenza A/H2N2 d’environ 90% dans les poumons des rats. Les auteurs suggèrent que 

SLPI pourrait inhiber l’activation de l’hémagglutinine du virus via l’inhibition de la 

tryptase, et par la suite la réplication virale. Cependant, ils n’ont pas évalué cette hypothèse 

(Kido et al., 1999). Ceci a mené à l’hypotèse que l’induction de SLPI par des antioxydants 

activant Nrf2 pourrait avoir un impact bénéfique lors des infections grippales. 

En somme, l’ensemble des études présentées ici suggère que PPARγ et Nrf2 pourraient être 

deux cibles intéressantes pouvant diminuer à la fois la réplication virale, l’inflammation et 

le stress oxydatif reliés à l’infection par le virus influenza. Cependant, une meilleure 

compréhension de l'implication de leurs mécanismes durant une infection par le virus 

influenza est nécessaire afin d’élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur 
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ces deux facteurs. Par exemple, il serait intéressant d'investiguer si l'utilisation d'un 

agoniste double pour PPARγ et Nrf2 permettrait une synergie entre ces deux voies pour 

protéger contre l’infection. Dans ce contexte, une étude a démontré que l’expression de 

PPARγ pouvait être régulée positivement par Nrf2 dans un modèle murin de syndrome de 

détresse respiratoire aiguë (Cho et al., 2010). Cette étude a identifié pour la première fois 

l'implication de PPARγ et NRF2 dans une boucle régulatrice permettant le contrôle des 

lésions pulmonaires. Cependant, ce n’est pas connu s’il y a une synchronisation entre 

PPARγ et Nrf2 pour induire une protection dans d’autres désordres oxydatifs et 

inflammatoires, telle que durant une infection grippale.  
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Hypothèse et objectifs : 

Les résultats des études précédentes nous mènent à proposer l’hypothèse que les voies de 

PPARγ et Nrf2 interagissent fonctionnellement et qu'elles sont impliquées dans la 

protection contre les dommages pulmonaires induits lors d'infections sévères par le virus 

influenza. Ce projet de recherche contribue donc à une meilleure compréhension de 

l'implication de ces facteurs de transcription dans la physiopathologie causée par le virus 

influenza. Cela pourrait être déterminant pour le développement de traitements anti-

inflammatoires et antiviraux, basés sur des molécules activatrices de PPARγ et Nrf2, qui 

pourraient diminuer la sévérité de la grippe.  

 

Mes objectifs étaient donc les suivants : 

1) Étudier l'impact des voies de PPARγ et Nrf2 dans la limitation de l'inflammation 

excessive lors d’une infection sévère par le virus influenza (Article 1).  

2) Investiguer en détail le mécanisme d’action antiviral de Nrf2 lors de l’infection par le 

virus influenza (Article 2).  

3) Déterminer s’il y a une interaction entre les voies de PPARγ et Nrf2 pour induire une 

protection durant l’infection par le virus influenza (Résultats supplémentaires).  
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Article 1 

The Flavonoid Isoliquiritigenin Reduces Lung Inflammation and Mouse Morbidity 

during Influenza Infection 

Auteurs de l’article: Hussein Traboulsi, Alexandre Cloutier, Kumaraswamy Boyapelly, 

Marc-André Bonin, Éric Marsault, André M. Cantin, Martin V. Richter 

Avant-propos: J'ai réalisé toute l’étude au complet. Alexandre Cloutier a participé dans les 

expériences in vivo. Kumaraswamy Boyapelly et Marc-André Bonin ont synthetisé 

l’isoliquiritigénine. J'ai rédigé la première version du manuscrit.  

Statut de l’article: Publié dans Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2015, 59(10), 

6317-6327. 

Cet article contribue à répondre à l’objectif 1. 
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Résumé : Lors d’une infection sévère par le virus influenza, l’hôte génère une réponse 

inflammatoire pulmonaire aiguë et excessive caractérisée par une tempête de cytokines, la 

génération d’un stress oxydatif ainsi qu’un recrutement massif de cellules immunitaires. La 

somme de ces événements contribue aux lésions pulmonaires induite par le virus, à la 

morbidité et à la mortalité observées chez les patients infectés. Basé sur nos travaux 

antérieurs, dans l'optique de développer de nouvelles stratégies pour réduire la réplication 

virale et minimiser les effets d’une infection sévère par le virus influenza, nous avons 

déterminé l'effet sur la réponse inflammatoire et la réplication virale de l’isoliquiritigénine 

(ILG), composé naturel caractérisé comme agoniste de PPARγ et de Nrf2. Dans cette étude, 

nous avons démontré que l’ILG inhibe la réplication virale dans les cellules épithéliales 

bronchiques humaines (Calu-3) infectées avec le virus H1N1, avec un EC50 de l’ordre de 

24,7 µM. De plus, nous avons observé que l’ILG inhibe l’expression de cytokines 

inflammatoires par les cellules infectées d’une facon dépedante de PPAR. D’une manière 

intéressante, l’administration de l’ILG-phosphate (10 mg/kg), diminue d’une manière 

significative la morbidité des souris lors d'une infection sévère avec le virus H1N1. De 

plus, cette amélioration était accompagnée avec une réduction de la charge virale 

pulmonaires, de l’expression de cytokines et chimiokines inflammatoires ainsi que du 

récrutement des cellules immunitaires innées (neutrophiles, monocytes, NKs et cellules 

dendritiques). Enfin, nous avons aussi démontré que le recrutement de cellules effectrices T 

CD8+ spécifiques au virus influenza dans les poumons des souris traitées avec ILG-p a été 

réduit de 60%. 
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ABSTRACT  

The host response to influenza virus infection is characterized by an acute lung 

inflammatory response in which intense inflammatory cell recruitment, hypercytokinemia, 

and high level of oxidative stress are present. The sum of these events contributes to the 

virus-induced lung damage that leads to high a level of morbidity and mortality in 

susceptible infected patients. In this context, we identified compounds that can 

simultaneously reduce the excessive inflammatory response and the viral replication as a 

strategy to treat influenza infection. We investigated the anti-inflammatory and antiviral 

potential activities of isoliquiritigenin (ILG). Interestingly, we demonstrated that ILG is a 

potent inhibitor of influenza virus replication in human bronchial epithelial cells (EC50= 

24.7µM). In addition, our results showed that this molecule inhibits the expression of 

inflammatory cytokines induced after the infection of cells with the influenza virus. We 

demonstrated that the anti-inflammatory activity of ILG in the context of influenza 

infection is dependent on the activation of the peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma pathway. Interestingly, ILG-phosphate (ILG-p)-treated mice displayed decreased 

lung inflammation as depicted by reduced cytokine gene expression and inflammatory cell 

recruitment. We also demonstrated that influenza-specific CD8+ effector T cell recruitment 

was reduced up to 60% in the lungs of mice treated with ILG-p (10 mg/kg) compared to 

saline-treated mice. Finally, we showed that administration of ILG-p reduced lung viral 

titers and morbidity of mice infected with the PR8/H1N1 virus.  
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INTRODUCTION 

Influenza viruses continue to pose a severe threat worldwide causing hundreds of 

thousands of deaths every year [1]. Due to the virus’ genetic instability, virus variants can 

become resistant to currently available antivirals. Therefore, the development of novel 

drugs is an important area of influenza research [2, 3]. Patients with severe infection 

display a primary viral pneumonia, which is associated with the occurrence of serious 

lung inflammation and oxygen-derived free radicals causing harmful effects [4-8]. 

Therefore, a compound that could have anti-viral, anti-inflammatory and antioxidant 

properties might be a key strategy for the treatment of influenza. 

The transcription factor NF-B is an important regulator of the expression of the 

cytokines involved in the inflammatory response to influenza infection. Upon infection, 

NF-B translocates to the nucleus and induces the transcription of proinflammatory 

mediators such as iNOS, COX-2, TNF-α and IL-1β, and IL-6 [9, 10]. Although the 

expression of inflammatory cytokines is essential for the host defense against the virus, 

their excessive production is associated with high levels of morbidity and mortality 

during severe influenza infection [5, 8, 11]. Therefore, in the aim of treating influenza 

infection it is necessary to reduce this exuberant host immune response. Indeed, several 

in vivo studies have found that anti-inflammatory strategies can improve mouse 

morbidity and increase their survival [12-14]. For instance, Gemfibrozil, a synthetic 

ligand of the peroxisome proliferator activated receptor alpha (PPARα) significantly 

protected H2N2-infected mice from developing a fatal disease by inhibiting lung 

inflammatory cytokine production [15]. Other studies have also shown that the use of 

PPARγ ligands such as rosiglitazone or pioglitazone decreased the morbidity and 

mortality of mice lethally infected with influenza virus [16, 17]. Interestingly, we also 

showed that the activation of PPARγ by the 15-deoxy-12,14-prostaglandin J2 (15d-PGJ2) 

protects mice against severe influenza infection [8]. This protection correlated with a 

reduced lung cytokine and chemokine expression as well as with reduced lung viral titers 

in treated mice compared to untreated mice.  

In this study, we sought to investigate whether more stable PPARγ ligands could also 

have a protective effect against influenza infection. One candidate was the natural 

flavonoid isoliquiritigenin (ILG), a simple chalcone-type flavonoid, derived from the 
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roots of Glycyrrhiza species (licorice). A few studies have revealed that many 

compounds extracted from Licorice, including ILG, can induce the PPARγ pathway [18]. 

Moreover, ILG demonstrated anti-inflammatory properties. For instance, ILG was found 

to suppress the expression of several inflammatory molecules such as PGE2, TNF-α and 

IL-6 in LPS-stimulated murine macrophages through inhibition of NF-B activation [19]. 

In addition, ILG decreased the expression of cell adhesion molecules such as VCAM-1 

and E-selectin in endothelial cells exposed to TNF-α [20]. Interestingly, in vitro studies 

demonstrated that in addition to its anti-inflammatory properties ILG inhibits influenza 

neuraminidase activity [21-23]. This viral enzyme is the target of the leading influenza 

antiviral drug class [24]. Furthermore, ILG was also shown to induce the expression of 

several phase II antioxidants enzymes through the activation of the antioxidant 

transcription factor Nrf2 in various cell lines [25, 26].  

Because of the putative properties of ILG, we sought to determine if ILG reduced 

influenza replication and the virus-induced inflammatory response. In this study, we 

demonstrated that ILG decreased influenza virus replication in human bronchial epithelial 

cells. Furthermore, ILG reduced the expression of various inflammatory cytokines in a 

PPARγ-dependent manner. We also demonstrated that ILG-phosphate significantly 

decreased the influenza-induced mouse morbidity through the reduction of the 

exaggerated lung proinflammatory response and lung viral titers. Therefore, our findings 

represent an interesting basis for future anti-influenza drug development. 
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MATERIAL AND METHODS 

Chemicals 

Antibodies were purchased from eBioscience (San Diego, CA, USA) and BD 

Biosciences (Franklin Lakes, NJ). The influenza A viral peptide epitope NP366–374 

(ASNENMETM) was purchased from AnaSpec (Fremont, CA). GolgiPlug was 

purchased from BD Biosciences. Histopaque buffer was purchased from Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO). The RNA extraction reagent RiboZol was purchased from Amresco. 

ILG and ILG-p were synthesized through collaboration with Dr. Éric Marsault (Institut 

de pharmacologie de Sherbrooke).  

 

Cell lines and virus 

Human bronchial epithelial cells (Calu-3; ATCC HTB-55), human alveolar type II 

epithelial cells (A549; ATCC CCL-185) and Madin-Darby canine kidney cells (MDCK; 

ATCC CCL-34) were obtained from American Type Culture Collection (Manassas, VA). 

Cells were cultured using standard methods at 37°C in 5% CO2/95% air in EMEM 

(Wisent, Canada), supplemented with 10% FBS, antibiotics (streptomycin 100 mg/ml and 

penicillin 100 U/ml), 5% sodium pyruvate, 5% nonessential amino acids, and 2 mM L-

glutamine (complete EMEM). Original viral stocks of the mouse-adapted A/PR/8/34 

(H1N1) virus (PR8) were provided by Dr David Topham (URMC, Rochester, NY). 

 

Cell viability assays 

For cytoxicity assays, Calu-3 and A549 cells were seeded (5.0 × 104 and 3.0 × 104 

cells/well, respectively in 96-well culture plates) and incubated at 37°C in complete 

medium for 24h before drug treatment. Cells were cultured for 48h with each compound 

at various concentrations (0,1µM-300µM). At the end of the incubation period, cell 

viability was assessed using the XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4- nitro-5-sulfophenyl)-2 H-

tetrazolium-5-carboxanilide) assay (Invitrogen, Carlsbad, CA). The  

spectrophotometric absorbance of the samples was measured using a microplate reader 

(Thermomax microplate reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) at 450 nm 

with a reference wavelength of 690 nm. Each measurement was performed in triplicate 

and the data reported were mean values of at least 2 experiments. Cell viability (%) was 
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calculated according to the following equation: Cell viability (%) = (Aλ450 of treated 

wells/Aλ450 of control wells) × 100. CC50 values were calculated using nonlinear 

regression curve fit with a variable slope using GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad 

Software Inc., La Jolla, CA). 

 

Luciferase assays 

The day before transfection, A549 cells (1 × 105) were plated in 24-well tissue culture 

treated plates. Cells were transiently transfected with 0.1 µg of PPRE-luc (PPAR 

response element), ARE-luc (Nrf2 response element) or NF-B-luc plasmids using 

FuGENE6 transfection reagent (Promega, Madison, WI). The day after transfection, 

cells were treated with ILG (50 µM), 15d-PGJ2 (5 µM) or rosiglitazone (10 µM) for 24 

hours. For the NF-B luciferase assays, ILG and TNF- (5 ng/ml) were added to the 

medium at the same time. To evaluate the effect of ILG on influenza induced NF-B 

activation, transfected cells were infected with PR8 at an MOI of 1, and one-hour post-

infection (p.i.), the medium was changed and the cells were incubated with ILG (20 µM) 

for 24 hours. Cell lysates were assayed for luciferase activity using the luciferase assay 

system from Promega (Madison, WI). 

 

In vitro antiviral activity and viral plaque assays  

Calu-3 cells were infected with PR8 (3 × 103 PFU/ml) for 1 hour, washed with PBS and 

then treated with increasing concentrations of ILG. After 2 days, supernatants were 

collected and 10-fold serial dilutions were used to infect MDCK cells seeded in 24-well 

plates for 1 h. MDCK cells were then washed with PBS and incubated with EMEM 

containing Avicel 1.8% and 1 µg/ml of TPCK-treated trypsin. After 48 h at 37°C 5% 

CO2, cells were washed and fixed with Carnoy fixative (methanol: acetic acid, 3:1) for 20 

min at 4°C. Viral plaques were revealed by staining with 1% crystal violet solution in 

20% methanol. Viral plaques were counted, and lung viral titers were calculated based on 

the dilution factor. 

 

Real-time Polymerase Chain Reaction Analyses 
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For each experimental condition, total RNA was extracted from lung homogenates, or 

Calu-3 cells, using Ribozol reagent according to the manufacturer’s protocol. 500 ng of 

the resulting RNA was then reverse transcribed using iScript reverse transcription 

supermix for RT-qPCR kit (Bio-Rad). Real-time polymerase chain reactions were 

performed with the iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad). Amplification plots were 

generated using the Rotorgene 6000 Application software version 1.7 (Corbett Research), 

and fold induction was calculated using the 2∆∆Ct method and using 18S expression for 

normalization. Primer sequences are detailed in Table 1.  

 

Mouse infection 

C57BL/6 mice, 6–8 weeks old, were purchased from Charles River Laboratories and 

housed in specific pathogen-free conditions at the animal care facility of the Faculty of 

Medicine and Health Sciences of the Université de Sherbrooke. All experiments were 

approved by the Institutional Animal Ethics Committee. Mouse infections with influenza 

were carried out as previously published [8]. Briefly, anesthetized mice were infected 

intranasal with 50 PFU of PR8 virus in 30 µL of phosphate-buffered saline (PBS). ILG-p 

was diluted in saline buffer and mice were treated with ILG-p (10 mg/kg) by 

intraperitoneal injection, and treatment was initiated on the same day as infection (day 0), 

and continued daily for the indicated number of days for each experiments.  

 

Lung Viral Titer Determination 

Serial 10-fold dilutions of clarified lung homogenates were prepared in incomplete 

EMEM medium (containing 0.1% bovine serum albumin instead of fetal bovine serum) 

and were tittered on MDCK cells as described above.  

 

Organ isolation 

At indicated times p.i., mice were euthanized by i.p injection of Avertin (720 mg/kg).The 

trachea was canulated, and three bronchoalveolar lavages (BAL; 3 × 1 mL EMEM) were 

performed to collect cells present in the airways. Lungs were purged of blood by 

injecting 10 ml of PBS in the right ventricle of the heart. Lungs were then removed and 

placed in EMEM.  
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Cell isolation 

Lung homogenates were obtained by gently rubbing organs over a 200-gauge wire mesh 

and filtered through a 90-µm nylon mesh. Lung homogenates were centrifuged at 400 g 

for 5 min and supernatants were titrated by viral plaque assay (PFU/lungs). Lung 

lymphocytes were isolated at the interface of EMEM and Histopaque after a 

centrifugation of 30 min at 800 g without the break step. Lung lymphocytes were then 

resuspended in EMEM. Airway cells obtained by BAL were centrifuged and 

resuspended. Lysis of red blood cells in BAL was performed when necessary using red 

blood cell lysis buffer. Concentrations of all cell suspensions were determined by trypan 

blue exclusion. 

 

Staining of innate immune cells and flow cytometric analyses 

Aliquots of 106 cells were seeded in round bottom 96-well plates. Cells were washed and 

resuspended in a 4% paraformaldehyde solution for fixation during 15 min at 4°C. Cell 

Fc receptors were then blocked with anti-CD16/32 antibody (clone 2.4G2, BD 

Biosciences) for 20 min at 4°C. After blocking, cells were labeled with anti-Ly6G Alexa 

647 (clone 1A8, BioLegend) , anti-Ly6C APC-Cy7 (clone AL-21, BD Biosciences), anti- 

CD11b PE (clone M1/70, eBioscience), anti-CD11c PE-Cy7 (clone HL3, BD 

Biosciences), and anti-F4/80 PercP Cy5.5 (clone BM8, BioLegend), anti-NK1.1 FITC 

(clone PK136, eBioscience). Cells were analyzed immediately by flow cytometry. 

Experimental data were collected/analyzed with FACSDiva software (BD Biosciences) 

using a BD FACSCanto flow cytometer.  

 

Staining of adaptive immune cells and flow cytometric analyses 

Cells (1 x 106) were seeded in 96-well plates and were stimulated in 200 µl complete 

EMEM containing 1 µ/ml BD Golgi Plug, a protein transport inhibitor (Brefeldin A; BD 

Biosciences), in the presence or absence of influenza NP or PA viral peptides. Cells were 

incubated for 6 h at 37°C and 5% CO2. Cells were washed with PBS-0.2% BSA for 

further staining of surface markers on adaptive immune cells. Following stimulation, 

cells were washed and fixed in a 4% paraformaldehyde solution for 15 min at 4°C. Cells 

Fc receptors were then blocked with anti-CD16/32 for 20 min at 4°C. Cells were then 
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washed and labeled with primary antibodies, such as anti-CD8a PerCP-Cy5.5 (clone 56-

3.7, BD Biosciences), anti-CD44 PE-Cy7 (clone IM7, BD Biosciences), anti-CD62L 

APC (Clone MEL-14, eBioscience), for 30 min at 4°C. After cell surface staining and 

fixation, cells were permeabilized in 100 µl BD Perm/Wash buffer (BD Biosciences) for 

20 min at 4°C. Cells were centrifuged and stained for intracellular IFN-γ (anti-IFN-γ PE, 

clone XMG1.2, eBioscience ; diluted in Perm/Wash buffer) for 30 min at 4°C. Cells were 

then washed twice with Perm/Wash buffer, resuspended in PBS-0.2% BSA buffer, and 

analyzed by flow cytometry using a BD FACS Canto flow cytometer.  

 

Statistical analyses 

With the exception of the weight loss data, all the results were represented as means ± 

SD. The mouse weight loss data were presented as means ± SEM and were analyzed 

using multiple t tests with Holm-Sidak correction for multiple comparisons. Comparison 

of data from two groups of mice was analyzed using the unpaired Student’s t-test with the 

Welch correction. For comparison of more than two groups, one-way ANOVA analysis 

followed by Tukey’s multiple comparison test was performed. GraphPad Prism 6 

software was used for all the statistical analyses (GraphPad Software). 
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RESULTS 

Assessment of ILG cellular toxicity  

In order to determine the appropriate concentrations of ILG to use during this study, we 

measured its cellular cytotoxicity using the XTT assay after a 48h incubation with the 

cells. In the human bronchial epithelial cell line Calu-3, we determined the ILG CC50 to 

be 98.02 µM; at a concentration up to 50 µM of ILG, 93.9% of cells were viable, which 

was statistically indifferent from controls. Using this assay, we showed that viability of 

A549 cells was more affected by ILG (CC50= 81.74 µM). Indeed, at a concentration of 50 

µM of ILG, only 56.3% of the A549 cells were viable whereas greater than 90% of the 

cells were viable at a concentration of 20 µM.  

 

ILG activates PPARγ and Nrf2 and inhibits NF-B activity in vitro 

First, we sought to determine the effect of ILG on the activity of the anti-inflammatory 

factor PPARγ and the antioxidant factor Nrf2. Human alveolar type II epithelial cells 

(A549) were transfected with either the PPRE-luciferase reporter (contains PPARγ 

response element) or ARE-luciferase reporter (contains Nrf2 response element) plasmids 

followed by a treatment with ILG (20 µM). We observed that ILG was able to activate 

PPARγ-dependent-luciferase transactivation (6.5-fold), which was superior to the activity 

achieved by rosiglitazone and 15d-PGJ2, two previously characterized PPARγ agonists 

(Figure 1A). Moreover, and as opposed to rosiglitazone, ILG, like 15d-PGJ2, also 

activated Nrf2 (5-fold; Figure 1B). Furthermore, in order to test whether or not ILG 

inhibits NF-B activity, A549 cells were transfected with the NF-B-luciferase reporter 

plasmid and were treated with TNF-α in presence or absence of 20 µM ILG. 

Interestingly, we observed that ILG inhibited TNF-α-induced NF-B activation (-19.0%; 

Figure 1C), whereas rosiglitazone had no effect.  

This result prompted us to determine if ILG was able to inhibit NF-B activity during 

influenza infection. To do so, A549 cells transfected with the NF-B-luciferase reporter 

were infected with influenza A/PR/8/34 H1N1 (PR8) virus at an MOI of 1 in presence or 

absence of ILG (20 µM) for 24 hours. As expected, influenza infection increased NF-B-

dependent-luciferase transactivation by 2-fold (Figure 1D; PR8). However, in presence of 

ILG, NF-B activity was reduced compared to DMSO-treated cells (-25.0%; Figure 1D; 
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PR8 vs PR8 + ILG). Together, these results suggest that ILG has potential anti-

inflammatory and antioxidant properties. 

 

 

Figure 1: Isoliquiritigenin (ILG) activates PPARγ, Nrf2 and inhibits NF-κB 

activation induced by TNF-α. Human lung epithelial cells (A549) were transfected with 

either PPRE (A) or ARE (B) luciferase reporter plasmid. Cells were then treated with 

DMSO, rosiglitazone (10 µM), 15d-PGJ2 (5 µM) or ILG (20 µM) for 24 hours prior to 

cell lysis and luciferase activity measurement. C) A549 cells were transfected with NF-

B luciferase reporter plasmid. Cells were then incubated in the presence of TNF-α 

(5ng/ml) and rosiglitazone (10 µM), 15d-PGJ2 (5 µM) or ILG (20 µM) for 24 hours prior 

to cell lysis and luciferase activity measurement. D) A549 cells were transfected with 

NF-B luciferase reporter plasmid. Cells were then infected with PR8 (MOI 1) and 

treated with ILG (20 µM) for 24 hours, prior to cell lysis and luciferase activity 

measurement. Data shown represent the mean ± SD of three independents experiments (* 

p < 0.05 and **p < 0.01). 

 

ILG has an antiviral and anti-inflammatory effect in vitro 

Because it has been demonstrated that ILG is a potential inhibitor of influenza 

neuraminidase [21-23], we asked whether ILG reduced influenza replication in human 

lung epithelial cells. The human bronchial epithelial cell line Calu-3 was infected with 
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MOI of 0.001 influenza and were then either left untreated or were treated with 

increasing concentrations of ILG (10 to 50 µM). Our results showed that ILG reduced 

viral plaque formation in a dose-dependent manner starting at 20 µM. Indeed, a 2-log 

reduction in viral replication was observed with 50 µM ILG. These results demonstrated 

that ILG has considerable antiviral activity in vitro against influenza virus infection 

(Figure 2). 

As the excessive inflammatory response is in part responsible for the illness during a 

severe influenza infection, we examined whether ILG treatment might inhibit or down-

regulate the production of inflammatory genes after infection. To do so, Calu-3 cells were 

infected with PR8 influenza at an MOI of 2 in presence or absence 50 µM of ILG. After 

24 hours, the cellular expression of several cytokines involved in the generation of the 

inflammatory and antiviral states were measured by quantitative PCR. As expected, the 

expression of inflammatory cytokines was strongly induced 24 hours post infection (p.i) 

in infected cells compared to uninfected cells.  

Indeed, we observed increased mRNA expression of cytokines such as TNF-α (10.0-

fold), IL-6 (5.0-fold), IFN-α (4.0-fold), and IFN-β (16.0-fold) (Figure 3A-3D, 

respectively). Interestingly, the expression of these cytokines was completely inhibited in 

ILG-treated cells compared to untreated cells (Figure 3A-3D, bar 2 vs bar 4).  

Interestingly, in additional experiments performed at high MOI (2-5), no viral titer 

reduction was observed in ILG-treated cells whereas cytokine reduction was readily 

observed.  

These results argue in favor of a direct anti-inflammatory action of ILG that is not a 

consequence of viral titer reduction. 

Since, we previously showed that the anti-inflammatory effect of 15d-PGJ2 depends on 

the activation of the PPARγ pathway [8], we evaluated whether this pathway was 

involved in the anti-inflammatory properties of ILG. Calu-3 cells were treated either with 

ILG alone or with ILG after PR8 infection, in the presence of the PPARγ antagonist 

GW9662 during 24 hours.  

The quantification of cytokine gene expression by qPCR showed that treatment with 

GW9662 partially abolished the anti-inflammatory effect of ILG. Indeed, increased 

expressions of the cytokines: TNF-α (8.0-fold), IL-6 (2.7-fold) and IFN-β (7.3-fold) were 
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observed when the cells were treated simultaneously with ILG and GW9662 compared to 

the cells treated with ILG alone (Figure 3A, B and D; bar 4 vs bar 5). Treatment with the 

antagonist GW9662 alone did not show a significant difference compared with untreated 

cells (Figure 3A-3D; bar 2 vs bar 3). Together, these results suggest that ILG is an 

antiviral and anti-inflammatory molecule that reduces the expression of influenza-related 

inflammatory cytokines, partially through the activation of PPARγ pathway.  

 

 

Figure 2: Antiviral activity of isoliquiritigenin against influenza virus PR8/H1N1 in 

human bronchial epithelial cells. Calu-3 cells were infected with PR8/H1N1 virus 

(MOI 0.01). After 1 hour, infected cells were treated either 1% of DMSO (-) or 

increasing concentrations of ILG (10 to 50 µM). After 48 hours, the supernatants were 

collected and the viral titers were determined using viral plaque assays in MDCK cells. 

Data shown represent the mean ± SD of three independents experiments (*** p < 0.001). 
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Figure 3: The anti-inflammatory effect of isoliquiritigenin (ILG) depends on the 

PPARγ pathway. Calu-3 cells were infected with H1N1/PR8 influenza virus (MOI 2). 

After 1 hour, the infected cells were incubated with ILG (50 µM) for 24 hours in absence 

or presence of GW9662, a PPARγ antagonist (GW). RNA was extracted and real-time 

polymerase chain reactions were performed with specific primers to quantify 

inflammatory cytokine gene expression: TNF-α (A), IL-6 (B) IFN-α (C) and IFN-β (D). 

Data shown represent the mean ± SD of two independents experiments (* p < 0.05 and 

**p < 0.01). 

 

ILG-p administration ameliorates mouse morbidity and decreases the viral load in 

the lungs of infected mice 

Because ILG showed important anti-inflammatory and antiviral properties in vitro, we 

sought to investigate whether it had the same effects in vivo and whether it protected 

mice from influenza infection. Due to low solubility of ILG in aqueous buffer, a 

cleavable phosphate group was added to the ILG molecule (ILG-p) to improve its 

solubility and avoid the use of toxic solvents (Figure S1). Although ILG-p retained some 

activity in vitro, it was less active compared to ILG. However, of interest therapeutically, 

ILG-p was completely and rapidly converted into ILG in mouse plasma (less than 30 

min; Boyapelly K et al., Figure S2).  
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Figure S1: Structure of ILG-p. 

 

 

Figure S2: % conversion of ILG-p-NH3 to ILG in mouse lung extract [1 mM] at 37 °C. 

 

In addition, ILG-p in comparison to ILG showed less toxicity in vitro (Calu-3 cells CC50 

= 0.96mM, and in A549 cells CC50 = 0.624 mM). To evaluate the therapeutic efficacy of 

ILG-p against H1N1 virus, C57BL/6 mice were infected with 50 PFU of PR8 influenza 

virus. Groups of mice were either mock-treated (sterile saline; PR8 group) or treated with 

ILG-p (10 mg/kg; PR8 + ILG-p group) from day 0 to day 7 post-infection. Infected and 

ILG-p-treated mice showed overall reduced weight loss compared to untreated mice. 

Statistically, the differences between the two groups were significant at day 5 and 6 p.i. 

and between day 10 and day 16 p.i. For instance, a weight loss of 31.4 % was observed 

for the PR8 group versus 23.4 % for the PR8 + ILG-p group at day 11 post-infection 

(Figure 4). After the peak of disease morbidity, mice in the ILG-p-treated group 

recovered approximately 3 days earlier than mock treated animals. Because ILG-p 

ameliorated the weight loss of infected mice, we asked whether it had antiviral effects 
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against influenza virus in vivo. To determine the effect of ILG-p on H1N1 virus 

replication in vivo, we determined lung viral titers in mice at day 3 post-infection. 

Interestingly, treatment of mice with ILG-p significantly reduced the lung viral load 

compared to mock-treated mice (-48.0 %; Figure 4B; PR8 vs PR8 + ILG-p).  

These results suggested that ILG-p might have an antiviral effect in vivo similar to what 

was observed in Calu-3 cells. 

 

 

 

Figure 4: Reduced morbidity and viral titers in mice treated with ILG-p after 

influenza infection. Mice were infected with 50 PFU of PR8 virus and then either mock 

treated (PR8) or treated with ILG-p (10 mg/kg; PR8 + ILG-p) until day 3 p.i (viral titers) 

or day 7 p.i (weight loss). A) Weight loss was monitored daily for 18 days. The data 

shown represent the mean ± SEM of three independent experiments performed with three 

or four mice/group (* p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001 and ****p < 0.0001). B) Viral 

titers were determined in the lungs of mice 3 days p.i. Data shown represent the mean ± 

SD of three independent experiments performed with three to four mice/group (unpaired 

Student's t-test, **** p < 0.0001). 
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Anti-inflammatory effect of ILG-p on the innate immune response to influenza 

Severe infection by influenza viruses induces excessive inflammatory responses, such as 

production of high levels of chemokines and cytokines and infiltration of the lungs with 

immune cells, which contribute to the morbidity and mortality of animals and humans [5, 

27]. Therefore, an interesting feature of a treatment would be the reduction of this 

excessive inflammation in order to reduce the symptoms of infection. In that sense, we 

examined whether ILG-p treatment might downregulate cytokine and chemokine 

production in the lungs of infected mice. We measured the expression of multiple 

cytokines by qPCR from mRNA extracted from lung homogenates of either uninfected, 

infected (PR8) or infected and ILG-p-treated mice (PR8 + ILG-p). As shown in Figure 5, 

the expression of cytokines in lungs was strongly induced on day 3 after infection of mice 

(PR8) compared with uninfected mice. Indeed, the expression of the cytokines TNF-α, 

IL-1β and IFN-β was increased 4, 6 and 7.2 fold, respectively (Figure 5A-5C). Moreover, 

the expression of chemokines was also strongly increased after influenza infection: 71-

fold for CCL2, 6.8-fold for CCL3, 2.0-fold for CCL5, 175.0-fold for CXCL10 and 12.8-

fold for MIP-2 (Figure 5D-5H). Interestingly, treatment of mice with ILG-p markedly 

reduced the expression of these influenza-induced cytokines and chemokines in the lungs 

compared with mock-treated mice. Indeed, our results show an important reduction of the 

expression of TNF-α (-72.9 %), IL-1β (-77.4 %), IFN-β (-59.5 %), CCL2 (-70.4 %), 

CCL3 (-54.7 %), CCL5 (-66.6 %), CXCL10 (-76.1 %) and MIP-2 (-61.9 %) in the lungs 

of mice of the PR8 + ILG group (Figure 5A-5K; PR8 vs PR8 + ILG). Given that ILG-p 

had a marked effect on lung viral titers, and notably on inflammatory cytokine and 

chemokine gene expression, we sought to determine if this effect translated to reduced 

recruitment of innate immune cells to the lungs of infected mice. Cells from the airways 

(BAL) and lung parenchyma of PR8 infected mice, and infected and ILG-p-treated mice 

were isolated at day 3 p.i. (uninfected mice were used as controls).  

The number of NK cells (CD11blo CD11clo NK1.1+), monocytes (CD11bhi CD11clo 

Ly6C+), neutrophils (CD11bhi CD11clo Ly6G+), dendritic cells DCs (CD11chi CD11bhi 

Ly6G+), and recruited macrophages (CD11chi F4/80+ CD11bhi) was determined by flow 

cytometry.  
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As expected, we observed a massive recruitment of NK cells (Lungs; 5.6 × 104 in ctrl 

mice vs 8 × 105 cells in PR8-infected mice), monocytes (BAL; 6.3 × 104 in ctrl mice vs 

7.5 × 106 in PR8-infected mice and lungs; 1.9 × 105 in ctrl mice vs 1.5 × 106 in PR8-

infected mice), neutrophils (BAL; 5.0 × 104 in ctrl mice vs 1.9 × 107  in PR8-infected 

mice and lungs; 1.4 × 105 vs 9.5 × 105), DCs (BAL; none in ctrl vs 6.3 × 104 in PR8-

infected mice and lungs; 2.2 × 104 in ctrl mice  vs 1.6 × 105 in PR8-infected mice) and 

macrophages (BAL; 9.8 × 103 in ctrl mice vs 2.1 × 105 in PR8-infected mice and lungs; 

4.3 × 104 in ctrl mice vs 1.0 × 105 in PR8-infected mice) after 3 days of infection with 

PR8 compared to the uninfected mice (Figure 6; uninfected vs PR8). More importantly, 

the recruitment of all these cell types was lower in the airways of the ILG-p treated mice 

(Figure 6, PR8 vs PR8 + ILG-p). Indeed, in the ILG-p-treated group we observed a 

significant inhibition of the recruitment of: neutrophils (-88.4% and -45%; BAL and lung 

respectively), monocytes (-91.5 % and -61.1%; BAL and lung respectively), NK cells (-

75.7%; BAL), recruited macrophages (-80.5 %; BAL), and DCs (-41 %; lung) (Figure 6 

and B, PR8 vs PR8 + ILG-p). These results show that ILG-p, in addition to its antiviral 

properties, also functioned in vivo as an anti-inflammatory molecule and reduced 

inflammation during severe influenza challenge.  
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Figure 5: The administration of ILG-p reduces inflammatory cytokine gene 

expression in the lungs of infected mice. At 3 days p.i., the lungs were harvested, 

homogenized in Ribozol RNA extraction reagent. RNA was extracted and real-time 

polymerase chain reactions were performed to quantify the gene expression of TNF-α 

(A), IL-1β (B), IFN-β (C), CCL2 (D), CCL3 (E), CCL5 (F), CXCL10 (G) and MIP-2 (H) 

in the lungs of mice from the different treatment groups. Data shown represent the n-fold 

changes of gene expression relative to uninfected mice after normalization to expression 

of ribosomal 18S RNA for each sample. Data represent the means ± SD of three 

independent experiments performed with three to four mice per group (unpaired Student's 

t-test, * p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001 and p < 0.0001). 
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Figure 6: ILG-p treatment reduces the recruitment of inflammatory cells into the 

airways of infected mice after influenza infection. Innate immune cell populations 

were characterized in the respiratory tract (airways (BAL) and lungs) of mock-treated 

(PR8) and ILG-p-treated mice (PR8 + ILG-p) by flow cytometry. Neutrophils (CD11bhi 

CD11clo Ly6G+), monocytes (CD11bhi CD11clo Ly6C+), NK cells (CD11blo CD11clo 

NK1.1+), DCs (CD11chi CD11bhi Ly6G+) and recruited macrophages (CD11chi F4/80+ 

CD11bhi) were identified on day 3 p.i. Data shown represent the means ± SD of two 

independent experiments performed with three to four mice per group (* p < 0.05, **p < 

0.01, *** p < 0.001 and p < 0.0001): 

Effect of ILG-p on the adaptive immune response to influenza 

Because ILG-p had an important effect on viral titers, cytokine and chemokine 

expression and innate cells recruitment, we asked whether ILG-p also had an effect on 

the adaptive immune response. Recruitment of influenza specific CD8+ T cells to the 
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lungs of infected mice depends on the expression of chemokines, such as CCL3, CCL4, 

CCL5; and CXCL10 [28]. Therefore, we first evaluated the relative gene expression of 

these chemokines and that of other inflammatory cytokines. Our results showed an 

increased expression of TNF-α (7.7-fold), IL1-β (3.2-fold), IFN-γ (50.2-fold), CCL3 

(33.4-fold), CCL4 (25.9-fold), CCL5 (44.4-fold) and CXCL10 (195.0-fold) at day 8 p.i. 

We also observed that ILG-p treatment significantly decreased the expression of IFN-γ (-

45 %) and CCL5 (-25 %) in the lungs of infected mice (Figure S3-C and F, respectively; 

PR8 vs PR8 + ILG-p). However, we did not observe differences in the expression of the 

other measured cytokines and chemokines: TNF-α, IL-1β, CCL3, CCL4 and CXCL10; 

(Figure S3 A, B, D, E and G; PR8 vs PR8 + ILG-p). We next examined the impact of 

ILG-p treatment on the recruitment of activated effector CD8+ T cells (CD8+ CD44hi 

CD62Llo) T cells into lungs and airways of mice at day 8 p.i. Flow cytometry analyses 

revealed an important recruitment of total effector CD8+ T cells into the airways (BAL; 

3.0 × 107 cells) and lungs (2.4 × 107 cells) of mice infected with PR8 compared with 

uninfected mice (BAL; 9.9 × 104 cells and lungs; 2.1 × 105 cells) (Figure 7 A and B, 

respectively; uninfected vs PR8). Interestingly, treatment with ILG-p led to a significant 

decrease of effector CD8+ T cells recruited into the BAL (-40 %) and the lungs (-63 %) 

(Figure 7 and B, respectively; PR8 vs PR8 + ILG-p). We next determined whether ILG-p 

also influenced the recruitment of influenza-NP specific effector CD8+ T cells to the site 

of infection. Indeed, Figure 7 shows that IFN-γ NP-specific effector CD8+ T cells were 

recruited in greater numbers into the airways of mock-treated mice (BAL; 1.7 × 107 cells 

and lungs; 2.9 × 105 cells) in comparison with the ILG-p treated mice (BAL; 1.0 × 107 

cells and lungs; 1.0 × 105 cells).  

These results indicate that ILG reduce the influenza specific immune response and this 

could partially explain the reduce morbidity observed in treated-mice. 
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Figure 7: ILG-p reduces the number of effectors CD8+ T cells in the respiratory 

tract of infected mice. At day 8 p.i., CD8+ T cells (CD8+ CD44hi CD62Llo) and the virus 

NP-specific effectors cells (CD8+ CD44hi CD62Llo IFNγ+) were analyzed in the BAL and 

lungs of mock-treated (PR8) and ILG-p treated mice (PR8 + ILG-p) by flow cytometry. 

Data shown represent the means ± SD of two independent experiments performed with 

three to four mice per group (* p < 0.05 and *** p < 0.001). 
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Figure S3: The administration of ILG-p reduces IFN-γ expression in the lungs of 

infected mice. At 8 days p.i., the lungs were harvested, homogenized in Ribozol RNA 

extraction reagent. RNA was extracted and real-time polymerase chain reactions were 

performed to quantify the gene expression of TNF-α (A), IL-1β (B), IFN-γ (C), CCL3 

(D), CCL4 (E), CCL5 (F) and CXCL10 (G) in the lungs of mice from the different 

treatment groups. Data shown represent the n-fold changes of gene expression relative to 

uninfected mice after normalization to expression of ribosomal 18S RNA for each 

sample. Data represent the means ± SD of three independent experiments performed with 

three to four mice per group (unpaired Student's t-test, **p < 0.01). 
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DISCUSSION 

Having previously demonstrated that 15d-PGJ2, a PPARγ and Nrf2 agonist, protects mice 

against severe influenza infection; in this study we investigated whether a more stable 

PPARγ/Nrf2 ligand could have a similar or better protective effect with the added 

benefits of having antiviral activity [8]. Using the mouse model of H1N1 influenza 

infection, we show that isoliquiritigenin (ILG) significantly reduces the severity of the 

infection as shown by significant reduction in morbidity and lung viral titers. Similar to 

15d-PGJ2, ILG treatment also reduced the gene expression of several overexpressed 

inflammatory cytokines and chemokines induced by influenza infection in the lungs of 

treated-mice. This is of particular interest since hypercytokinemia is considered as one of 

the main detrimental contributing factors in severe influenza infection outcome [11, 29, 

30]. 

Several studies have described the anti-inflammatory and antioxidant properties of ILG in 

various cell lines and several experimental conditions [19, 20, 25]. In this study, we 

observed that ILG is a dual agonist for the nuclear receptor PPARγ and the antioxidant 

factor Nrf2. In addition, we also show that ILG inhibits NF-B activation induced by 

TNF-α stimulation. These findings are supported by other studies that have independently 

shown that ILG induces PPARγ and Nrf2 activation and reduces NF-B nuclear 

translocation [18, 20, 26]. However, this study is the first to show that ILG is also able to 

inhibit NF-B dependent gene transactivation during influenza infection.  

Thus, suggesting that ILG could inhibit the expression of NF-B-dependent 

inflammatory cytokines induced after infection.  

Using purified recombinant influenza neuraminidases, ILG has previously been shown to 

have potent inhibitory activity on these enzymes in vitro (IC50 = 9.0 µM) [21]. However, 

it remained unknown whether ILG had antiviral activity against the whole virus in an 

infectious setting. Our data clearly show that ILG reduced influenza replication in human 

bronchial epithelial Calu-3 cells (EC50= 24.7 µM). To our knowledge, this is the first 

demonstration that ILG reduces influenza virus replication. Thus, this study adds 

evidence of the antiviral activity of this molecule.  

Among the signalling pathways activated by ILG, the Nrf2 pathway is of great interest. 

Indeed, this pathway regulates the expression of key antioxidant enzymes that are 
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involved in the neutralization of oxidants generated during viral infections. In addition, 

the Nrf2 pathway has also been demonstrated to exert antiviral effect against viruses such 

as hepatitis C, RSV and influenza viruses [31-35]. Interestingly, some studies showed 

that Nrf2 activators such as sulforaphane and epigallocatechin gallate significantly 

decrease influenza virus entry and replication in nasal and alveolar epithelial cells [32, 

36]. In this study, we clearly demonstrated that ILG activates the Nrf2 pathway and it is 

therefore conceivable that the activation of this pathway participates in the antiviral 

action of ILG. Precisely how this happens requires further investigation, but it could be 

mediated by some end products of antioxidant enzymes, whose expression is controlled 

by the Nrf2 transcription factor such as heme oxygenase 1 (HO-1) and NADPH quinine 

oxidoreductase 1 (NQO-1). For instance, HO-1 has been shown to regulate the immune 

response induced following influenza infection and to decrease lung tissue injury [37, 

38]. Interestingly, the end products of the HO-1 (carbon monoxide and biliverdin) have 

been shown to possess potent antiviral activity [34, 39]. 

Because excessive cytokine production contributes to the severity of influenza infection, 

we investigated the anti-inflammatory potential of ILG on the host lung response. Airway 

epithelial cells are the primary targets for influenza infection and upon infection they 

produce important levels of inflammatory cytokines [40]. Interestingly, the treatment of 

human bronchial epithelial cells with ILG significantly reduced the expression of the 

inflammatory cytokines induced after influenza infection. To our knowledge, this is the 

first observation of the anti-inflammatory role of ILG in the context of a viral infection. 

Our in vitro results indicate that the antiviral properties of ILG have minor consequence 

on the anti-inflammatory effect of ILG. In addition, our results clearly demonstrated that 

the PPARγ pathway mediated, at least in part, the anti-inflammatory effect of ILG. In a 

similar manner to what we observed with 15d-PGJ2 in a previous study, our results 

showed for the first time that the activation of PPARγ is a key molecular event by which 

ILG reduced influenza-induced cytokine gene expression [8].  

Because of the potent antiviral and anti-inflammatory activities of ILG in vitro, we used a 

mouse model of influenza infection to validate our results in vivo. We found that 

treatment of mice with ILG reduced the morbidity caused by PR8/H1N1 influenza 

infection. Indeed, our results clearly demonstrated that administering a soluble form of 
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ILG (ILG-p) to mice on day 0 until day 5 significantly reduced the weight loss of treated-

mice. The difference became apparent at day 5 post-infection but was more sustained 

after day 10 p.i. and up to day 17 p.i. This suggests that ILG modulates cellular and 

molecular events that allow a better recovery of infected mice. We believe that 

dampening the inflammatory response might be one of the mechanism by which ILG 

acted. Indeed, treatment of mice with ILG significantly decreased the mRNA expression 

of several inflammatory cytokines, namely TNF-α, IL1-β, and chemokines: CCL2, 

CCL3, CCL5, CXCL10 and MIP-2.  

The virus-induced cytokine response is necessary for the activation of the immune system 

and to eliminate the viruses, but as previously discussed, hypercytokinemia can also lead 

to host lung damage [5, 41]. Therefore, its dampening to lower levels would reduce the 

severity of the damages and lower the mortality. Indeed, and in agreement with our 

findings, we and others have showed that the activation of PPARγ by 15d-PGJ2 or 

rosiglitazone protected mice against influenza infection by reducing the inflammatory 

response induced after infection [8, 16]. However, because of its intrinsic antiviral 

activity, ILG in contrast to 15d-PGJ2 and rosiglitazone, may have inhibited the influenza 

virus replication in the lungs of infected mice. Therefore, the antiviral, the anti-

inflammatory and the antioxidant properties of ILG, together might have contributed to 

the beneficial effect of this molecule. Thus, this molecule acts as a cocktail-like drug in 

the treatment of influenza infection. 

The reduction observed in lung cytokine gene expression after ILG-p treatment prompted 

us to verify if it also attenuated the infiltration of immune cells into the lungs. We first 

evaluated this hypothesis by performing flow cytometric analyses of the innate immune 

cell populations recruited into the airways of infected mice 3 days post-infection. The 

administration of ILG in infected mice led to an important reduction in the numbers of 

neutrophils, NK, monocytes, dendritic cells and macrophages. During viral infections, 

this acute inflammatory cell response is necessary to contain pathogens, but on the other 

hand, the infiltrated leukocytes also contribute to the production of cytokines, reactive 

oxygen species (ROS) and nitric oxide that can cause lung damages. 
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Although CD8+ CTLs play an important role in clearing virus infected cells, it is well 

known that they also can exacerbate pathology and cause mortality at higher viral doses 

of infection.  

Indeed, an improper recruitment of effector CD8+ T cells with high cytolytic activity can 

significantly contribute to the immunopathology caused by the influenza virus [42-45]. 

The activation of CD8+ T cells occurs in the lymph nodes following antigen recognition 

through the TCR. This leads to the downregulation of CD62L expression on CD8+ T cells 

and to the upregulation of the CD44 surface marker [46]. Effector CD8+ T cells (CD8+ 

CD44hi CD62Llo) then migrate to the lungs governed by gradients of chemokines such as 

CCL3 and CXCL10, which act through CCR5 and CXCR3 receptors expressed on the 

surface of the T cells [28]. In this study, we demonstrated that mouse treatment with ILG-

p reduced the number of effector CD8+ T cells (CD8+ CD44hi CD62Llo) and the virus-

specific effectors (NP-CD8+ CD44hi CD62Llo IFNγ+) that migrate into the airways of 

infected mice. The analyses of the gene expression of several chemokines in the lungs of 

the mice at day 8 p.i revealed that only the expression of chemokine CCL5 was reduced 

in the airways of ILG-p-treated mice compared to untreated mice. We did not observe 

any significant decrease in the expression of other chemokines such as CCL3 and 

CXCL10 in the lungs of treated mice (Figure S3). Thus, the lower number of CD8+ T 

cells in the airways of ILG-p-treated mice seems unlikely to be mediated through the 

reduced expression of chemokines, unless CCL5 is an essential mediator for CD8+ T cell 

migration. This chemokine is known to be involved in the recruitment of T cells into the 

lungs during influenza infection, but whether its expression is essential is unknown. 

Although the reduced number of CD8+ T cells is more likely attributable to the early 

reduction in lung viral loads in ILG-treated mice, the analysis of chemokine gene 

expression at day 6 p.i., might provide further explanations of the lower number of 

effector CD8+ T cells. In agreement with this hypothesis, a previous study has shown that 

the PPARγ agonist pioglitazone decreased the early expression of CCL2 and CCL7 

chemokines and ultimately the recruitment of tipDCs to the airways, which translated 

into reduced morbidity of infected mice.  

These tipDCs were shown to play an important role in the proliferation of influenza-

specific CD8+ T cells and their recruitment in infected lungs [17]. Thus, our study 
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revealed that reducing the hyperactivity of the immune system with the 

immunomodulatory properties of ILG-p can attenuate the severity of the infection. The 

decrease in effector CD8+ T cells in the lungs of treated mice correlated with a reduced 

expression of IFN-, a cytokine characteristically produced by activated virus-specific 

CD8+ T cells during influenza infection [47]. This reduction in IFN- gene expression is 

unlikely to affect the clearance of the virus since lung viral titers have already 

considerably decreased by this time point during influenza infection.  

Collectively, our study demonstrated that ILG is a dual PPARγ and Nrf2 agonist with 

antiviral and anti-inflammatory properties that protects against influenza virus infection. 

Specifically, we showed that a treatment with a more soluble form of ILG led to reduced 

morbidity, viral titers, inflammatory cytokine and chemokine expression, and recruitment 

of inflammatory cells into the airways of infected mice. Therefore, our results add value 

to previous published studies suggesting that targeting PPARγ has beneficial effects 

during influenza challenge. Moreover, our results suggest that novel influenza antiviral 

drugs could be developed based on the intrinsic activities of ILG that combines antiviral, 

anti-inflammatory and antioxidant properties. Finally, it is worth considering that 

targeting the PPARγ pathway with drugs such as ILG to treat other inflammatory or 

infectious disorders where excessive immune responses contribute to the pathology. 
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Table 1. PCR primer sequences used for gene expression analysis 

Gene name Primer sequence 

Human TNF-α Fw: 5-TCTCGAACCCCGAGTGACAA-3 

Rv: 5-TGAAGAGGACCTGGGAGTAG-3 

Human IFN-α Fw: 5-AGCCATCTCTGTCCTCCATGA-3 

Rv: 5-CATGATTTCTGCTCTGACAACC-3 

Human IFN-β Fw: 5-GCTCTCCTGTTGTGCTTCTCCAC-3 

Rv: 5-CAATAGTCTCATTCCAGCCAGTGC-3 

Mouse TNF-α Fw: 5-CCAAAGGGATGAGAAGTTCC-3 

Rv: 5-CTCCACTTGGTGGTTTGCTA-3 

Mouse IL-1-β Fw: 5-AAGGAGAACCAAGCACGACAAAA-3 

Rv: 5-TGGGGAACTCTGCAGACTCAAACT-3 

Mouse IL-6 Fw: 5-TGATGCACTTGCAGAAAACAA-3 

Rv: 5-GGTCTTGGTCCTTAGCCACTC-3 

Mouse IFN-β Fw: 5-AGCTCCAAGAAAGGACGAACAT-3 

Rv: 5-GCCCTGTAGGTGAGGTTGATCT-3 

Mouse IFN-γ Fw: 5-TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA-3 

Rv: 5-TGGCTCTGCAGGATTTTCATG-3 

Mouse CCL2 Fw: 5-GCTCTCTCTTCCTCCACCA-3 

Rv: 5-GCGTTAACTGCATCTGGCT-3 

Mouse CCL3 Fw: 5-ACTGCCTGCTGCTTCTCCTAC-3 

Rv: 5-AGGAAAATGACACCTGGCTGG-3 

Mouse CCL5 Fw: 5-TCGTGCCCACGTCAAGGAGTATTT-3 

Rv: 5-TCTTCTCTGGGTTGGCACACACTT-3 

Mouse CXCL10 Fw: 5-GGATGGCTGTCCTAGCTCTG-3 

Rv: 5-TGAGCTAGGGAGGACAAGGA-3 

Mouse MIP2 Fw: 5-AGTGAACTGCGCTGTCAATGC-3 

Rv: 5-AGGCAAACTTTTTGACCGCC-3 

Human/Mouse 18S Fw: 5-AGGAATTGACGGAAGGGCAC-3 

Rv: 5-GGACATCTAAGGGCATCACA-3 
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Résumé : Les protéases de type trypsine du tractus respiratoire telles que les protéases à 

sérines transmembranaires de type II (TMPRSS2) sont impliquées dans l'activation 

protéolytique de l'hémagglutinine du virus influenza, un processus qui est indispensable 

pour rendre le virus infectieux. Quelques études ont indiqué que l’utilisation des 

antioxydants (agonistes de Nrf2) peut moduler l’activité de ces protéases. Cependant, si 

Nrf2 est impliqué dans le rôle antiviral de ces molécules, son mécanisme n’est pas bien 

défini. Dans cette étude, nous avons démontré pour la première fois la relation entre 

l'activation de la voie Nrf2, l'induction de l’inhibiteur des protéases SLPI et l'inhibition de 

l'activité de la TMPRSS2 (une des protéases clés dans l’activation du virus influenza) par 

SLPI, dans la protection contre l'infection par le virus influenza. En effet, nous avons 

observé que l'activation de la voie Nrf2 par son agoniste synthétique CDDO-me induit 

l’expression de l’antiprotéase SLPI, ce qui diminue l’activité des protéases à sérine, et par 

conséquent réduit la réplication du virus dans les cellules épithéliales bronchiques 

humaines Calu-3. De plus, nous avons montré qu’en supprimant l’expression de Nrf2 et 

de SLPI, avec des siRNA dirigés contre ces deux gènes, l’activité antivirale de CDDO-

me est complètement abrogée. 

Enfin, nous avons démontré que le traitement avec la protéine SLPI humaine 

recombinante réduit la réplication du virus influenza dans les Calu-3 et dans les cellules 

MDCK sur-exprimant la protéase TMPRSS2. En conclusion, cette étude décrit un 

mécanisme par lequel des activateurs de Nrf2 protègent les cellules épithéliales contre 

une infection par le virus de la grippe. En effet, nous dévoilons la relation entre 

l’activation de la voie Nrf2, l’induction de l’antiprotéase SLPI, l'inhibition de l'activité de 

la TMPRSS2 par SLPI et la diminution de la réplication virale. Cette étude pourrait donc 

favoriser le développement des nouvelles stratégies pour le traitement de la grippe basées 

sur les agonistes de Nrf2. 
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ABSTRACT  

Trypsin-like serine proteases of the respiratory tract such as type II transmembrane serine 

proteases are involved in the proteolytic activation of influenza A virus (IAV) hemagglutinin, a 

process that is indispensable for virus infectivity. Reports suggest that the induction of 

antiproteases such as secretory leukocyte peptidase inhibitor (SLPI) with antioxidant molecules 

can reduce IAV replication in vitro. Other studies have demonstrated that the antioxidant factor 

Nrf2 exhibits antiviral activity during IAV challenge. In this study, we demonstrated for the first 

time the relationship between the activation of the Nrf2 antioxidant pathway and the induction of 

the antiprotease SLPI, and the inhibition of TMPRSS2 activity by SLPI in the protection against 

influenza virus infection. Indeed, we demonstrated that the induction of the Nrf2 pathway using 

bardoxolone (CDDO-me) potently inhibits IAV replication in human bronchial epithelial Calu-3 

cells in an SLPI-dependent manner. We showed that Nrf2 knockdown with siRNA suppressed 

CDDO-me antiviral activity. We further demonstrated that SLPI knockdown also abolished the 

antiviral activity of CDDO-me. Furthermore, we demonstrated that Nrf2 activation leads to the 

induction of SLPI expression, which in turn decreases the proteolytic activity of TMPRSS2 

resulting in decreased IAV replication. Finally, we showed that treatment with recombinant SLPI 

reduced IAV replication in human bronchial epithelial cells and in TMPRSS2-overexpressing 

MDCK cells. Our study thus defines a mechanism by which Nrf2 activators protect human 

bronchial epithelial cells against influenza virus infection.  
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IMPORTANCE  

Year after year, influenza viruses continue to pose a threat to humans. To become infectious and 

establish infection in the host, the influenza virus needs to be activated through the cleavage of its 

surface hemagglutinin by host cell proteases. Therefore, understanding how the activity of these 

host proteases is regulated might help to identify novel therapeutic molecules. In this study, we 

show for the first time that CDDO-me inhibits influenza virus replication by activating the 

antioxidant Nrf2 pathway, which induces the expression of the antiprotease SLPI in lung 

epithelial cells. Finally, we demonstrate that SLPI inhibits the activity of the protease TMPRSS2, 

which cleaves the influenza virus hemagglutinin and promotes virus replication. Collectively, our 

results revealed the Nrf2-SLPI pathway as a potential therapeutic target to interfere with 

influenza activation and to control influenza infection.  
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INTRODUCTION 

Influenza A viruses (IAV) represent a worldwide threat to global public health and are 

responsible for seasonal epidemics and pandemics. The World Health Organization estimates 3 to 

5 million cases of severe illness and up to 500 000 deaths worldwide to be caused by the virus 

each year. Due to the genetic mutations of influenza virus that occur during replication, the virus 

can produce variants that can escape from the immune system and that can become resistant to 

current antivirals (1-3). Therefore, it is primordial to understand how the virus interacts with its 

host and the basic mechanisms involved in host defense against the virus in order to identify new 

molecules or approaches that could lead to the development of new therapeutic drugs for 

influenza treatment.  

 

Upon virus entry in airway epithelial cells, the proteolytic cleavage of influenza hemagglutinin 

HA0 into subunits HA1 and HA2 occurs and is essential for influenza virus infectivity. This 

cleavage is mediated by host trypsin-like serine proteases expressed by epithelial cells (4). 

Several studies have identified specific host proteases expressed in the respiratory epithelium 

such as type II transmembrane serine proteases (TTSPs) that are involved in influenza HA 

activation and viral infectivity. These TTSPs include transmembrane protease, serine 2 (TMPRSS 

2), TMPRSS4, human airway trypsin-like protease (HAT), mosaic serine protease large-form 

(MSPL) and matriptase (5-10). TTSP activity can be reduced by endogenous protease inhibitors 

such as secreted serpins (α1-antitrypsin; serpinA1, anti-thrombin III; serpinC1, plasminogen-

activator inhibitor 1 (PAI-1; serpinE1) and α2-antiplasmin; serpinF2) and by the hepatocyte 

growth factor activator inhibitor type 1 (HAI-1) (11-13). Interestingly, the secretory 

leukoprotease inhibitor (SLPI) has been shown to inhibit the activity of serase-1B, a splice 

variant of polyserase-1/TMPRSS9 (14). SLPI is constitutively expressed and secreted in the 

mucosal surfaces of various tissues and limits the acute inflammatory response during host 

defense and protects epithelial tissues from the action of serine proteases (15-17). SLPI was 

shown to inhibit influenza replication in vitro as well as in a rat model of influenza infection but 

the target proteases inhibited in vivo remain to be identified (18-20).  

 

The Nrf2 antioxidant pathway has been shown to decrease influenza replication and to reduce 

inflammation and cell injury upon infection (21-23). Nrf2 is a ubiquitously expressed 

transcription factor belonging to the basic leucine zipper family and in the lungs is found 
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predominantly in the epithelium and in alveolar macrophages (24, 25). The Nrf2 protein has a 

high turnover with a half-life of approximately 10–20 min because Nrf2 is sequestered in the 

cytosol by a Keap1 homodimer, which targets Nrf2 for constitutive degradation (26, 27). In the 

literature, molecules that interact with Keap1, promote the release of Nrf2 and that block Nrf2 

degradation are commonly called Nrf2 activators (28). The gene expression of several phase II 

antioxidant enzymes is regulated by Nrf2 through its binding to antioxidant response elements 

(AREs) found on their promoters (29). In a mouse model of influenza infection, Nrf2 was shown 

to be protective under oxidative stress conditions induced by cigarette smoke exposure (CS) (30). 

The rate of mortality, lung inflammation and the extent of lung damages were higher in Nrf2-

deficient mice infected and exposed to CS compared to wild-type mice suggesting that Nrf2 is 

crucial factor for protection against the infection and in the resolution of the disease. However, it 

is not clear by which mode of action Nrf2 exerts its antiviral activity. For instance, two 

independent studies showed that the epigallocatechin gallate (EGCG), a well-known Nrf2 

activator, reduced influenza replication in MDCK cells by inhibiting influenza virus 

neuraminidase activity and by disrupting the integrity of the viral envelope (31, 32). In addition, 

EGCG was shown to affect influenza virus entry and to increase the expression of antiviral 

mediators such RIG-I, IFN-β, and MxA in nasal epithelial cells (22). In contrast, Nrf2 

overexpression did not induce the expression of antiviral genes in alveolar type I-like cells but 

rather activated antioxidant mechanisms responsible for the cellular protection against IAV (21). 

Therefore, in this study, we sought to elucidate the mechanisms mediating the antiviral activity of 

Nrf2. For this purpose, we tested the antiviral activity of the triterpenoid methyl 2-cyano-3,12-

dioxooleana-1,9(11)dien-28-oate (CDDO-me or bardoxolone), a potent synthetic Nrf2 activator, 

against influenza viruses in human bronchial epithelial cells (33, 34). Here, we show that CDDO-

me increased the expression of the protease inhibitor SLPI, in an Nrf2-dependent manner, which 

in turn decreased the activity of the TMPRSS2 protease leading to reduction of IAV replication in 

human bronchial epithelial Calu-3 cells. We also demonstrated that Nrf2 or SLPI knockdown 

abolished the antiviral activity of CDDO-me. Finally, we show that recombinant SLPI reduced 

influenza replication in human bronchial epithelial cells and in TMPRSS2-overexpressing 

MDCK cells. Taken together, our findings show that modulation of the antiprotease SLPI 

expression using Nrf2 activators such as CDDO-me could be an interesting therapeutic strategy 

to reduce influenza infection. 
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MATERIAL AND METHODS 

 

Chemicals and products 

Methyl 2-cyano-3,12-dioxooleana-1,9(11)dien-28-oate (CDDO-me) was purchased from Cayman 

Chemical. Sulforaphane (SFN) was purchased from Alexis Biochemical. CDDO-me and 

sulforaphane were dissolved in DMSO. The RNA Extraction Reagent RiboZol was purchased 

from Amresco. Recombinant human SLPI was purchased from Life Technologies (10343-H07B-

25). Recombinant HAT was a generous gift of Dr. Richard Leduc (Institut de pharmacologie de 

Sherbrooke).  

 

Cell lines and viruses 

Human bronchial epithelial cells (Calu-3; HTB-55), Madin Darby canine kidney cells (MDCK; 

CCL-34) and human embryonic kidney cells (293T; CRL-3216) were obtained from American 

Type Culture Collection. Cells were cultured using standard methods at 37°C in 5% CO2/95% air 

in EMEM (Calu-3 and MDCK) or DMEM (293T) supplemented with 10% FBS, antibiotics 

(streptomycin 100 mg/ml and penicillin 100 U/ml), 5% sodium pyruvate, 5% nonessential amino 

acids, and 2 mM L-glutamine (complete EMEM; Wisent Inc.). For air-liquid culture of Calu-3, 

cells were seeded in Transwell inserts (0.4-µm-pore-size membrane) and cultured initially with 

EMEM (added in upper and lower chambers). Upper chamber medium was removed 24h after 

seeding. Cells were cultured for 10 days to reach confluence and to allow tight-junction 

formation. The MDCK cell line expressing human TMPRSS2 (MDCK-TMPRSS2) was 

generated by transfecting MDCK cells with the pcDNA3.1-TMPRSS2-myc-His plasmid, which 

contains the cDNA encoding the human transmembrane protease serine 2 isoform 2 

(NM_005656). MDCK cells were transfected using the Amaxa Nucleofector II device (Lonza) 

using the A-024 program. Transfectants were selected with G418 (500 µg/ml; Wisent Inc.) and 

then further cultivated in medium containing this antibiotic. Original viral stocks of the mouse-

adapted strains A/Puerto Rico/8/34 (H1N1; PR8) and A/Hong Kong/X-31 (H3N2; X-31) were 

provided by Dr. David Topham (University of Rochester Medical Center). X-31 and PR8 viruses 

were amplified in 10-day-old embryonated hens' eggs as described previously (35). p2009/H1N1 

(A/California/7/2009-like) was an isolate of the 2009 H1N1 pandemic virus that was obtained 

from Hugues Charest (Institut National de Santé Publique du Québec) and was propagated in 

MDCK cells.  
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Luciferase assays 

The day before transfection, 293T cells (1.5 x 105) were plated in 24-well tissue culture-treated 

plates. Cells were transiently transfected with the 0.1 µg of hQR41-Luc plasmid (which contains 

a single copy of ARE derived from the human NQO1 promoter; kindly provided by Dr. Jeffrey 

Johnson, University of Wisconsin) using FuGENE6 transfection reagent (Promega) (36). The 

day after transfection, cells were treated with SFN (10 µM) or CDDO-me (0.1 µM) for 24 h. The 

cell lysates were then assayed for luciferase activity using the luciferase assay system from 

Promega. 
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Immunoblotting 

Calu-3 cells were harvested at 48 h post-treatment with DMSO or CDDO-me and cell lysates 

were prepared using lysis buffer (Tris 20 mM, EDTA 2 mM, NaCl 137mM, Triton X-100 0.5%, 

Leupeptin 10 µg/ml, Aprotinin 10 µg/ml, Pepstatin 10 µg/ml and PMSF 1mM). After 

centrifugation, total protein concentrations were determined by Bradford protein assay (Bio-Rad). 

25 or 50 µg of cellular lysates were subjected to 12% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred to nitrocellulose (Amersham Hybond ECL, GE 

Healthcare). Proteins were detected using specific antibodies to Nrf2 (#12721 (D1Z9C); Cell 

Signaling Technology Inc.), SLPI (4249; ProSci) and GAPDH (AM4300; Ambion). Antigen-

antibody complexes were stained with anti-rabbit or anti-mouse, horseradish peroxidase-

conjugated antibodies (1:10000, GE Healthcare) and detected with Amersham ECL Prime 

Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare). Films were scanned using a dual lens 

Epson Perfection v700 Photo scanner and the EPSON Scan Ver. 3.25A software (Epson). 

Quantification of protein-band intensities was performed by densitometric analysis using NIH 

ImageJ software. Densitometry results are presented as fold induction where the ratio of each 

Nrf2 or SLPI lane to its GAPDH lane is normalized to the ratio of the control (vehicle-treated 

cells). 

 

Real-time polymerase chain reaction analyses  

Total RNA was extracted from Calu-3 cells using Ribozol reagent according to the 

manufacturer’s protocol. 500 ng of the resulting RNA was then reverse transcribed using iScript 

reverse transcription supermix for RT-qPCR kit (Bio-Rad). Real-time polymerase chain reactions 

were performed with the iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad). Amplification plots were 

generated using the Rotorgene 6000 Application software version 1.7 (Corbett Research), and 

fold induction was calculated using the 2ΔΔCt method using 18S expression for normalization. The 

sequence of primers used are: 18S: Fw: 5-AGGAATTGACGGAAGGGCAC-3 and Rv: 5-

GGACATCTAAGGGCATCACA-3; SLPI: Fw: 5-TGCCTGGATCCTGTTGACAC-3 and Rv: 

5-CAGGAATCAAGCTTTCACAGGG-3; TNF-α: Fw: 5-TCTCGAACCCCGAGTGACAA-3 

and Rv: 5: TGAAGAGGACCTGGGAGTAG; IL-1β: Fw: 5-

TTCTTCGACACATGGGATAACG -3 and Rv: 5-TGGAGAACACCACTTGTTGCT-3; IL-6: 

Fw: 5-TAATGGGCATTCCTTCTTCT-3 and Rv: TGTCCTAACGCTCATACTTTT.  
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ELISA analysis of SLPI protein 

Calu-3 cells were stimulated with DMSO or CDDO-me and cell supernatants were harvested at 

24h or 48 h post-treatment and stored at -70°C. Cell supernatants were analyzed for SLPI protein 

content using commercially available ELISA (R&D Systems) according to the manufacturer’s 

instruction. 

 

Cell viability assays 

For cytoxicity assays, Calu-3 were seeded (5.0 × 104 cells/well in 96-well culture plates) and 

incubated at 37°C in complete medium for 24 h before drug treatment. Cells were cultured for 

48h with CDDO-me at various concentrations (0,01 µM-1 mM). At the end of the incubation 

period, cell viability was assessed using the XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4- nitro-5-sulfophenyl)-2 

H-tetrazolium-5-carboxanilide) assay (Life Technologies). The spectrophotometric absorbance of 

the samples was measured using a microplate reader (Thermomax microplate reader, Molecular 

Devices) at 450 nm with a reference wavelength of 690 nm. Each measurement was performed in 

triplicate and the data reported were mean values of at least 2 experiments. Cell viability (%) was 

calculated according to the following equation: Cell viability (%) = (Aλ450 of treated wells/Aλ450 

of control wells) × 100. CC50 values were calculated using nonlinear regression curve fit with a 

variable slope using GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad Software Inc.). 

 

Measurement of trypsin-like serine protease activity 

Fluorogenic substrate containing the consensus cleavage site for trypsin-like serine proteases 

(Boc-Gln-Ala-Arg-AMC) (R&D systems) was used to quantify the activity of proteases in the 

supernatants of CDDO-me- or SLPI-treated Calu-3 cells. To this end, Calu-3 cells were treated 

either with DMSO, CDDO-me (0.3 µM) or recombinant human SLPI (rhSLPI, 125 or 500 nM). 

The supernatants were then collected 12 h post-treatment (for SLPI treatment) or 24 h (for 

CDDO-me treatment). Enzyme activities were monitored by measuring the release of 

fluorescence (excitation, 360 nm; emission, 441 nm) from Boc-Gln-Ala-Arg-AMC (200 µM, 

Bachem Biosciences) induced by the proteases contained in 90µl of cell supernatant for 20 min at 

37 °C in a FLX-800 TBE microplate reader (Bio-Tek Instruments). The effect of recombinant 

human SLPI on TMPRSS2 activity was also assessed using supernatant of MDCK-TMPRSS2 

cells, which only expressed human TMPRSS2 as type II transmembrane serine protease. The 
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effect of recombinant human SLPI on HAT activity was also assessed using recombinant HAT. 

The results shown represent the velocity of the reaction (mFU/min).  

 

siRNA knockdown of Nrf2 and SLPI 

Nrf2 and SLPI were knocked down using specific siRNAs. Briefly, 2.5 x 105 Calu-3 cells were 

seeded into 24-well plates in complete EMEM. After 24 h, siRNAs targeting Nrf2 (sc-37030, 

Santa Cruz Biotechnology Inc.) or SLPI (sc-42977, Santa Cruz Biotechnology Inc.) were then 

used to knockdown the expression of these two proteins. The AllStars Negative Control siRNA 

was purchased from Qiagen and was used as control. siRNA transfections (20 nM) were carried 

out using Lipofectamine RNAiMax (Invitrogen). Cells were incubated for 72 h and then treated 

with DMSO or CDDO-me for 24 h. At this point, knockdown of Nrf2 or SLPI was determined by 

immunoblotting using specific antibodies. In separate experiments, cells were infected 72 h post-

siRNA transfection with PR8 virus (MOI of 0.01) to assess the role of Nrf2 and SLPI in CDDO-

me-mediated inhibition of influenza replication. Supernatants were collected 48 h p.i. and titrated 

as described below. 

In vitro antiviral assay  

Calu-3 cells were infected with PR8 (3x103 PFU/ml) for 1 hour and then treated with DMSO 

(vehicle control), CDDO-me (0.3 µM) or the indicated concentrations of recombinant human 

SLPI (rhSLPI). After 2 days, supernatants were collected and diluted 10-fold in series. To titrate 

the virus in supernatants, serial dilutions were used to infect MDCK cells seeded in 24-well 

plates for 1 h. MDCK were then washed with PBS and incubated in EMEM containing Avicel 

1.8% (FMC Biopolymer) and 1 μg/ml of TPCK-treated trypsin. After 48 h at 37°C 5% CO2, cells 

were washed and fixed with Carnoy fixative (methanol: acetic acid, 3:1) for 20 min at 4°C. Viral 

plaques were revealed by staining with 1% crystal violet solution in 20% methanol/water, 5–10 

min. Numbers of viral plaques were counted, and lung viral titers were calculated based on the 

dilution factor.  

 

Statistical analyses  

Comparison of data from two groups was analyzed using the unpaired Student’s t test. For 

comparison of more than two groups, one-way ANOVA (column data) or two-way ANOVA 

(grouped data) analyses were performed followed by the appropriate post-hoc test using 

GraphPad Prism 6 software. A p value < 0.05 was considered statistically significant (* p < 0.05; 
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** p < 0.01; *** p < 0.001 and **** p < 0.0001). Results are shown as means ± standard 

deviation (SD). 
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RESULTS 

CDDO-me activates Nrf2 and increases SLPI expression  

To clarify the antiviral mechanism mediated by Nrf2 activation during IAV replication, we used 

molecules that are known to release Nrf2 from its inhibitor Kelch-like ECH-associated protein 1 

(Keap1), thereby promoting Nrf2 translocation to the nucleus. First, we chose two known Nrf2 

activators: sulforaphane (SFN) and CDDO-me (37, 38). To compare the efficacy of the two 

compounds to promote Nrf2 activation, human embryonic kidney 293 cells (293T) were 

transfected with an ARE-luciferase reporter plasmid containing the Nrf2 response element. The 

next day after transfection, cells were treated with vehicle control (DMSO), SFN (10 µM) or 

CDDO-me (0.1 µM) for 24 h. While the two compounds were able to induce ARE-driven 

luciferase activity, CDDO-me was the most potent activator. Indeed, a 100-fold lower 

concentration of CDDO-me compared to SFN led to similar promoter activation (5.5-fold for 

CDDO-me vs 5.6-fold for SFN; Fig. 1A).  

Given the crucial role of the respiratory proteases during IAV replication and knowing that Nrf2 

can regulate the protease/antiprotease balance in the lungs, we evaluated if Nrf2 activation 

increased the expression of SLPI in human bronchial epithelial (Calu-3) cells (17). Calu-3 cells 

originate from a human pulmonary adenocarcinoma and have been well characterized as human 

bronchial epithelial cells with a mixed phenotype derived from submucosal gland serous cells 

(39, 40). Indeed, the Calu-3 cell line has been found to be the most appropriate cell line for 

studying bronchial epithelium, due to its closest resemblance to this epithelium in vivo (41). 

Treatment of Calu-3 cells with CDDO-me (0.3 µM) as well as with SFN (10 µM) for 24 h 

induced Nrf2 protein synthesis by 37-fold and 20-fold, respectively (Fig. 1B). This result was 

expected since Nrf2 can autoregulate its own expression through ARE-like cis-elements found in 

its promoter (42). Interestingly, CDDO-me and SFN treatments also induced the expression of 

the antiprotease SLPI protein (Fig. 1B, 28-fold and 21-fold, respectively), but did not affect the 

expression of proteases such as TMPRSS2 and HAT in Calu-3 cells (Fig. S1).  

 

Figure S1: CDDO-me treatment does not modify the expression of TMPRSS2 
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These results therefore suggest that Nrf2 activation affects the protease/antiprotease balance by 

inducing the expression of the antiprotease SLPI in Calu-3 cells. To gain more insight into Nrf2-

mediated regulation of SLPI, we analyzed SLPI mRNA and protein levels at different time points 

after CDDO-me treatment. SLPI gene expression increased by 3.6-fold at 12 h post-treatment and 

reached a maximum of 5.4-fold at 24 h post-treatment (Fig. 1C). Accordingly, SLPI intracellular 

protein level increased by 15-fold at 16 h post-treatment and increase up to 20-fold 48 h post-

treatment (Fig. 1D). Furthermore, CDDO-me treatment induced SLPI protein level in Calu-3 cell 

supernatants. Indeed, SLPI concentration in cell supernatants reached 3.2 ng/ml (2.9-fold increase 

compared to untreated cells) and 6 ng/ml (6-fold increase), 24 and 48 h post-treatment, 

respectively (Fig. 1E). It is noteworthy to mention that CDDO-me at concentrations lower than 

1µM did not have any cytotoxic effect in Calu-3 cells as well as in 293T cells. Using the XTT 

assay, we determined that the CC50 of CDDO-me is 2.86 µM in 293T cells and 4.87 µM in Calu-

3 cells after a 48-h incubation (Fig. 1F). Thus, these results demonstrate that CCDO-me treatment 

increases Nrf2 gene expression, induces Nrf2 stabilization and increases SLPI expression in 

human bronchial epithelial cells.  
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Figure 1: CDDO-me activates Nrf2 and increases SLPI expression. A) Human Embryonic 

kidney 293 T cells (293T) were transfected with 0.1 µg of ARE-luciferase reporter plasmid. Cells 

were then treated with DMSO (vehicle control), sulforaphane (SFN, 10 µM) or CDDO-me (0.1 

μM) for 24 h prior to cell lysis and luciferase activity measurement. B) Human bronchial 

epithelial cells (Calu-3) were treated with SFN (10 μM) or CDDO-me (0.3 μM) for 24 h. Total 

cell extracts were then prepared and analyzed for the expression of Nrf2 and SLPI proteins by 

immunoblotting. GAPDH protein expression was used as a loading control. Nrf2 and SLPI 

expression was normalized to GAPDH by densitometry, and results are reported as fold change 

over untreated cell ratio, which was set to 1. C) Calu-3 cells were treated with 0.3 µM of CDDO-

me for the indicated times. RNA was isolated and real-time polymerase chain reactions were 

performed to quantify SLPI gene expression. mRNA levels were normalized to ribosomal 18S 

expression and the results are presented as n-fold induction relative to DMSO-treated cells. D) 

Calu-3 cells were treated with CDDO-me (0.3 µM) for 16, 24, and 48 h. Total cell extracts were 

prepared and analyzed for the expression of Nrf2 and SLPI proteins by immunoblotting. Nrf2 and 

SLPI expression was normalized to GAPDH by densitometry, and results are reported as fold 

change over untreated cell ratio, which was set to 1. E) Calu-3 cells were stimulated with DMSO 

or CDDO-me and SLPI protein level in the supernatants was analyzed by ELISA assay at the 

indicated after stimulation. F) Cytotoxicity assessed by XTT cell viability assay in 293T and 

Calu-3 cells. CDDO-me concentrations reducing cell viability by 50% (CC50) were determined 

from dose-response curves. Data shown in the figure represent the mean ± SD of 3-5 independent 

experiments (**** p < 0.0001). 
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CDDO-me and SLPI decreases the activity of trypsin-like serine proteases 

Since CDDO-me treatment led to Nrf2 activation and increased SLPI expression, we next sought 

to evaluate if the activity of trypsin-like serine proteases was affected by this treatment in human 

bronchial epithelial cells. To answer this question, we quantified trypsin-like serine protease 

activity in the supernatant of treated Calu-3 cells using a fluorogenic substrate containing the 

consensus cleavage site for these proteases (Boc-Gln-Ala-Arg-AMC) (12). First, Calu-3 cells 

were treated with 0.3 µM of CDDO-me and the activity of trypsin-like serine proteases was 

quantified in the supernatants. Treatment with CDDO-me reduced trypsin-like serine protease 

activity by 52%. Indeed, while the velocity of the reaction was 6.4  104 fluorescence units (FU) 

min-1 in the supernatant from mock-treated cells, it was 2.7  104 FU min-1 in the supernatant of 

CDDO-me-treated cells (Fig. 2A). Furthermore, when Calu-3 cells were treated with 125 nM or 

500 nM of recombinant human SLPI, trypsin-like serine protease activity was reduced by 27% 

and 56%, respectively (Fig. 2B). Next, we sought to identify which trypsin-like serine proteases 

expressed by Calu-3 cells was inhibited by SLPI treatment. Among this class of proteases, 

TMPRSS2, a TTSP, is strongly expressed in Calu-3 cells and has been shown to proteolytically 

activates influenza viruses and promote its replication in vivo (5, 43). In order, to assess if the 

activity of this enzyme was affected by SLPI, we generated an MDCK cell line that only 

expressed (MDCK-TMPRSS2). In MDCK-TMPRSS2 cell supernatant, an important trypsin-like 

serine protease activity was observed (6.4  104 FU min-1). When MDCK-TMPRSS2 cell 

supernatant was incubated with recombinant human SLPI (125 nM or 500 nM), the trypsin-like 

serine protease activity was significantly reduced by 12% and 34%, respectively (Fig. 2C). In 

contrast, SLPI did not inhibit the activity of recombinant HAT (Fig. 2D).  
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Figure 2: CDDO-me and SLPI treatments decrease trypsin-like serine protease activity in 

human bronchial epithelial cells. Calu-3 cells were treated with CDDO-me (0.3 µM; A) or 

recombinant human SLPI (125 or 500 nM) B). Cell supernatants were collected 12h post-SLPI 

treatment or 24 h post-CDDO-me treatment and trypsin-like serine protease activity was 

examined using the fluorogenic substrate for trypsin-like proteases (Boc-Gln-Ala-Arg-AMC). C) 

The effect of recombinant human SLPI on TMPRSS2 activity was also assessed using 

supernatant of MDCK-TMPRSS2 cells. Cell supernatants were incubated with recombinant SLPI 

(125 and 500nM) and trypsin-like serine protease activity was analyzed. D) The effect of 

recombinant human SLPI (125 and 500nM) on HAT activity was also assessed using 

recombinant HAT. The velocity (mFU/min) of substrate hydrolysis was determined using an 

FLX-800 TBE microplate reader at an excitation wavelength of 360 nm and emission wavelength 

of 441 nm for 20 min. Data shown represent the mean ± SD of three independents experiments 

(**** p < 0.0001).  

 

CDDO-me treatment reduces influenza virus replication and inflammatory cytokine gene 

expression in human bronchial epithelial cells 

Influenza A virus require the proteolytic activation of its hemagglutinin by host proteases such as 

HAT, TMPRSS2, TMPRSS4 and matriptase to become infectious (4, 5, 7). Therefore, we next 

sought to investigate whether the induction of SLPI expression by CDDO-me treatment could 

interfere with IAV replication. For this purpose, submerged Calu-3 cells were infected with either 
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influenza PR8 (H1N1), X-31 (H3N2) or p2009/H1N1 viruses at an MOI of 0.01 and then treated 

with CDDO-me (0.3 µM) or the vehicle (DMSO) for 48 h. Viral titers in the supernatants were 

determined by standard viral plaque assays. CDDO-me treatment reduced the replication of all 

influenza strains tested (Fig. 3A). The PR8 virus was the most affected by CDDO-me treatment 

(87.4% viral titer reduction). CDDO-me treatment reduced X-31 and p2009/H1N1 replication by 

55% and 65%, respectively. Because IAV replication induces the production of type I interferons 

(IFN- and -) as well as many pro-inflammatory cytokines in epithelial cells (44, 45), we next 

evaluated if the production of these cytokines was affected by CDDO-me treatment in PR8-

infected Calu-3 cells. We observed that viral titer reduction caused by CDDO-me treatment was 

accompanied with a significant decrease in TNF-α (-45%; p = 0.0334), IL-1 (-42%; p = 0.0354) 

and IL-6 (-36%; p = 0.0150) gene expression (Fig. 3B). However, in contrast to previous reports 

studying the effect of Nrf2 activators in other cell types, we did not observe any further induction 

of type I interferon after CDDO-me treatment in infected Calu-3 cells (Fig. S2). This indicates 

that the CDDO-me antiviral effect is not mediated through increased production of type I IFN.  

 

Figure 3. CDDO-me exhibits antiviral and anti-inflammatory activities upon IAV infection. 

A) Calu-3 cells were infected with the PR8, X-31 or p2009/H1N1 viruses at an MOI of 0.01. 

After 1 h, infected cells were treated either DMSO (-) or CDDO-me (+; 0.3 μM). Supernatants 

were collected 48 h later and viral titers were determined by viral plaque assays. B) Calu-3 cells 

were infected with PR8 virus at an MOI of 1. After 1 hour, cells were treated with DMSO (-) or 
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CDDO-me (+; 0.3 µM) for 24 h. RNA was isolated and real-time polymerase chain reactions 

were performed with specific primers to quantify inflammatory cytokine gene expression. Data 

shown represent the mean ± SD of three independents experiments (* p < 0.05, *** p < 0.001 and 

**** p < 0.0001).  

0

2

4

6

8

1 0

I F N -

m
R

N
A

(
F

o
ld

 I
n

d
u

c
t
io

n
)

**

 

Figure S2: CDDO-me treatment decreases the expression of IFN-α 

 

Since the bronchial epithelium is polarized and is directly exposed to air in vivo, we evaluated if 

our findings with submerged cells could be translated in Calu-3 grown at an air-liquid interface 

(ALI) culture. Calu-3 cells cultured at an ALI undergo extensive mucociliary differentiation and 

reproduces the in vivo distribution of the airway lining where the epithelial cells face the airway 

lumen, and the basal pole of the cells is attached to the filter membrane. We first demonstrated 

that the treatment of differentiated polarized Calu-3 cells with CDDO-me induced the 

intracellular Nrf2 and SLPI protein expression. Indeed, Nrf2 and SLPI intracellular protein levels 

increased by 15-fold and 9-fold, respectively, 24h post-treatment (Fig. 4A). Accordingly, the 

level of secreted SLPI increased by 3-fold at the apical surface of polarized Calu-3 cells (Fig. 

4B). Then, we evaluated if CDDO-me treatment could interfere with IAV replication in 

differentiated polarized Calu-3 cells. To do so, cells grown at air-liquid interface on Transwell 

inserts were pre-treated either with CDDO-me or DMSO (vehicle) in the basal compartment or 

left untreated. Cells were then infected 24h later with PR8 influenza virus at an MOI of 0.01. 

After the adsorption period, the untreated group was treated with CDDO-me (0.3 µM). Viral 

titers at the apical surface were determined by standard viral plaque assays 48 h post-infection. 

The result demonstrated that a 24h pre-treatment or a treatment with CDDO-me immediately 

after the infection significantly reduced the replication of PR8 influenza virus in differentiated 
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polarized Calu-3 cells (Fig. 4C). Indeed, CDDO-me pre-treatment resulted in a 97.6% viral titer 

reduction, whereas CDDO-me post-infection treatment led to an 86.6% viral titer reduction. 

 

 

Figure 4 CDDO-me induces Nrf2, increases SLPI expression and reduces influenza 

replication in polarized Calu-3 cells grown at an air-liquid interface (ALI) A) Polarized 

Calu-3 cells cultured for 10 days at the air–liquid interface (ALI). At this time, cells were treated 

either with DMSO of CDDO-me in the basal compartment. Intracellular Nrf2 and SLPI protein 

expression were analyzed 24 h post-treatment by Western blots using total cellular lysates. 

GAPDH protein expression was used as a loading control. B) Secreted SLPI protein levels were 

also analyzed 24 h post-treatment following a PBS wash of the apical surface. C) Polarized Calu-

3 cells were treated with DMSO or CDDO-me (0.3µM; pre-treatment) for 24 h or left untreated. 

Cells were then infected with PR8 virus at an MOI of 0.01. After the 1-hour adsorption period, 

cells were washed and the cells from the untreated group were exposed to CDDO-me (0.3 µM; 

post-infection). The apical surface of the monolayer was washed with incomplete medium 48 h 

post-infection and viral titers were determined by viral plaque assays. Data shown represent the 

mean ± SD of three independents experiments (**** p < 0.0001). 

 

CDDO-me antiviral activity is dependent on Nrf2 and SLPI expression  

To further demonstrate that the antiviral activity of CDDO-me treatment is mediated by the 

activation of Nrf2 and the induction of SLPI, Calu-3 cells were transfected with either scrambled 
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nonspecific siRNA (siRNA Ctrl) or Nrf2-specific siRNA (siRNA Nrf2). Transfected cells were 

treated with CDDO-me 72 h after transfection. Western blot analyses confirmed that Nrf2-

specific siRNA transfection resulted in complete Nrf2 knockdown before CDDO-me stimulation 

(Fig. 5A). As mentioned above, a 24h-treatment with CDDO-me strongly induced SLPI protein 

expression in scrambled siRNA transfected cells (23-fold). In contrast, the induction of SLPI 

protein expression was significantly reduced in absence of Nrf2 (siRNA Nrf2, 2.2-fold; Fig. 5A). 

This result confirmed that Nrf2 is a key regulator of SLPI gene expression in Calu-3 cells. Next, 

we evaluated if the antiviral effect of CDDO-me is dependent on Nrf2. For this purpose, siRNA 

Ctrl- or siRNA Nrf2-transfected Calu-3 cells were infected with PR8 for 48 h in presence or 

absence of CDDO-me. As expected, CDDO-me decreased PR8 replication by approximately 1-

log in siRNA Ctrl-transfected cells. However, the antiviral effect of CDDO-me was completely 

abrogated when Nrf2 expression was silenced (Fig. 5B). Finally, to evaluate if the antiviral 

activity of CDDO-me is dependent on SLPI expression, Calu-3 cells were transfected with an 

SLPI-specific siRNA and complete SLPI knockdown was confirmed by immunoblotting (Fig. 

5C). SLPI knockdown completely abolished the inhibition of PR8 replication caused by CDDO-

me treatment (Fig. 5D).  
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Figure 5. The antiviral activity of CDDO-me depends on Nrf2 and SLPI expression. 

A) Calu-3 cells were transfected with either scrambled siRNA (siRNA Ctrl) or siRNA against 

Nrf2 (siRNA Nrf2). After 72 h, cells were treated with DMSO (-) or CDDO-me (+; 0.3 µM) for 

24 h. Total cell extracts were analyzed for the expression of Nrf2 and SLPI proteins by 

immunoblotting and quantified by densitometry. B) Calu-3 cells were transfected with either 

scrambled siRNA (siRNA Ctrl) or siRNA against Nrf2 (siRNA Nrf2). After 72 h, the cells were 

infected with the PR8 virus at a MOI of 0.01 for 1 h. Infected cells were then treated either 

DMSO (-) or CDDO-me (+; 0.3 μM) for 48 h. Supernatants were collected and viral titers were 

determined using viral plaque assays. C) Calu-3 cells were transfected with either scrambled 

siRNA (siRNA Ctrl) or siRNA against SLPI (siRNA SLPI). After 72 h, cells were infected with 

the PR8 virus at a MOI of 0.01. After 1 h, infected cells were treated either DMSO (-) or CDDO-

me (0.3 μM) for 48 h and supernatants were collected to quantify viral titers using viral plaque 

assays. Experiments were repeated three times and data represent the mean ± SD (*** p < 0.001 

and **** p < 0.0001).  

 

Recombinant SLPI decreases IAV replication in epithelial cells 

To evaluate the role of SLPI in the inhibition of host proteases and in the inhibition of influenza 

replication in human bronchial epithelial cells, Calu-3 cells were infected with PR8 at an MOI of 

0.01 and treated simultaneously with recombinant human SLPI (rhSLPI; 500 nM) for 48 h. The 

analysis of viral titers in cell supernatants revealed that the addition of rhSLPI significantly 

reduced viral replication (-51%, p < 0.0001; Fig. 6A). Interestingly, the addition of SLPI 24h 

post-infection resulted in a similar reduction in viral replication (-49.3%, p < 0.0001; Fig. 6B). 

Next, we sought to identify which trypsin-like serine proteases expressed by Calu-3 cells was 

inhibited by SLPI treatment. Among the TTSPs, TMPRSS2 is strongly expressed in Calu-3 cells 

and has been shown to proteolytically activates influenza viruses and promote its replication in 

vivo (5, 43). In order, to assess if the activity of this enzyme was affected by SLPI, we generated 

a TMPRSS2-overexpressing MDCK cell line. As opposed to the standard MDCK cell line that 

necessitates the addition of exogenous enzyme to promote influenza replication, the TMPRSS2-

overexpressing MDCK cell line readily promote influenza infection upon infection. Interestingly, 

we observed that treatment of these cells with rhSLPI significantly decreased viral titers in a 

dose-dependent manner (-24.6% at 125 nM, p = 0.0010; -34.5% at 250 nM, p = 0.0029; and -

63.0% at 500 nM, p < 0.0001; Fig 6C). To evaluate if SLPI could also inhibit another protease 

involved in IAV replication, standard MDCK cells were infected with the PR8 virus and treated 

with exogenous recombinant HAT in presence or not of rhSLPI. This protease has been reported 

to be expressed in human airway epithelial cells and has been shown to be capable of cleaving 

HA (6). The addition of HAT on MDCK infected cells promoted multicycle influenza replication 
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(Fig. 6D). However, in contrast to what was observed in TMPRSS2-overexpressing MDCK cells, 

no significant difference in HAT-induced influenza replication was observed between untreated 

and SLPI-treated cells (Fig. 6D). Thus, these results identify TMPRSS2, but not HAT, as a target 

of the antiprotease SLPI during IAV replication.  

 

Figure 6: Recombinant human SLPI decreases IAV replication by interfering with 

TMPRSS2 activity. A) Calu-3 cells were infected with the PR8 virus at an MOI of 0.01 for 1 h. 

The infected cells were then left either untreated (-) or treated with rhSLPI (500 nM). After 48 h, 

supernatants were collected and viral titers were determined using viral plaque assays. B) Calu-3 

cells were infected with the PR8 virus at an MOI of 0.01 for 1 h. After 24h, infected cells were 

either left untreated (-) or treated with rhSLPI (500 nM). The supernatants were collected 48h 

post-infection and viral titers were determined using viral plaque assays. C) MDCK cells 

overexpressing TMPRSS2 were infected with 25 PFU of PR8 virus for 1 h. Cells were either left 

untreated (-) or treated with the indicated concentrations of rhSLPI in Avicel-containing overlay 

medium. After 48 h, viral plaques were counted using standard viral plaque assays. D) Standard 

MDCK cells were infected with PR8 virus at an MOI of 0.05. After 1 h, the infected cells were 

either left untreated (-) or treated with rhSLPI (500 nM) in presence of 50 nM of recombinant 
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HAT. After 48 h, the supernatants were collected and the viral titers were determined using viral 

plaque assays in MDCK cells. The data represent the mean of three independent experiments ± 

SD (** p < 0.01, *** p < 0.001 and **** p < 0.0001).  
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DISCUSSION  

Nrf2 is a multifunctional transcription factor that contributes to normal and pathophysiological 

function in the airways (46). Nrf2 expression is particularly essential since the respiratory system 

is continuously exposed to environmental stresses such as cigarette smoke, allergens, viruses and 

environmental pollutants (23, 47). There is evidence that antioxidant molecules that activate Nrf2 

confer protection against IAV infection and reduce its replication in vitro (21, 22, 48). However, 

before considering targeting this pathway as an eventual therapeutic strategy, the mechanism by 

which Nrf2 exerts its antiviral activity needs to be clarified. Indeed, Nrf2 activation has been 

implicated in the induction of antiviral gene expression, in the reduction of viral entry, and in 

oxidative stress response during in vitro influenza infection (21, 22). A report showed that 

exposure of nasal epithelial cells to oxidative stress promotes IAV replication by increasing the 

expression of TTSPs proteases (TMPRSS2 and HAT) and by decreasing the level of the 

antiprotease SLPI (19). Our group and other have previously demonstrated that TTSPs promote 

the activation and replication of diverse strains of influenza A viruses (5-8). Interestingly, it has 

been shown that Nrf2 activation induced SLPI expression in alveolar macrophages through Nrf2 

binding to the antioxidant response element in the SLPI promoter (17). Because of the important 

protective role of Nrf2 during oxidative stress exposure and influenza infection, we first 

evaluated if SLPI expression was induced upon Nrf2 activation in human bronchial epithelial 

cells. We showed that treatment of human bronchial epithelial cells with SFN or CDDO-me 

significantly increased SLPI production. Moreover, we determined that the induction of SLPI 

expression by these molecules is dependent on the Nrf2 antioxidant pathway using a siRNA-

based approach in these cells.  

 

Interestingly, SLPI was previously reported to inhibit influenza virus replication in vitro (18, 19). 

However, these studies were conducted using MDCK cells in presence of exogenous proteases 

such as trypsin and tryptase clara to allow viral entry and replication. In our study, we showed 

that recombinant human SLPI (rhSLPI) significantly reduced influenza virus replication in 

human bronchial epithelial cells, which readily promote influenza replication without the addition 

of exogenous proteases. Since TMPRSS2 protease has been reported as an important HA-

activating protease in the respiratory tract and that it is strongly expressed in human bronchial 

epithelial cells, we evaluated if TMPRSS2 could be a direct target of the action of the 

antiprotease SLPI (43, 49, 50). To do so, we performed experiments using MDCK cells that 
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exclusively express TMPRSS2 as the HA-activating protease. We demonstrated that rhSLPI 

inhibited TMPRSS2 activity and decreased the replication of influenza virus in these cells in a 

dose-dependent manner. Moreover, TTSP activity in the cellular supernatant was considerably 

reduced in SLPI-treated Calu-3 cells. These results demonstrate for the first time that SLPI is a 

potent TMPRSS2 inhibitor. In contrast, we determined that influenza virus replication promoted 

by HAT protease as well as HAT enzymatic activity was unaffected by SLPI treatment. Our 

results are in agreement with the published literature, which demonstrated that a 10-µM 

concentration of SLPI only slightly inhibited HAT activity in vitro (less than 5% reduction) (51). 

Moreover, HAT inhibition by SLPI in vivo is unlikely to occur because high concentrations of 

SLPI are not likely to be found in human sputum or bronchial secretion (52). Overall, our results 

suggest that the antiprotease SLPI can inhibit proteolytic activation of influenza HA mediated by 

proteases such as TMPRSS2 that are expressed and/or secreted by lung epithelial cells resulting 

in reduced influenza virus replication. Interestingly, results of replication assay in Calu-3 cells 

treated immediately after viral adsorption or 24 h post-infection suggest that SLPI induced upon 

CDDO-me treatment acts after the initial round of replication by blocking TTSP-mediated HA 

cleavage of progeny viruses and thus, impedes further round of viral replication. Although we did 

not evaluate this, it is possible that CDDO-me treatment could also affect in influenza infectivity 

by regulating other host cell factors involved in virus binding, viral fusion and viral entry. 

Interestingly, Kido et al. reported that the repeated intranasal administration of recombinant SLPI 

in rats resulted in a 3-log lung viral titer reduction in a rat model of H2N2 influenza infection 

(20). Interestingly, the residual progeny viruses found in the lungs of SLPI-treated rats were 

almost all in a non-infectious precursor form (HA0). Although the authors seem to point towards 

in vivo inhibition of tryptase Clara or mini-plasmin by SLPI, which have been demonstrated to be 

HA-activating proteases in rat lungs, they did not identify which HA-activating protease was 

inhibited by SLPI administration in vivo (53, 54). We cannot exclude such a scenario but recent 

evidence suggests that TTSPs such as TMPRSS2 are important in the activation of influenza HA 

in vivo (49, 50). Therefore, based on the results provided herein, it is conceivable that TMPRSS2 

or others TTSPs could represent SLPI targets in vivo. 

 

In addition to identifying a detailed mechanism by which Nrf2 activation leads to reduction of 

influenza replication, we also demonstrated for the first time in this study that CDDO-me is a 

potent inhibitor of influenza A virus replication. Using a siRNA-based approach, we showed that 
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the antiviral effect of CDDO-me observed against PR8 virus is largely dependent on the Nrf2 

antioxidant pathway. Our results also demonstrated that Nrf2-induced SLPI gene expression is 

essential for the antiviral effect of CDDO-me treatment, which suggest that SLPI is a major 

effector by which Nrf2 activators reduce IAV replication. Concerning the activation of the Nrf2 

pathway by CDDO-me, our results demonstrated that CDDO-me is a strong activator of the Nrf2 

pathway, significantly more potent than SFN, since a 10-fold lower concentration led to a similar 

transactivation of an Nrf2-dependent promoter. This result is likely explained by the fact that 

CDDO-me contains two electrophilic sites that can interact with 2 cysteine residues within Keap1 

(Nrf2 inhibitor) causing its dissociation from Nrf2 (55, 56). In contrast, SFN contains only one 

electrophilic site that can trap only 1 cysteine residue within Keap1 (57).  

 

Interestingly, our results revealed that influenza virus strains differed in their sensitivity to 

CDDO-me treatment. Although CDDO-me efficiently reduced the replication of the three strains 

tested, the PR8 (H1N1) virus was more affected by the treatment compared to X-31 (H3N2) or 

p2009/H1N1 viruses (1-log reduction vs  50% inhibition). The differences in the magnitude of 

CDDO-me antiviral effect might be the consequence of differential actions of various influenza 

strains on the Nrf2 oxidative stress response. In a recent paper, Simon et al. suggested that 

infection with H5N1 viruses, and to a lesser extent with H7N9 viruses, inhibits Nrf2 function 

(58). In contrast, this inhibitory effect was not observed during infections with seasonal or 

pandemic H1N1 viruses. Thus, it is possible that different influenza strains can affect the Nrf2 

response to a varying degree and this could contribute to the pathogenicity of the strains. 

Therefore, it is conceivable that antioxidant molecules such as CDDO-me or SFN could have 

more or less impact on the replication of a particular strain based on the action of this strain 

towards the Nrf2 pathway. Concerning the antiviral role of Nrf2, we observed a small but 

significant reduction in influenza replication in untreated Calu-3 cells transfected with Nrf2 

siRNA (Figure 3A), compared to cells transfected with control siRNA, which contrasts with a 

previous report using nasal epithelial cells (22). One explanation could be that in absence of Nrf2 

expression, reactive oxygen species overproduction occurred upon infection in Calu-3 cells since 

antioxidant mechanisms cannot be induced in absence of Nrf2, therefore ROS could have had a 

direct antiviral effect and reduced influenza replication (40-42). This hypothesis is supported by 

results from another study that detected higher ROS generation in human alveolar epithelial cells 
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transfected with Nrf2 siRNA followed by infection with PR8 virus in comparison with IAV alone 

(21). 

 

As mentioned above, we show that treatment of human bronchial epithelial cells with CCDO-me 

decreases influenza replication as well as the intensity of inflammation induced by influenza 

virus infection. In contrast to the results obtained with the Nrf2 activator EGCG in nasal 

epithelial cells (22), we found that CDDO-me treatment did not increase the expression of 

antiviral mediators such as IFN-α and β in human bronchial epithelial cells (Fig. S2). Our results 

are in agreement with another report that found that Nrf2 overexpression does not lead to an 

increased expression of antiviral genes in PR8-infected cells (21). However, it remains unclear 

whether the differences between these studies, including ours, is due to the different activators or 

strategies used to activate or overexpress Nrf2 or to the cell type studied. Whether activation of 

the Nrf2 pathway by CDDO-me is directly responsible for the anti-inflammatory effect of the 

compound is unknown in the context of influenza infection. However, it is possible that CDDO-

me might also affect other cellular signaling pathways. Indeed, synthetic oleanane triterpenoids 

such as CDDO-me mediated their potent pharmacological effects in part through interactions 

with cellular nucleophiles such as discrete, redox-sensitive sulfhydryl groups of cysteine residues 

on proteins via reversible Michael addition (56). Therefore, synthetic oleanane triterpenoids 

could have many cellular protein-binding partners depending on the cellular context and the 

nucleophilicity of specific cysteine residues in individual targets. In fact, a study using a 

proteomic approach has identified more than 500 putative targets of a CDDO derivative (CDDO-

Im) (59). Other studies have validated a few of those targets as real CDDO-derivative binding 

partners. For instance, synthetic oleanane triterpenoids were reported to interact with proteins 

involved in NF-B, JAK/STAT, PTEN/PI3K and AMPK pathways (59). Interestingly, studies 

have demonstrated that CDDO derivatives inhibit IB kinase thus preventing IB- 

phosphorylation and degradation, which blocks NF-B activation (60, 61). Therefore, as a master 

regulator of inflammatory gene expression, the NF-B pathway is likely an excellent target for 

the anti-inflammatory activity of CDDO-me observed during influenza infection. Other Nrf2 

activators such as 15-deoxy-Δ12,14-prostaglandin J2 and related cyclopentenone prostaglandins 

have also been reported to reduce lung inflammation in the context of influenza infection. For 

instance, we have previously demonstrated that 15-deoxy-Δ12,14-prostaglandin J2 reduces lung 
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inflammation and protects mice against lethal influenza infection (35). Although the role of the 

Nrf2 pathway was not investigated in that study, we found that the activation peroxisome-

activated receptor γ pathway was essential to reduce lung inflammation in infected mice. 

Interestingly, initial screening studies to determine specific targets for CDDO and related 

derivatives have shown that these molecules also bind to peroxisome-activated receptor γ. CDDO 

was shown to act as an agonist whereas as CDDO-me act as an antagonist (62). In our 

experiments, CDDO-me did not activate the PPARγ pathway but inhibited NF-B activation in a 

luciferase reporter assays (Fig. S3). Therefore, in contrast to 15-deoxy-Δ12,14-prostaglandin J2, the 

anti-inflammatory action of CDDO-me in the context of influenza infection is unlikely mediated 

through PPARγ activation. Although we cannot exclude Nrf2 involvement in the anti-

inflammatory action of CDDO-me, it is more likely due to NF-B inhibition. 
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Figure S3: CDDO-me inhibits NF-κB activation induced by TNF-α but does not activate 

PPARγ. A) HEK 293T were transfected with 0.1 µg of PPRE luciferase reporter plasmid. Cells 

were then treated with DMSO (vehicle control), Rosiglitazone (10 µM) or CDDO-me (0.3 µM). 

B) HEK293T cells were transfected with NF-κB-luciferase reporter plasmid. Cells were then 

incubated in the presence of TNF-α (5 ng/ml) and DMSO (vehicle control) or CDDO (0.3 µM) 

for 24 h prior to cell lysis and luciferase activity measurement. Data represent the means SD from 

three independent experiments (**, P  0.01). 
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Beyond its direct antiprotease activity, SLPI has also been shown to attenuate inflammatory 

cytokine production (63). Indeed, TNF- production induced upon detection of apoptotic cells is 

inhibited in presence of SLPI in murine macrophages. Moreover, human SLPI has been 

demonstrated to prevent NF-B activation by inhibiting IB- degradation (64). SLPI can also 

up-regulate macrophage production of the anti-inflammatory cytokines TGF-β and IL-10 (65). 

Although SLPI can have anti-inflammatory actions in some infectious or inflammatory settings, it 

is unlikely responsible for the anti-inflammatory effect of CDDO-me observed in our in vitro 

model of infection since the reduction of inflammatory cytokine gene expression occurs before 

SLPI protein induction. However, the anti-inflammatory properties of SLPI could have 

contributed to the observed protective effect in the rat model of influenza infection. 

 

Overall, our study strengthens the rationale that a pharmacological intervention inducing Nrf2 

and/or SLPI may serve as an important strategy to protect against IAV infection. Although 

studies are needed, our results suggest that treatment with Nrf2 activators such as CDDO-me 

might be protective against influenza infection in vivo. However, before translating these results 

in vivo, further studies are required using pre-clinical models. CCDO-me has been shown to be 

effective in many pre-clinical models of diseases as well as in clinical studies. The main 

mechanism of the preventive action of CDDO-Me was believed to be the anti-inflammatory 

feature that was attributed to the activation of Nrf2, inhibition of NF-B, and decreased oxidative 

stress in chronic kidney disease as well as in lung fibrosis (66, 67). Interestingly, a nutritional 

intervention with broccoli sprout homogenate, which is a source of the Nrf2 activating molecule 

sulforaphane, was shown to increase SLPI levels in nasal lavage fluids, to reduce virus-induced 

markers of inflammation, and to reduce virus quantity during vaccination with live attenuated 

influenza virus (68). Collectively, our findings links Nrf2 activation with induction of SLPI 

production, TMPRSS2 inhibition and decreased influenza virus replication in human airway 

epithelial cells. Specifically, we showed that SLPI gene expression is induced through Nrf2 

activation upon CDDO-me treatment. SLPI inhibited TMPRSS2 activity, which in turn resulted 

in the reduction of influenza replication. Taken together, this study further supports the concept 

that targeting Nrf2 pathway while decreasing host cell protease activity is a promising approach 

to reduce influenza infection. Finally, it is also worth considering targeting the Nrf2/SLPI 
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pathway with drugs that induces Nrf2 such as CDDO-me to treat other infectious diseases that 

depend on TMPRSS2 activity such as coronavirus infection (SARS-CoV) (69).  
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Résultats supplémentaires  

Afin de valider nos résultas obtenu in vitro avec la CDDO-me, nous avons voulu tout 

d’abord évaluer l’effet thérapeutique de l’activation de Nrf2 par CDDO-me in vivo dans un 

modèle murin d’infection par le virus influenza. Nos résultats ont montré que le traitement 

avec la CDDO-me (1 mg/kg/jour) réduit d’une façon nette la morbidité des souris infectées 

avec le virus PR8/H1N1 (50 PFU). Cette amélioration était significative surtout après le 

jour 10 p.i. Ainsi que le traitement semble accélérer de 2 jours la récupération du poids des 

souris (Figure 12). 

 

Figure 12: La CDDO-me réduit la morbidité des souris infectées avec le virus 

influenza. Les souris ont été infectées avec 50 PFU du virus PR8 et ensuite elles ont été 

traitées avec du véhicule (PR8) ou avec de la CDDO-me (PR8+CDDO-me) jusqu'au jour 7 

après l’infection (p.i.). Le poids des souris a été mesurée quotidiennement pendant 18 jours. 

Les données indiquées représentent 3 expériences indépendantes réalisées avec trois souris 

par groupe. 

  

Afin d’établir le rôle plus précis de Nrf2 in vivo, il faudra examiner l’effet de la CDDO-me 

sur la réplication virale ainsi que sur la réponse inflammatoire dans les poumons des souris 

infectées. Il serait aussi intéressant d’analyser l’expression de gènes cibles de Nrf2, tels que 

SLPI et les enzymes antioxydantes.  

Comme perspective à long terme, il serait intéressant d’utiliser la CDDO-me pour mieux 

étudier le rôle anti-inflammatoire de Nrf2 dans le contexte d’une infection par le virus 

influenza. En effet, il a été démontré que Nrf2 réduit l’activité de NF-κB ainsi que 
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l'inflammation pulmonaire chez les souris infectées par le virus influenza lorsqu’elles 

étaient exposées à de la fumée de cigarette simultanément à l’infection (Yageta et al., 

2011). Par contre, les auteurs de cette étude ne démontrent pas par quel(s) mécanisme(s) 

Nrf2 diminue l’inflammation pulmonaire. 

Une interrelation entre les voies PPARγ et Nrf2 pour réguler la réponse 

antiinflammatoire 

D’une manière intéressante, une étude en 2010 a démontré que Nrf2 protège contre 

l’inflammation pulmonaire oxydative en régulant positivement l’expression de PPARγ. De 

plus, cette étude a démontré que l'expression de PPARγ est réduite chez les souris 

transgéniques n’exprimant pas Nrf2 (Nrf2-/-). Cette expression altérée de PPARγ était 

associée à une inflammation plus exacerbée lorsque les souris étaient soumises à des 

conditions d’hyperoxie (95% d’oxygène) (Cho et al., 2010). Ceci n’est pas surprenant 

surtout lorsqu'on connaît le rôle important de PPARγ dans la résolution de l’inflammation 

(Clark, 2002). Les expériences effectuées ont démontré que Nrf2 régule l’expression de 

PPARγ à cause de l’existence de deux éléments de réponse (ARE) dans la séquence de 

promoteur de PPARγ (positions: - 916 et -784) (Cho et al., 2010). En accord avec ces 

études, nos résultats préliminaires ont démontré que le traitement avec la CDDO-me 

(0.3µM) augmente légèrement l’expression protéique de PPARγ dans les Calu-3 d’une 

façon dépendante de Nrf2. En effet, en comparant avec les cellules contrôles, nous avons 

observé que l’expression de PPARγ est réduite de 50% dans les cellules transfectées avec 

un siRNA contre Nrf2 (siNrf2). Ceci a été observé dans les conditions basales et même 

après traitement avec la CDDO-me (Figure 13). Ceci suggère que l’induction de 

l'expression de PPARγ par CDDO-me est dépendante de Nrf2. 

D’autre part, certaines études ont montré que l’expression de Nrf2 est atténuée dans les 

poumons des souris transgéniques exprimant des faibles niveaux de PPARγ (Park et al., 

2004). De plus, des éléments de réponse de PPARγ (PPRE) ont été identifiés dans le 

promoteur de Nrf2. Il n’est donc pas surprenant que certaines études montrent que divers 

agonistes de PPARγ induisent l'expression de Nrf2 (Cho et al., 2010). L’ensemble de ces 

études suggère donc l’existence d’une boucle de rétroaction positive entre ces deux facteurs 

dans le contrôle des lésions pulmonaires inflammatoires.  
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Figure 13: CDDO-me induit l’expression de PPARγ d’une façon dépendante de Nrf2. 

Les cellules Calu-3 ont été traitées avec la CDDO-me (0,3 uM) pendant 48 h. Les extraits 

cellulaires totaux ont été préparés et analysés pour l'expression de protéines Nrf2 et PPARγ 

par western blot. L’expression de PPARγ a été normalisée à celle de GAPDH par 

densitométrie, et les résultats montrent le changement d’expression par rapport aux cellules 

contrôles (SiCT) en absence du traitement, qui a été fixé à 1. 
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Figure 14: Interrelation entre les voies de PPARγ et de Nrf2 en réponse au stress 

oxydatif (ROS). Les ROS activent Nrf2 et PPARγ qui sont liés par une boucle de 

rétroaction positive maintenant leurs expressions. Le résultat de cette interaction mène à un 

blocage de l’activité de NF-κB. Adapté du (Polvani et al., 2012) 

 

Ce circuit peut expliquer, en partie, les effets anti-inflammatoires associés à Nrf2. En effet, 

de Nrf2 diminue l’expression de gènes inflammatoires contrôlés par NF-κB en modulant 

les voies de signalisation aboutissant à l’activation de ce dernier. Ce contrôle de la voie 

inflammatoire par Nrf2 est assuré par sa capacité de maintenir l’état homéostatique 

d’oxydo-réduction (Thimmulappa et al., 2006). En somme, l’induction de Nrf2 par PPARγ 

peut dans un premier temps augmenter l’activité anti-inflammatoire de PPARγ. Et à 

l’inverse, l’induction de PPARγ par Nrf2 peut contribuer à l’activité anti-inflammatoire de 

Nrf2 (Figure 14). Aussi, PPARγ peut également induire l'activation de nombreux gènes 

antioxydants qui sont connus d’être sous le contrôle de Nrf2 (Kronke et al., 2007; Park et 

al., 2004). Par exemple, il a été mis en évidence que dans le promoteur du gène codant pour 

l’enzyme antioxydante GSTA2 (pour Glutathione S-transferase 2), il y a présence 

d'éléments PPRE et ARE et qu'il existe une synergie entre PPARγ et Nrf2 dans la 

transactivation du GSTA2 (Park et al., 2004).  

L’ensemble de ces données citées nous a mené à proposer que la voie anti-inflammatoire de 

PPARγ et la voie antioxydante de Nrf2 interagissent dans le contrôle de la réponse anti-

inflammatoire et/ou antivirale lors d’une infection avec le virus influenza. Afin de tester 

cette hypothèse, nous avons tenté de déterminer si Nrf2 induit l’expression de PPARγ suite 

à l’infection par le virus influenza. Pour ce faire, nous avons étudié l’expression de PPARγ 
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dans les poumons des souris infectées avec les virus PR8/H1N1 (50 PFU) et HK-

X31/H3N2 (250x103 PFU) à différents jours après l’infection. PR8 a une pathogénicité plus 

élevée que X31. Ceci nous a permis de déterminer si Nrf2 et PPARγ se comportent 

différemment selon la sévérité de l’infection. Nous avons observé que l’infection avec X31 

induit l’expression de gènes antioxydants cibles de Nrf2 tels que NQO-1 et HO-1 (Figure 

15). Cependant, l’infection avec PR8 n’induisait pas l’expression de ces gènes. Une 

explication possible de ce phénomène est qu’il est connu que le virus X31 infecte beaucoup 

mieux les macrophages que PR8 (Reading et al., 2000). Donc nous pouvons imaginer que 

l’infection avec X31, contrairement à PR8, produit plus du stress oxydatif par les 

macrophages infectés directement. Ensuite, contrairement à ce que nous attendions, nous 

n’avons pas observé une induction significative de l’expression de PPARγ dans les 

poumons des souris infectées avec PR8 ou X31 tout le long de l’infection. Ces résultats 

laissent supposer que si Nrf2 est activé suite à l’infection, PPARγ n’est pas parmi ses gènes 

cibles dans ce modèle. 

 

    A 
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    B 

 

Figure 15: L’infection avec X31/H3N2 induit l’expression de NQO1 mais pas de 

PPARγ. Les souris ont été infectées avec les virus X31/H3N2 (250 000 PFU; A) ou 

PR8/H1N1 (50 PFU; B). L’expression de gènes dépendants de NQO1 et de PPARγ a été 

quantifiée par qPCR dans les poumons de souris à différents temps après infection. Les 

données représentent les moyennes ± écart-type de deux expériences indépendantes 

réalisées avec trois à quatre souris par groupe. 

 

Alternativement, nous avons utilisé les lignées cellulaires épithéliales humaines 

bronchiques Calu-3 et les lignées cellulaires de macrophages murines RAW 264.7. Par 

cette approche, il a été plus facile d’étudier le profil d’expression de PPARγ suite à 

l'infection. De façon semblable à ce que nous avons observé chez les souris, l’infection 

avec différentes souches du virus A (PR8/H1N1, X31/H3N2, et H1N1 pandémique de 

2009) et avec différentes multiplicités d’infection MOI (pour multiplicity of infection) 

n’induisait pas l’expression de PPARγ. De plus, la quantité protéique de PPARγ n’a pas 

changé de manière significative même après 48h p.i. dans les deux lignées cellulaires Calu-

3 et RAW 264.7. En outre, nos expériences ont montré que la translocation de Nrf2 vers le 

noyau était faible. Ceci suggère que notre modèle d’infection n’induit pas une activation 

importante de Nrf2. Alors comment expliquer l’induction des gènes NQO1 et HO-1 (cibles 

de Nrf2) dans les poumons des souris infectées avec le virus X31/H3N2 (Figure 15.A)? En 
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fait, l’expression de gènes qui codent pour des antioxydants est modulée en plus de Nrf2 

par d’autres facteurs transcriptionels. Parmi ces facteurs, on retrouve PPARγ, NF-κB, AP-1 

et AhR (pour aryl hydrocarbon receptor) (Dalton et al., 2002; Ferguson et al., 2009; Camhi 

et al., 1995; Morgan et Liu, 2011; Polvani et al., 2012). Donc ces facteurs, surtout NF-κB, 

pourraient être responsables cette induction de NQO1 et HO-1.  

En outre, des travaux publiés en 2015 supportent nos observations. Dans cette étude, et 

d’une façon similaire à ce qu’on a obtenu dans les Calu-3, les auteurs n’ont pas observé une 

translocation nucléaire de Nrf2 dans les cellules épithéliales alvéolaires A549 infectées 

avec le virus PR8 (MOI=10) (Simon et al., 2015). Par conséquent, nos résultats suggèrent 

qu’en absence d’une activation extrinsèque par ses agonistes, la voie antioxydante de Nrf2 

n’est pas activée lors d’une infection par le virus influenza. Il n’est pas surprenant alors 

qu’une étude en 2011 ait montré que l’activité de NF-κB et l’expression de TNF-α dans les 

poumons ainsi que la morbidité liée à l’infection sont similaires entre les souris de type 

sauvage et les souris Nrf2-/- suite à une infection avec le virus PR8 (250 PFU). En effet, les 

auteurs de cette étude ont observé que l'inflammation pulmonaire est plus exacerbée chez 

les souris Nrf2-/- infectées seulement lorsqu’elles étaient exposées à la fumée des cigarettes 

simultanément à l’infection (Yageta et al., 2011). Ceci suggère que le stress oxydatif 

exogène, comme la fumée de cigarette, active Nrf2 d’une façon plus importante que le 

stress oxydatif endogène libéré suite à l’infection. Par conséquent, il est difficile, dans notre 

modèle d’infection, d’évaluer le lien entre Nrf2 et PPARγ. Alternativement, il serait 

possible d’utiliser un modèle d’infection accompagné de stress oxydatif exogène (ex: 

fumée de cigarettes). Il pourrait aussi être intéressant d’utiliser d’autres virus qui sont 

connus pour induire la production de stress oxydatif endogène à des niveaux élevés; tels 

que le virus H5N1. En effet, une étude intéressante a montré que l’infection avec le virus 

hautement pathogène H5N1 induit la production de ROS par les macrophages beaucoup 

plus que H1N1. De plus, cette étude suggère que ces ROS libérées causent l’oxydation des 

phospholipides et induisent par conséquent le développement des lésions pulmonaires 

aigues chez les souris (Imai et al., 2008). Tenant compte de cette étude, il est alors 

concevable que lors d’une infection avec le virus H5N1, il y aura une activation plus 

importante de Nrf2 que par H1N1, à cause des ROS libérées par les macrophages. Il serait 

donc intéressant de tester la validité de cette hypothèse et de vérifier si l’infection avec 
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H5N1 induit, ou non, PPARγ via Nrf2. Ceci permetrait de déterminer si ces deux voies 

interagissent pour réguler la réponse anti-inflammatoire lors d'infections avec les virus 

influenza hautement pathogènes, comme H5N1. 
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Discussion  

Au-delà des infections des voies respiratoires relativement bénignes (ex: rhume), il existe 

de nombreuses maladies respiratoires d’origine infectieuse posant un réel problème de 

santé publique, dont la plus courante et mortelle est la grippe. Dans le cas de la grippe 

saisonnière, cette dernière affecte plusieurs millions d’individus dans le monde 

annuellement. En général, elle entraîne des complications graves et un nombre élevé de 

décès surtout chez les personnes fragiles, comme les personnes âgées, les nouveaux nées et 

les personnes immunodéprimées (Trombetta et al., 2015). Toutefois, dans les cas de 

pandémie où les infections sont beaucoup plus sévères, les virus hautement pathogènes 

vont entraîner l’hospitalisation voire le décès des patients qui n’avaient pas de problèmes 

de santé sous-jacents. En effet, les diverses données semblent indiquer que la réponse 

inflammatoire excessive est le facteur de risque majeur durant la grippe pandémique. 

Quand l’infection est grave, il y aura une infiltration massive des cellules immunitaires 

déclenchant la surproduction de cytokines pro-inflammatoires et la mort des cellules 

épithéliales respiratoires (Fukuyama et Kawaoka, 2011; Damjanovic et al., 2012). Par 

exemple, des taux plasmatiques élevés en cytokines et chimiokines pro-inflammatoires 

(TNF-α, IL-6, IL-8, CCL2) ont été observées chez des patients infectés avec le virus 

pandémique sévère de 2009 (A(H1N1)pdm09). Ceci était en corrélation avec le 

développement d’une pneumonie suite à l’infection (Lee et al., 2011). D’une façon 

similaire, les virus pandémiques H1N1/1918 et H5N1 sont associés à une mobilisation 

excessive et précoce de macrophages et de neutrophiles dans les poumons, ce qui entraîne 

une augmentation de la production de cytokines (IL-1β, TNF-α, IFN-γ) (Perrone et al., 

2008). Bien que les inhibiteurs de la neuraminidase (NAIs) sont utiles pour améliorer et 

réduire la durée des symptômes cliniques s’ils sont administrés tôt aux patients, des 

complications pulmonaires sévères peuvent toujours arriver. Ceci est souvent à cause de la 

résistance des virus contre ce traitement. Les taux élevés de résistance aux NAIs actuels 

sont inquiétants et suggèrent que d’autres options thérapeutiques sont nécessaires 

(McKimm-Breschkin, 2013; Samson et al., 2013). Compte tenu de ces faits, l’utilisation 

d’agents qui ciblent la réponse inflammatoire de l'hôte plutôt que le virus a été proposée 

pour le traitement des infections sévères par le virus influenza. Ceci pourrait s’avérer 

efficace comme traitement et ce, indépendamment de l'évolution antigénique du virus.  
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Différentes stratégies ont été proposées pour lutter contre l’inflammation excessive lors 

d’une infection sévère par le virus influenza. Par exemple, London et al., ont investigué 

l’aprroche de renforcer la barrière vasculaire afin de renverser les dommages pulmonaires 

induites par la tempête de cytokines lors d’une infection sévére par le virus H5N1. Les 

auteurs ont montré que le traitement des souris avec une protéine nommée Slit augmentait 

l’éxpression de la cadhérine à la surface cellulaire, ce qui renforcait les interactions entre 

les cellules endothéliales. Ceci réduisait la perméabilité vasculaire au niveau des poumons, 

et par conséquent, diminuait la fuite vasculaire et l’infiltration des cellules immunitaires 

(London et al., 2010). Malgré que cela puisse être une démarche thérapeutique intéressante, 

les auteurs suggèrent qu’elle doit être appliquée en prophylaxie, sans quoi l’atteinte 

vasculaire sera trop importante pour pouvoir être réparée. De plus, d’autres recherches 

devront être menées pour que de tels concepts d’immunomodulation puissent être appliqués 

en clinique. D’autres études ont proposé que les immunomodulateurs utilisés pour le 

traitement des maladies inflammatoires puissent être utiles pour réduire la tempête de 

cytokines pendant une infection sévère par le virus influenza. Parmi les 

immunomodulateurs les plus connus et les plus utilisés sont ceux de la famille des 

corticostéroïdes qui inhibent l’inflammation via l’activation du récepteur des 

glucocorticoïdes GR (pour glucortocoid receptor) (Smoak et Cidlowski, 2004). Au fil des 

années, un certain nombre d'essais contrôlés et randomisés ont suggéré que les 

corticostéroïdes systémiques peuvent améliorer les résultats cliniques et la durée 

d’hospitalisation des patients qui subissent une pneumonie acquise en communauté. 

Cependant, dans le cas de l’influenza, un nombre croissant des études indiquent que les 

corticostéroïdes peuvent conduire à une issue défavorable. En effet, une étude 

observationnelle chez des adultes hospitalisés pour une infection avec le virus saisonnier 

H3N2 a conclu que l'administration des corticostéroïdes a prolongé la durée nécessaire pour 

la clairance virale (Lee et al., 2009). D’une façon similaire, de nombreuses données ont 

montré que lors d’une infection par le virus influenza H1N1, l'utilisation précoce d'une 

thérapie systémique de corticostéroïdes est associée à un risque accru de décès. Ceci est 

surtout observé en l’absence de traitement avec les NAI conventionnels ou si le traitement 

avec les corticostéroïdes est initié 4 à 5 jours après le début de la maladie (Martin-Loeches 

et al., 2011; Brun-Buisson et al., 2011; Kim et al., 2011; Han et al., 2011). En somme, ces 
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études ne fournissent aucune preuve d'un effet bénéfique des corticostéroïdes chez les 

patients souffrant des complications pulmonaires, infectés avec le virus influenza. Au 

contraire, ils peuvent être très nocifs. Pour cette raison, il est primordial d’évaluer d’autres 

stratégies anti-inflammatoires potentielactivation les pour le traitement de l’influenza.  

Une autre classe de médicaments ayant des effets anti-inflammatoires est celle des 

agonistes des récepteurs nucléaires PPARs, y compris ceux de PPARγ. L’effet important de 

ce récepteur nucléaire sur l'inflammation et la réponse immunitaire a incité de nombreuses 

études sur son rôle dans les maladies inflammatoires au cours des dernières années. 

Plusieurs études ont montré que l'administration des ligands de PPARγ, y compris les 

thiazolidinediones (TZD), chez la souris et l’homme, est bénéfique dans plusieurs modèles 

des maladies inflammatoires (Clark, 2002). Au niveau des poumons, PPARγ est exprimé 

dans l'épithélium des voies respiratoires, la sous-muqueuse bronchique, les cellules des 

muscles lisses vasculaires et les cellules endothéliales. De plus, les cellules immunitaires, y 

compris les lymphocytes T, les lymphocytes B, les cellules dendritiques, les neutrophiles et 

les macrophages expriment fortement PPARγ (Bassaganya-Riera et al., 2010). Les 

agonistes de PPARγ peuvent donc cibler la majorité des types cellulaires impliqués dans 

l’immunopathologie induite par le virus de l’influenza. En conséquence, ils pourraient 

exercer des effets prophylactiques et thérapeutiques pendant les infections sévères par le 

virus.  

Au sein de notre laboratoire, nous avons montré que l’administration du 15d-PGJ2 protège 

les souris contre une infection létale par le virus influenza (Cloutier et al., 2012). En plus 

d’activer PPARγ, cette prostaglandine est aussi un activateur de la voie antioxydante Nrf2 

(Kansanen et al., 2009). L’activation du facteur transcriptionnel Nrf2 est importante pour 

réduire le stress oxydatif induit lors de l’infection avec le virus de l’influenza. Le rôle de 

Nrf2 dans l'action protectrice de la 15d-PGJ2 contre l’infection par le virus influenza n’a 

toutefois pas été investigué dans cette précédente étude. 

1. Cibler PPARγ et Nrf2 est une stratégie prometteuse afin de limiter 

l’inflammation liée à l’infection 

Considérant l’importance de limiter l’inflammation et le stress oxydatif lors d’infections 

sévères par le virus influenza, nous avons cherché à cibler ces deux voies dans le but de 
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minimiser la morbidité induite par l’infection. Dans ce contexte, nous avons identifié 

l’isoliquiritigénine (ILG) comme ligand de PPARγ et Nrf2. L’isoliquiritigénine (ILG) est 

un flavonoïde naturel connu pour ses activités anti-inflammatoires et antioxydantes (Peng 

et al., 2015). ILG a été sélectionnée parce qu’elle active PPARγ et Nrf2 en plus d’inhiber 

NF-κB, un facteur de transcription clé pour l’expression des cytokines inflammatoires 

(Gong et al., 2015; Zhou et al., 2009; Park et Youn, 2010). De plus, ILG possède une 

activité inhibitrice de la neuraminidase récombinante du virus A/Brevig 

Mission/1/18/H1N1 avec un EC50 de l’ordre de 9 µM (Ryu et al., 2010). En comparant 

avec cette étude, nous avons montré pour la première fois que l’ILG inhibe la réplication du 

virus PR8/H1N1 dans les cellules épithéliales avec un EC50 de l’ordre 24,7 µM. Ceci 

suggère que la diminution de la réplication virale par l’ILG serait due à son effet anti-

neuraminidase. Cependant, nous ne savons pas si la différence d’EC50 observée est 

attribuable à la souche virale ou à la technique utilisée.  

En somme, parmi les agonistes potentiels de PPARγ et Nrf2, ILG représente un candidat 

idéal en vertu de ces fonctions anti-inflammatoires, antioxydantes et antivirales. 

Effectivement, l'immunomodulateur idéal pour le traitement de la grippe réduirait 

l’immunopathologie induite par l’inflammation tout en conservant un environnement 

antiviral nécessaire pour la clairance virale. En accord avec cette hypothèse, des études 

précedentes ont suggéré que l’utilisation d’immunomodulateurs en combinaison avec des 

antiviraux (ex: oseltamivir) augmente l’efficacité du traitement antiviral lors d’infections à 

l’influenza (Sharma et al., 2013; Ottolini et al., 2003).  

Dans cette étude, en utilisant le modèle murin d'infection par le virus H1N1, nous avons 

montré que l’ILG réduit significativement les titres viraux pulmonaires ainsi que la 

morbidité liée à l’infection. D’une facon semblable à la 15d-PGJ2, l’ILG également inhibe 

l'expression de plusieurs cytokines et chimiokines inflammatoires induites par l'infection. 

De plus, le traitement réduit le recrutement des cellules immunitaires innées et adaptatives 

au site d’infection. Ceci est particulièrement intéressant puisque cette réponse 

inflammatoire exacerbée est considérée comme l'un des principaux facteurs responsables de 

la gravité de la maladie (Fukuyama et Kawaoka, 2011) . 
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Nous avons montré ici que l’activation de PPARγ par l’ILG réduit la réponse inflammatoire 

dans les Calu-3 en réponse à l’infection par le virus influenza. L’utilisation de l’antagoniste 

de PPARγ (GW9662) nous a permis de confirmer que l’activité anti-inflammatoire de 

l’ILG est médiée en partie par ce récepteur. Ceci confirme le concept que l'activation de la 

voie de ce récepteur pourrait être bénéfique pour limiter l’inflammation durant l’infection 

par le virus influenza (Cloutier et al., 2012).  

De plus, et en utilisant l’essai de luciférase, nous avons observé que l’ILG active la voie 

antioxydante de Nrf2 dans les cellules A549. Il est utile de mentionner que ces cellules 

A549 possèdent des mutations dans la séquence IVR de Keap1, diminuant ainsi sa capacité 

de retenir Nrf2 dans le cytoplasme (Zhan et al., 2012). Ceci pourrait réduire la réplication 

du virus ainsi que la réponse inflammatoire dans ces cellules lors de l’infection par le virus 

influenza. Pour cette raison, ces cellules ont été utilisées seulement pour l’essai de 

luciférase parce qu’il est difficile de transfecter les Calu-3. 

Il a été montré que l’activation de Nrf2 protège les cellules contre les lésions induites par 

les espèces réactives à l’oxygène durant l’infection par le virus influenza (Kosmider et al., 

2012). Ceci suggère que l’ILG peut réduire, via Nrf2, le stress oxydatif produit durant 

l’infection (Vlahos et al., 2011). Cependant, des études supplémentaires sont nécessaires 

afin de vérifier cette hypothèse.  

Ayant démontré ces propriétés importantes de l’ILG in vitro, nous avons voulu les valider 

dans un modèle murin d'infection par le virus influenza. Une limitation importante de 

l’utilisation de l’ILG était sa faible solubilité dans les solutions aqueuses. Dans cette étude, 

nous proposons donc une modification chimique de l’ILG (ILG-p) afin de rendre cette 

molécule soluble dans les solutions aqueuses et de bénéficier de cette molécule pour les 

expériences in vivo sans utiliser des solvants toxiques. Il s’agit de l’ajout du groupement 

phosphate à l’hydroxyle (OH) en position C4 de la molécule. Les expériences ont montré 

que ce phosphate ajouté est clivé après 4 heures dans le plasma, mais seulement après 30 

minutes dans les extraits des poumons de souris. Ceci est important à noter, parce qu’une 

étude en 2010 a montré que les modifications en position C4 dans la molécule d’ILG 

(position de l’ajout du phosphate) diminuent d’une manière significative son activité 

inhibitrice de la neuraminidase in vitro (Ryu et al., 2010). Par conséquence cette étude 
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suggère que la position C4 de l’ILG joue un rôle central dans l'inhibition de de cette 

enzyme, en interagissant avec son site hydrophile. Alors, afin de garder son activité 

antivirale, il est important que le phosphate ajouté sur l’ILG soit clivé rapidement dans 

l’organisme, et surtout au niveau pulmonaire. Étant donné que l’ILG-p est métabolisé en 

ILG rapidement in vitro dans l’homogénat des poumons, l’activité antivirale de l’ILG-p est 

fort probablement conservée suite à l’administration par voie i.p. chez les souris. En effet, à 

jour 3 après l’infection, on a observé une réduction significative de la réplication virale 

dans les poumons des souris infectées et traitées avec l’ILG-p. L’ILG, contrairement à la 

15-PGJ2 et à la rosiglitazone, a une activité antivirale intrinsèque. Donc cette activité peut 

expliquer, du moins en partie, l’inhibition de la réplication du virus influenza. 

Il a été suggeré que la 15-PGJ2 réduit la réplication virale dans les poumons des souris 

infectées en réduisant l’inflammation, ce qui facilite l’élimination du virus (Cloutier et al., 

2012). L’ILG aussi pourrait agir de cette facon. Le traitement des souris infectées avec 

l’ILG diminuait d’une manière importante l’expression de cytokines inflammatoires et le 

recrutement des cellules immunitaires au site d’infection. De plus, la morbidité était aussi 

moins élevée chez les souris ayant reçu l’ILG-p par rapport aux souris contrôles. En effet, 

nos résultats ont clairement démontré que l'administration de l’ILG-p a réduit d’une facon 

significative la perte de poids chez les souris infectées. La différence est apparue au jour 5, 

mais a été plus soutenue après le jour 10 et jusqu'à 17 jours après l’infection. Ceci suggère 

que l’ILG module des événements cellulaires et moléculaires permettant une meilleure 

récupération du poids des souris infectées. Ces effets bénéfiques s’expliquent, d’une part, 

par la diminution de la charge virale et, d’autre part, par la réduction de la réponse 

inflammatoire.  

Nous croyons que l’effet anti-inflammatoire de l’ILG observé chez les souris est médié par 

l’activité de PPARγ. En effet, nos expériences réalisées in vitro ont montré que l’inhibition 

de l’expresssion de cytokines par l’ILG est dépendante de PPARγ. Cependant, nous ne 

pouvons pas négliger qu’une partie de cette activité pourrait également être médiée par une 

inhibition directe de la voie de NF-κB. Surtout qu’une étude a montré que l’ILG (50 µM) 

peut inhiber la phosphorylation d’IκB et sa dégradation stimulée par le LPS, et donc la 

translocation de NF-κB vers le noyau dans les cellules RAW 264.7 (Park et Youn, 2010). 
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Néanmoins, nous n'avons pas pu observer une inhibition de la dégradation d’IκB par l’ILG 

(50 µM) lors de l’infection par le virus influenza ou après une stimulation par le TNF-α. Et 

ceci dans les cellules A549 et les cellules RAW 264.7. Par conséquence, le mode d’action 

de l’ILG peut varier selon le type de stimulus et/ou le modèle cellulaire utilisé.  

Des expériences supplémentaires permettraient de déterminer l’implication de PPARγ dans 

la protection conférée par l’ILG in vivo. De plus, il serait intéressant d’investiguer in vivo le 

mécanisme exact par lequel agit PPARγ pour réduire l'inflammation. Aldridge et al, ont 

montré que le traitement avec le ligand de PPARγ, la pioglitazone, exerce un effet 

protecteur contre une infection sévére en réduisant l’expression de CCL2 et CCL7, et par 

conséquent le recrutement des cellules dendritiques tipDCs productrices de TNF-α et 

exprimant iNOS. Cependant, ceci n’était pas traduit en diminution de l'expression de iNOS 

dans les poumons. De plus, les auteurs ne confirment pas si cet effet est dépendant de 

PPARγ surtout que plusieurs agonistes de PPARγ ciblent d’autres voies impliquées dans 

l’inflammation. En outre, les auteurs n’expliquent pas pourquoi la pioglitazone réduisait 

seulement l’expression de ces deux chimiokines entre autres (Aldridge et al., 2009). 

D’autres expériences sont aussi nécessaires pour déterminer sur quel(s) type(s) cellulaire(s) 

PPARγ agit pour réduire l’expression de cytokines lors de l’infection. L'utilisation des 

souris transgéniques conditionnelles pour PPARγ pourrait permettre de répondre à cette 

question et d’élucider la spécificité cellulaire et le mécanisme d'action de cette voie. 

En conclusion, l’ILG, tout comme la 15d-PGJ2 ou d'autres agonistes PPAR-γ, pourrait 

diminuer la sévérité de l’infection et donc être efficace pour soigner les patients infectés.  

Comme perspective de l’objectif 1, il serait intéressant d’investiguer in vivo si l’activation 

potentielle de Nrf2 par l’ILG a participé à la protection des souris infectées. Dans ce 

contexte, plusieurs études, incluant une étude réalisée dans notre laboratoire, ont montré in 

vitro que l’activation de Nrf2 par ses agonistes est bénéfique durant une infection par le 

virus influenza. En effet, Nrf2 est un outil moléculaire intéressant pour combattre et 

neutraliser les espèces réactives à l’oxygène produites durant les infections. De plus, Nrf2 

est connu pour avoir un rôle antiviral, in vitro, contre le virus influenza. À l’heure actuelle, 

il y a cependant peu des études réalisées in vivo (chez les souris) qui ont étudié le rôle 

protecteur de Nrf2 durant l’infection par le virus influenza. Une de ces études a évalué 
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l’effet de la carbocisteine, un agoniste de Nrf2, sur la survie, la morbidité et la réplication 

virale dans les poumons des souris infectées avec le virus PR8/H1N1 (50 PFU). Le 

traitement avec la carbocisteine (100 mg/kg/jour) a diminué de manière significative le taux 

de la protéine virale NP dans les poumons des souris. Ce résultat indique que cet agoniste 

de Nrf2 a un effet antiviral in vivo contre le virus influenza. Malgré cela, la carbocisteine, 

contrairement à l’ILG, avait un effet très modeste sur la morbidité des souris infectées et ce, 

seulement à jour 6 et 7 après l’infection (Yageta et al., 2014). Ceci suggère que le ciblage 

de PPARγ en plus de Nrf2 (par des molécules comme l’ILG) est une meilleure approche 

pour limiter la morbidité liée à l’inflammation et au stress oxydatif. Puisque l’ILG active la 

voie Nrf2, il est concevable que l'activation de cette voie participe à l’effet protecteur de 

cette molécule observé in vivo, comme dans le cas de la carbocisteine. Afin de vérifier cette 

hypothèse, nous pourrions évaluer l’effet de l’ILG-p contre l’infection virale chez les souris 

transgéniques n’exprimant pas Nrf2 (Nrf2-/-). Par exemple, si les souris Nrf2-/- infectées et 

traitées avec l’ILG-p présentent des lésions pulmonaires et des signes d’inflammation plus 

élevées que les souris de type sauvage, cela pourrait signifier que Nrf2 fait partie des cibles 

de l’ILG nécessaire pour la protection contre l’influenza.  

De plus, des mises au point sont nécessaires afin de déterminer si l’activation de PPARγ et 

de Nrf2 par l’ILG-p est capable d’assurer une protection complète lors d’une infection 

létale par le virus influenza. Pour ce faire, nous avons évalué l’effet de l’administration de 

l’ILG-p (50 mg/kg/jour) sur le taux de survie chez des souris infectées avec 100 PFU du 

virus PR8/H1N1 (dose létale). Malheureusement, et contrairement à quoi nous aurions pu 

nous attendre, la morbidité et le taux de survie n’était pas significativement différents entre 

les souris contrôles et les souris traitées avec l’ILG-p. Les mauvaises caractéristiques 

pharmacocinétiques de cette molécule pourraient cependant expliquer ce phénomène. En 

effet, une première étude en 2008 a montré que l’ILG est modifié rapidement dans le foie 

par glucuronidation au niveau des hydroxyles. Cette modification permet donc 

l’élimination rapide de la molécule dans l'urine (Guo et al., 2008). D’une façon similaire, 

une étude récente a décrit le profil pharmacocinétique de l’ILG dans le plasma du rat et a 

montré qu’elle présente une faible biodisponibilité après une administration par voie orale 

(dose: 0.468 g/kg). En outre, le temps de l’élimination (demi-vie), l'aire sous la courbe 

(ASC0−∞) et la concentration maximale (Cmax) de l’ILG étaient de: 3.04 ± 0.22 (heures); 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Urine
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2.10 ± 0.09 (μg/mL–h) et 0.28 ± 0.01 (μg/mL), respectivement. Donc, ces données, surtout 

la Cmax et l'ASC0−∞ qui représente la concentration plasmatique de l’ILG en fonction du 

temps, montrent clairement que l’ILG a une faible biodisponibilité, et ceci, comme les 

auteurs de l’étude suggèrent, probablement à cause d’un métabolisme rapide de l’ILG dans 

l’intestin et le foie (Wu et al., 2013). Par conséquent, il faudrait comparer la 

pharmacocinétique de l’ILG-p avec l’ILG et ainsi voir si l’absence de protection par l’ILG-

p lors d’une infection létale est due à ce facteur. De plus, nous proposons d’investiguer 

d’autres voies d’administrations de l’ILG-p qui pourraient éviter le métabolisme rapide de 

cette molécule par le foie. En effet, nous pensons que l’administration de l’ILG-p par voie 

nasale pourrait offrir une protection plus importante lors d’une infection létale par le virus 

influenza. Cette route d’administration cible directement le site d’infection et évite donc 

l’excrétion rapide de l’ILG-p. Ceci pourrait augmenter l’efficacité du traitement. De plus, et 

d’un point de vue thérapeutique, il est intéressant de synthétiser des formes plus stables de 

l’ILG qui pourraient avoir des meilleures caractéristiques pharmacocinétiques. Par 

exemple, l’ILG pourrait être conjugués à des polymères hydrophiles. Une telle modification 

est connue pour augmenter la solubilité des médicaments dans l'eau ainsi que pour 

prolonger leurs demi-vies in vivo (Larson et Ghandehari, 2012).  

En outre, il serait intéressant de valider l’effet protecteur d’ILG dans un autre modèle 

d’infection. En effet, et parce que la souris n’est pas un hôte naturel du virus influenza il est 

nécessaire d’adapter le virus à la souris. En revanche, la pathologie et la transmission du 

virus ne sont pas comparables à ce que l’on observe chez l’homme. Malgré tout, la souris 

reste le premier choix pour l’étude de la réponse immunitaire liée à l’infection et le 

développement de traitements antiviraux.  

Enfin, il serait intéressant d’investiguer le ciblage de PPARγ et Nrf2 avec l’ILG pour traiter 

d'autres atteintes inflammatoires ou infectieuses où la réponse immunitaire et le stress 

oxydatif excessifs contribuent à la pathologie. 

2. Nrf2 diminue le stress oxydatif, l’inflammation, modifie la balance de 

protéases/antiprotéases et protège contre l'infection par le virus influenza  

En plus de son rôle antioxydant et anti-inflammatoire, Nrf2 contrôle l’expression de 

plusieurs protéases et antiprotéases impliquées dans divers processus physiologiques et 
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régule donc l’équilibre protéases/antiprotéases. Tout d’abord, Nrf2 a été démontré pour être 

un régulateur négatif de l’expression de la protéase TMPRSS2 d’une façon dépendante du 

récepteur de l’androgène AR (pour androgen receptor) dans certaines lignées cellulaires 

cancéreuses de prostate (Schultz et al., 2014). D’un autre côté, il a été démontré que Nrf2 

induit l’expression de l’antiprotéase SLPI. Par ailleurs, en absence de Nrf2, l’exposition à 

la fumée de cigarettes induit une inflammation et des lésions pulmonaires plus importantes 

chez les souris. Ces lésions pulmonaires sont associées avec une activité accrue des 

protéases se trouvant dans l’espace extracellulaire pulmonaire (Iizuka et al., 2005). Sur la 

base des données résumées ci-dessus, il a été proposé que Nrf2 exerce une activité 

antivirale contre le virus influenza selon une approche au moins à deux volets: 1) en 

induisant SLPI, qui diminue la réplication virale dans les cellules épithéliales, et 2) en 

diminuant la sécrétion de TMPRSS2, ce qui diminue l'activation de HA0 du virus et donc la 

réplication virale. Devant cette hypothèse, le groupe d’Illona Jaspers a démontré que le 

traitement des cellules épithéliales nasales avec l’EGCG, qui est un agoniste de Nrf2 ayant 

un effet antiviral, augmentait le niveau de l'antiprotéase SLPI. Cependant, ils n’ont pas 

vérifié si cette induction de SLPI est responsable ou non de l’activité antivirale de ce 

composé (Kesic et al., 2012). Dans ce contexte, un autre groupe de recherche a montré en 

2013 qu’EGCG réduit la pénétration du virus A/H3N2 dans les cellules MDCK. Cette 

étude suggère également que cet agoniste de Nrf2 supprime légèrement l'activité de la NA 

virale, ce qui peut réduire la réplication du virus (Kim et al., 2013). Ceci suggère que 

malgré que l’EGCG induise l’expression de SLPI via Nrf2, un autre mécanisme pourrait 

aussi être impliqué dans son action antivirale. En conséquence, l’EGCG n’est pas un bon 

agoniste à utiliser afin d’évaluer l’effet antiviral de Nrf2. En résumé, le mécanisme exact 

par lequel l’activation de Nrf2 réduit la réplication du virus influenza n’est pas 

complétement élucidé. On ne sait pas s’il implique seulement SLPI ou s’il nécessite 

d’autres antiprotéases. De plus, on ne connaît pas la protéase endogène activant la HA0 du 

virus qui est inhibée par SLPI. 

Dans ma seconde publication, nous avons clarifié le lien entre Nrf2, SLPI et TMPRSS2 

dans l’inhibition de la réplication du virus influenza. Dans cette étude, nous avons choisi la 

Bardoxolone (CDDO-méthyle ester ou CDDO-me) qui est un triterpénoïde synthétique et 

inducteur puissant de la voie Nrf2 comme outil d’investigation. Étant donné ses effets 
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antioxydants et anti-inflammatoires, il a été étudié en clinique afin d'évaluer ses propriétés 

anti-cancéreuses et son efficacité pour le traitement de l'insuffisance rénale chronique. De 

nombreux travaux ont montré que la CDDO-me est un agoniste de Nrf2 qui présente des 

propriétés anti-inflammatoires et anti-fibrotiques dans les poumons des souris (Boffa et al., 

2012; Kulkarni et al., 2013). Nous avons donc proposé d’utiliser la CDDO-me afin 

d’investiguer le mécanisme d’action antivirale de Nrf2.  

Nous montrons ici que le traitement des Calu-3 avec la CDDO-me augmente l’expression 

de SLPI d’une facon dépendante de Nrf2 et réduit la réplication du virus influenza. Pour la 

première fois, et en utilisant un siRNA dirigé contre SLPI, nous avons montré que 

l’induction de SLPI est responsable de la diminution de la réplication virale par les 

agonistes de Nrf2. Ce qui suggère, au moins dans notre modèle cellulaire, que c’est le 

principal mécanisme antiviral de l’activation de Nrf2. Cependant, des experiences dans 

d’autres types cellulaires ou chez les souris sont nécessaires pour valider nos résultats et 

confirmer notre modèle. De plus, il serait intéressant de confirmer ces résultats par d’autres 

activateurs de Nrf2, tels que l’ILG. Cependant, vue que l’ILG inhibe directement la 

neuraminidase, il serait difficile de dissocier entre son effet antiviral direct et son effet 

antiviral potentiel médié par l’activation de Nrf2. 

Il a été rapporté que SLPI peut inhiber la réplication du virus influenza in vitro. Toutefois, 

ces études ont été réalisées dans les cellules MDCK en présence de la trypsine comme 

protéase exogène pour permettre l'entrée et la replication virale. Dans notre étude, nous 

avons montré que la protéine recombinante humaine SLPI réduit de manière significative la 

réplication du virus influenza dans les cellules Calu-3, qui favorisent facilement la 

réplication de la grippe sans addition de protéases exogènes. De plus, pour la première fois, 

nos résultats démontrent que SLPI est capable d’inhiber l’activité de TMPRSS2 et donc la 

réplication virale dépendante de cette protéase (Figure 16).  

Contrairement au groupe de Debasis Mondal (Schultz et al., 2014), nous n’avons pas 

observé une diminution de l’expression de TMPRSS2 suite à l’activation de Nrf2. Cette 

observation pourrait être due au type cellulaire utilisé. Il a été rapporté que le traitement 

avec l’EGCG de cellules épithéliales nasales humaines différenciées réduit la sécretion 

extracellulaire de HAT et de TMPRSS2. Toutefois, les quantités intracellulaires de ces 
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protéases sont restées inchangées. Les auteurs de cette étude suggérent que c’est un effet 

dépendant de Nrf2, mais ils n’ont pas déterminé comment Nrf2 pourrait modifier la 

sécrétion de ces protéases sans agir sur leurs expressions (Kesic et al., 2012; Meyer et 

Jaspers, 2015).  

Les études ont montré que les souris déficientes en TMPRSS2 sont protegées contre les 

infections avec les virus de type H1N1 et H7N9. Ceci démontre le rôle clé de TMPRSS2 

dans le cycle de réplication de ces virus. Au contraire, ces souris étaient sensibiles aux 

infections avec le virus H3N2. Ces résultats suggèrent qu’au niveau du système 

respiratoire, le clivage de l’hémaglutnine de H3N2 est favorisé par d’autres protéases 

(Garten et al., 2015). En accord avec cette hypothèse, il a été montré récemment que la HA0 

du virus H3N2 est clivée par TMPRSS4 en plus de TMPRSS2 dans les poumons des souris 

infectées (Kuhn et al., 2016). Dans notre étude, nous avons observé que l’activation de 

Nrf2 induit SLPI et inhibe le virus PR8/H1N1 avec une meilleure efficacité qu’avec les 

virus H3N2 et H1N1 pandémique de 2009. De plus, nos résultats montrent que SLPI inhibe 

la réplication dépendante de TMPRSS2 mais pas de HAT. Nos résultats sont en accord 

avec une ancienne étude montrant q'une concentration de 10 µM de SLPI inhibait très 

légèrement l'activité de HAT (moins du 5% de réduction) (Yasuoka et al., 1997). Il est 

concevable que SLPI ne soit pas capable d’inhiber la TMPRSS4. Ceci pourrait expliquer 

pourquoi l’induction de SLPI par Nrf2 inhibait moins efficacement le virus H3N2. 

Cependant, des expériences supplémentaires sont nécessaires pour vérifier cette hypothèse. 

Les virus pandémiques possédent un site multibasique au niveau de la HA ce qui permet 

leur clivage par des protéases ubiquitaires comme la furine et les proprotéines convertases 

(Fukuyama et Kawaoka, 2011). Ceci expliquerait pourquoi SLPI est moins efficace pour 

inhiber le virus pandémique de 2009.  

Dans l'ensemble, nos résultats suggèrent que l’antiprotéase SLPI peut inhiber l'activation 

protéolytique de l’hémaglutinine du virus influenza médiée par des protéases qui sont 

exprimées par les cellules épithéliales pulmonaires, telles que TMPRSS2. Le ciblage de la 

voie Nrf2 est donc une stratégie prometteuse pour réduire l’infection par le virus influenza. 

Cette approche est intéressante parce qu’au lieu de cibler le virus, elle cible des protéines 
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appartenant à l’hôte. Ce qui pourrait éviter le problème de la résistance acquise due à des 

mutations dans l’ARN viral influençant les protéines synthétisées. 

 

Figure 16: L’activation de Nrf2 par la CDDO-me inhibe la réplication virale via SLPI. 

Le traitement avec la CDDO-me induit la translocation de Nrf2 vers le noyau. Nrf2 induit 

l’expression de SLPI via son élément de réponse antioxydant ARE. SLPI inhibe l’activité 

de la protéase TMPRSS2 et donc le clivage de l’hémagglutinine virale HA0. Ceci par 

conséquence inhibe la réplication du virus influenza.  
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Chapitre IV : Conclusion 

Premièrement, nous avons démontré que l’isoliquiritigénine (ILG) est un agoniste de 

PPARγ et Nrf2 et un inhibiteur de la réplication du virus influenza. De plus, nos résultats 

ont montré que cette molécule inhibe l’inflammation liée à l’infection, en partie d’une 

façon dépendante PPARγ. L’administration d’ILG réduit la réplication virale ainsi que 

l’expression de cytokines inflammatoires et le recrutement des cellules immunitaires vers 

les poumons et par conséquence protège les souris contre une infection sévère par le virus 

H1N1.  

Deuxièmement, nous avons démontré pour la première fois la relation entre l'activation de 

Nrf2 et l'induction de l'antiprotéase SLPI, et l'inhibition de l'activité TMPRSS2 par SLPI 

dans la diminution de la réplication virale dans les cellules épithéliales. Dans cette étude, 

nous avons démontré que la CDDO-me induit l’expression de l’antiprotéase SLPI d’une 

façon complétement dépendante de Nrf2. Nous avons aussi démontré que SLPI inhibe 

l’activation de l’hémagglutinine HA0 du virus influenza par la protéase TMPRSS2. Ceci 

diminue par conséquent la réplication virale à l’intérieur des cellules. Notre étude définit 

ainsi un mécanisme par lequel des activateurs de Nrf2 protègent les cellules épithéliales 

bronchiques humaines contre une infection par le virus de la grippe. 

 

En conclusion, nos résultats ont démontré que le fait de cibler les deux voies moléculaires 

PPARγ et Nrf2, permet une inhibition significative de l’inflammation et de la réplication du 

virus influenza. Ainsi, cette étude pourrait être fondamentale pour le développement de 

nouveaux traitements anti-inflammatoires et antiviraux, basés sur des molécules activatrices 

de PPARγ et Nrf2, comme l’ILG et la CDDO-me. Ces traitements pourraient diminuer la 

sévérité de la grippe sans que le virus développe une résistance, étant donné qu’il n’est pas 

ciblé directement. Ces agonistes pourraient aussi être utiles pour traiter d’autres maladies 

caractérisées par une inflammation excessive (arthrite, maladies inflammatoires de 

l'intestin, etc.). De plus, les agonistes qui ciblent la voie Nrf2 pourraient être une approche 

prometteuse pour réduire d’autres maladies infectieuses qui dépendent de l'activité de la 

protéase TMPRSS2; telles que l'infection par le coronavirus (CoV-SRAS). 
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