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Streszczenie

Dirofilaria repens jest czynnikiem etiologicznym dirofilariozy podskorne;j.
Choroba ta wystepuje u pséw I innych zwierzat migsozernych, a takze u czlowieka.
D. repens jest szeroko rozpowszechniony w Europie, a jego zasieg wystepowania stale
si¢ rozszerza. Pomimo rosngcego zagrozenia, jakic stwarza ten pasozyt dla ludzi
| zwierzat, wiedza na temat jego oddziatywania na uktad immunologiczny zywiciela nie
jest doktadnie poznana. Jedng ze strategii nicieni, pozwalajaca im przezy¢ w tkankach
przez dlugi czas, jest wytwarzanie bialek o wilasciwosciach immunomodulacyjnych.
Celem pracy byta molekularna charakterystyka dwoch homologoéw czynnika hamujacego
migracj¢ makrofagow D. repens (Dirofilaria repens - macrophage migration inhibitory
factor; Dre-MIF), analiza ekspresji genéw badanych homologéw w mikrofilariach
i osobniku dorostym D. repens, uzyskanie biatek rekombinowanych Dre-MIF-1
i Dre-MIF-2 w bakteryjnym systemie ekspresji, ocena ich immunogennosci U myszy oraz
reaktywnos$ci z przeciwciatami psoOw naturalnie zarazonych D. repens i okre$lenie roli
badanych biatek na aktywnos$¢ makrofagow cztowieka w modelu in vitro.

Przeprowadzono bioinformatyczng analize sekwencji dwoch homologéw MIF
D. repens. Zbadano poziom ekspresji genéw Dre-mif-1 i Dre-mif-2 w réznych stadiach
rozwojowych pasozyta. Uzyskano rekombinowane biatka rDre-MIF-1 irDre-MIF-2
w bakteryjnym systemie ekspresji oraz dopracowano metodyke ich oczyszczania przy
uzyciu chromatografii  powinowactwa. Oceniono immunogenno$¢ rDre-MIF-1
i rDre-MIF-2 u myszy oraz reaktywnos$¢ tych bialek z przeciwciatami surowicy psow
naturalnie zarazonych D. repens z wykorzystaniem testu ELISA. Zbadano wptyw
rDre-MIF-1 na aktywnos$¢ makrofagéw zrdéznicowanych z ustalonej linii komdrkowe;j
THP-1, poprzez sprawdzenie fosforylacji wybranych kinaz, profilu wydzielanych cytokin
oraz zmian w poziomie ekspresji wybranych markerow pro- i przeciwzapalnych po
stymulacji biatkiem.

Z analizy bioinformatycznej wynika, ze Dre-MIF-1 charakteryzuje si¢ wyzszym
poziomem podobienstwa sekwencji aminokwasow do MIF cztowieka 1 psa niz
Dre-MIF-2. Stwierdzono wyzszy poziom ekspresji Dre-mif-1 i Dre-mif-2 w dorostych
osobnikach D. repens w poréownaniu do mikrofilarii. rDre-MIF-1 jest bardziej
immunogenny niz rDre-MIF-2 u myszy. U zarazonych pséw odnotowano podwyzszony
poziom przeciwcial podklasy IgGl rozpoznajacych zarowno rDre-MIF-1, jak
i rDre-MIF-2. rDre-MIF-1 wplywa na aktywno$¢ makrofagéow, m.in. hamuje



wydzielanie cytokin prozapalnych przez makrofagi pobudzone lipopolisacharydem
(LPS), co swiadczy o jego wlasciwosciach przeciwzapalnych i potwierdza jego

immunomodulacyjne dziatanie.

Stowa Kkluczowe: dirofilarioza podskdérna, czynnik hamujacy migracje

makrofagow, makrofag, wtasciwosci immunomodulacyjne
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Summary

Dirofilaria repens is the etiological agent of subcutaneous dirofilariasis, a disease
that affects dogs, other carnivores, and humans. D. repens is widely distributed in Europe,
and its range continues to expand. Despite the increasing threat posed by this parasite to
human and veterinary health, the mechanisms of its interactions with the host’s immune
system remain poorly understood. One of the strategies employed by nematodes to
survive for extended periods in host tissues involves the production of
immunomodulatory proteins. The aim of this study was the molecular characterization of
two homologues of the Dirofilaria repens macrophage migration inhibitory factor
(Dre-MIF), analysis of gene expression of the homologues in microfilariae and adult
D. repens, production of recombinant Dre-MIF-1 and Dre-MIF-2 proteins in a bacterial
expression system, assessment of their immunogenicity in mice, evaluation of their
reactivity with antibodies from dogs naturally infected with D. repens, and determination
of the role of these proteins in macrophage activity in an in vitro model.

A bioinformatic analysis of the sequences of the two D. repens MIF homologues
was conducted. The expression levels of Dre-mif-1 and Dre-mif-2 genes were examined
at different parasite developmental stages. Recombinant rDre-MIF-1 and
rDre-MIF-2 proteins were produced in a bacterial expression system, and their
purification was optimized using affinity chromatography. The immunogenicity of
rDre-MIF-1 and rDre-MIF-2 in mice, as well as their reactivity with sera from naturally
infected dogs, were assessed using ELISA. The second part of the study investigated the
effect of rDre-MIF-1 on THP-1 macrophages through analysis of kinase phosphorylation,
cytokine secretion profiles, and changes in the expression of selected pro- and anti-
inflammatory markers following stimulation.

The bioinformatic analysis revealed that Dre-MIF-1 shares a higher level of amino
acid sequence similarity with human and canine MIF than Dre-MIF-2. Dre-mif-1 and
Dre-mif-2 showed higher expression levels in adult D. repens compared to microfilariae.
rDre-MIF-1 is more immunogenic than rDre-MIF-2 in mice. In infected dogs, elevated
levels of IgG1l subclass antibodies against both proteins were detected. rDre-MIF-1
impacts macrophage activity; it inhibits pro-inflammatory cytokine release by LPS-
stimulated macrophages, which confirms its anti-inflammatory and immunomodulatory

effects.
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Objasnienie zastosowanych skrotow

Akt — kinaza biatlkowa B

AP-1 — (ang. activator protein 1) biatko aktywatorowe AP-1

CD - (ang. cluster of differentation) kompleks réznicowania

CHI3L1 - (ang. chitinase-3-like protein 1) chitynaza 3-podobna 1

CHI3L2 - (ang. chitinase-3-like protein 2) chitynaza 3-podobna 2

CXCR - (ang. C-X-C chemokine receptor) receptor chemokiny CXC

DDT - (ang. D-dopachrome tautomerase) tautomeraza D-dopachromu

Dre-MIF — (ang. Dirofilaria repens - macrophage migration inhibitory factor -1) czynnik
hamujacy migracj¢ makrofagdéw Dirofilaria repens

ERK - (ang. extracellular signal-regulated kinase) kinaza ERK

ETS - (ang. E-twenty-six transcription factor family) — rodzina czynnikéw
trakskrypcyjnych ETS

FBS — (ang. fetal bovine serum) ptodowa surowica bydleca

Fgr — (ang. Gardner-Rasheed feline sarcoma viral (v-fgr) oncogene homolog) kinaza Fgr
IL — (ang. interleukin) interleukina

ILC — (ang. innate lymphoid cells) wrodzone komorki limfoidalne

IFN — interferon

INOS — (ang. inducible nitric oxide synthase) indukowalna syntaza tlenku azotu

JAB-1 - (z ang. Jun-activating binding protein 1) biatko wigzace aktywujace Jun 1

JUN - (ang. transcription factor Jun) czynnik transkrypcyjny Jun

KIP1 — (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 1B) inhibitor kinazy zaleznej od cyklin
Lck — (ang. tyrosine-protein kinase Lck) kinaza tyrozynowa Lck

LPS — (ang. lipopolysaccharide) lipopolisacharyd

Lyn — (ang. tyrosine-protein kinase Lyn) kinaza tyrozynowa Lyn

MAPK - (ang. mitogen-activated protein kinase) kinaza biatkowa aktywowana
mitogenem

MHC - (ang. major histocompatibility complex) glowny uktad zgodnosci tkankowe;j
MIF - (ang. macrophage migration inhibitory factor) czynnik hamujacy migracje
makrofagow

NO — (ang. nitric oxide) tlenek azotu

p53 — biatko p53

PBS - (ang. phosphate buffered saline) buforowana fosforanem sol fizjologiczna
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PBMC - (z ang. peripheral blood mononuclear cells) jednojadrzaste komorki krwi
obwodowej

PGE2 — (ang. prostaglandin E2) prostaglandyna E2

P13K — (ang. phosphoinositide 3-kinase) kinaza fosfatydyloinozytolu 3

PMA — (ang. phorbol 12-myristate 13-acetate) forbol 12-mirystynian 13-octanu
SDS-PAGE - (ang. sodium dodecyl sulfate — polyacrylamide gel electrophoresis)
elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obecnosci soli sodowej kwasu
dodecylosiarkowego

Src — (ang. proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src) kinaza tyrozynowa Src

STAT — (ang. signal transducers and activators of transcription) przekazniki sygnatu
i aktywatory transkrypcji

TGF-p — (z ang. transforming growth factor beta) transformujacy czynnik wzrostu beta
TLR — (ang. toll-like receptor) receptor Toll-podobny

TNF - (ang. tumor necrosis factor) czynnik martwicy nowotworu

XTT - (ang.2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide)
2,3-bis-(2-metoksy-4-nitro-5-sulfobenzenylo)-2H-tetrazolowy-5-karboksyanilid

Yes — (ang. tyrosine-protein kinase Yes) kinaza tyrozynowa Yes
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1. Wstep

Dirofilaria repens to nicien pasozytujacy glownie u psowatych (Canidae)
I kotowatych (Felidae). Jest pasozytem o potencjale zoonotycznym, co oznacza, ze moze
stanowi¢ zagrozenie rowniez dla ludzi. W trakcie rozwoju w zywicielu ostatecznym
dochodzi do powstawania guzkéw robaczych w tkance podskornej i skdrze zarazonych
osobnikow, w ktorych pasozyt ukrywa si¢ przed uktadem immunologicznym zywiciela
przez dlugie lata (Petrocheilou i wsp. 1998; Mendoza-Roldan i wsp. 2021). Pomimo
rosngcego zagrozenia, jakie stwarza ten pasozyt, wiedza na temat molekularnych
mechanizméw interakcji pasozyt-zywiciel w przebiegu dirofilariozy pozostaje
ograniczona.

Pasozytnicze nicienie wytworzyly wiele mechanizméw pozwalajacych im
przezy¢ w organizmie zywiciela. Maja zdolnos¢ modyfikowania odpowiedzi
immunologicznej, np. poprzez wydzielanie czasteczek o  wiasciwosciach
immunomodulacyjnych, w tym takich, ktére sg podobne do czasteczek zywiciela
(Hewitson, Grainger, i Maizels 2009). Przyktadem takiego biatka jest czynnik hamujacy
migracj¢ makrofagow (macrophage migration inhibitory factor; MIF), ktory jest
cytoking ssakow 0 plejotropowym dziataniu, uczestniczacg W odpowiedzi prozapalnej
(Calandra i Roger 2003). Homologi tego biatka zostaly opisane u wielu gatunkéw
pasozytow, ale ich funkcje nie sg jeszcze wystarczajagco poznane. Badania sugeruja,
ze wykazuja one wlasciwosci immunomodulacyjne, migdzy innymi wplywaja na
obnizenie poziomu prozapalnych cytokin wydzielanych przez makrofagi (Vermeire
i wsp. 2008). Poniewaz w literaturze nie opisano roli tych biatek podczas inwazji
D. repens, zostata podjeta proba uzyskania ich w bakteryjnym systemie ekspresji oraz

scharakteryzowania ich wptywu na uktad immunologiczny zywiciela.

1.1. Dirofilaria repens — biologia pasozyta, patogeneza inwazji, rozprzestrzenienie
w Europie

D. repens jest nicieniem nalezgcym do rzedu Rhabditida, rodziny Onchocercidae,
przenoszonym przez komary z rodzajow: Aedes, Culex, Anopheles, ktore w cyklu
rozwojowym petnig role wektora oraz zywiciela posredniego. Zywicielem ostatecznym
sg ssaki migsozerne, przede wszystkim psy domowe. Do zarazenia dochodzi w momencie
odzywiania si¢ krwig przez komara, kiedy larwy inwazyjne L3 wnikajg do organizmu
zywiciela (Ryc.1). Okres prepatentny jest dtugi, trwa 6-9 miesigcy, a doroste nicienie

umiejscawiajg si¢ najczgsciej w tkance podskornej, gdzie si¢ rozmnazaja. Zaptodnione
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samice rodza do krwiobiegu mikrofilarie. Dalszy rozwdj cyklu jest mozliwy, jesli komar
pobierze mikrofilarie wraz z krwig i w jego organizmie larwy dojrzeja do stadium

inwazyjnego L3 (Simén i wsp. 2012).

o JNg oo EEReeRestes >
- ! ~~.. Zarazenie
Rl Larwy inwazyjne L3 .
r umiejscawiaja sie *
Larwy linieja do X v w §liniankach komara
stadium inwazyjnego /
L3
A
. Doroste nicienie
H umiejscawiaja sie
‘.‘ w tkance podskérne;
. zywiciela
v. ¥ X
Larwy penetrujajelito s, _ \ A e
komara 1 przedostaja i 3 \ (/\\,
sie do cewek \
Malphigiego Komar aspiruje
mikrofilarie podczas ]
pobierania positku Samice rodza

mikrofilarie, ktore
kraza we krwi
obwodowej

Ryc.1 Cykl rozwojowy Dirofilaria repens. Opracowanie wtasne przy pomocy programu BioRender.com
wg www.cdc.gov/dpdx/dirofilariasis/index.html.

Pies domowy jest typowym zywicielem D. repens, ale pasozyt ten moze
wystepowac tez U kotow, dzikich ssakéw migsozernych oraz cztowieka. W literaturze
opisano przypadki z potwierdzong mikrofilaremia u ludzi, co $wiadczy o tym, ze pasozyt
moze w sprzyjajacych warunkach osiagna¢ dojrzatos$¢ plciowa w organizmie czlowieka
(Ktudowska i wsp. 2018; Pupi¢-Bakrac i wsp. 2021).

U psoéw doroste osobniki umiejscawiajg si¢ w tkance podskornej 1 skorze,
mosznie, jamach ciala, gruczole mlekowym, krezce, worku osierdziowym, $ciggnie
kolana oraz w guzach nowotworowych. Podobnie, jak u psow, u ludzi nicienie moga
migrowa¢ do tkanki podskornej réznych czeSci ciata (najczesciej glowy, okolicy
oczodotowej, szyi), ale takze ptuc, powr6zkow nasiennych, najadrzy, piersi, weztow
chtonnych. Wszystko wskazuje na to, ze nicienie te moga wielokrotnie migrowac
W organizmie zywiciela w trakcie swojego zycia (Borkowski i wsp. 2015; Capelli i wsp.

2018; Wysmotek i wsp. 2020a). Inwazje D. repens bardzo czgsto przebiegaja
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bezobjawowo lub skapo-objawowo i1 diagnozowane sg przypadkowo. Opisane sg jednak
przypadki pséw z wysoka mikrofilaremia, u ktorych wystepowato zapalenie otrzewne;,
z6ltaczka, zwyrodnienie watroby, niewydolnos¢ nerek (Mircean i wsp. 2017). Badania
hematologiczne i biochemiczne krwi wykazuja ponadto, Zze u zarazonych psow klinicznie
zdrowych, wystgpuje stan przewlektego stresu zwigzanego z wysokim poziomem
glikokortykosteroidow (Wysmotek i wsp. 2020a). W diagnostyce dirofilariozy u psow
podstawg jest znalezienie we krwi mikrofilarii. Zalecang metodg jest zmodyfikowany test
Knott’a. Obecnie na rynku nie ma testu serologicznego wykrywajacego inwazje
D.repens. W zwigzku z tym nie ma mozliwosci potwierdzenia metodami
laboratoryjnymi zarazenia w trakcie okresu prepatentnego, ani inwazji jednoptciowej.

D. repens wystepuje gtownie w klimatach tropikalnym i subtropikalnym,
na terenie Afryki, Azji oraz potudniowej Europy. W wyniku dziatalnos$ci cztowieka oraz
zmian Kklimatu zasigg wystgpowania znacznie si¢ poszerzyl, szczegdlnie w Europie
Srodkowej, w tym m.in. Polsce, Litwie, Ukrainie, Stowacji i Niemczech. Pojedyncze
przypadki opisano w Danii, Finlandii, Norwegii i Szwecji (Genchi i Kramer 2017;
Fuehrer i wsp. 2021). Pierwsze doniesienia na temat wystgpowania inwazji D. repens
u pséw w Polsce opublikowano w latach 2009-2010 (Demiaszkiewicz i wsp. 2009,
Sapierzynski i wsp. 2010). Natomiast, pierwsze przypadki u ludzi zostaty opisane na
przetomie 2007/2008 roku (Zarnowska-Prymek, Cielecka, i Satamatin 2008). Od tego
czasu systematycznie pojawiaja si¢ nowe doniesienia o polskich pacjentach, u ktorych
wykryto D. repens w roznych, czasami zaskakujacych, lokalizacjach ciata (Fuehrer i wsp.
2021). Inwazje D. repens u psow i ludzi stanowig istotny problem medyczny, dlatego
szersze poznanie przebiegu dirofilariozy, w tym interakcji, jakie zachodza na poziomie
pasozyt-zywiciel, sa niezbedne dla zrozumienia patogenezy oraz opracowania nowych

metod leczenia i zwalczania tej parazytozy.

1.2. OdpowiedZz ukladu immunologicznego zywiciela w przebiegu inwazji
wywolanych przez filarie

Helminty maja zdolno$¢ do modulowania odpowiedzi immunologicznej
zywiciela, dzigki czemu inwazje z reguly sa dlugotrwate i moga prowadzi¢ do powaznych
problemow zdrowotnych, a nawet $mierci zywiciela. Czesciej jednak obserwujemy
przewlekle zarazenie bezobjawowe lub o malym stopniu nasilenia objawéw. Co wiecej,
w krajach, gdzie ekstensywnos¢ zarazenia pasozytami jelitowymi jest wysoka, obserwuje

si¢ nizsza czestotliwos¢ wystepowania chorob autoimmunologicznych i alergii (Vercelli
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2006). Helminty, aby moc przezy¢ w organizmie zywiciela, wydzielaja rézne czasteczki,
takie jak przeciwutleniacze, proteazy, inhibitory proteaz, ortologi cytokin, ktore moga
wyciszac stan zapalny (Hewitson, Grainger, i Maizels 2009).

Zaréwno u ludzi, jak i u zwierzat filariozy czgsto przebiegaja bez wyraznych
objawow klinicznych, co moze wskazywac¢, ze nicienie te maja wyjatkowa zdolnos¢
modulowania odpowiedzi immunologicznej zywiciela. Gtownymi komorkami
zaangazowanymi we wczesng inicjacj¢ odpowiedzi immunologicznej zywiciela
zwigzane] z nicieniami pasozytniczymi s3g komodrki dendrytyczne, makrofagi,
granulocyty zasadochtonne (bazofile) i wrodzone komorki limfoidalne (innate lymphoid
cells; ILC). Jednak szczegétowy mechanizm wcigz pozostaje niewyjasniony. Komorki
dendrytyczne odgrywaja kluczowa rolg¢ w prezentowaniu antygendw filarii limfocytom T
w celu wywotania odpowiedzi immunologicznej. U ludzi réznicowanie i dojrzewanie
tych komoérek w obecnos$ci antygendw filarii moze stymulowa¢ odpowiedz zalezng od
limfocytow Th2 (MacDonald i Maizels 2008; Kwarteng i Ahuno 2017). Badania
wskazujg takze na to, ze zywe pasozyty sg w stanie indukowaé¢ $mier¢ komorek
dendrytycznych, a takze hamowac ich zdolno$¢ do syntezy interleukiny (interleukin; IL)-
10 i IL-12, zmniejszajac tym samym ich zdolnos¢ do aktywacji limfocytow T
posiadajacych na powierzchni kompleks réznicowania (cluster of differentation; CD) 4
(limfocyty T CD4") (Semnani i wsp. 2003).

Jak juz wspomniano, z badan dotyczacych filarioz limfatycznych wynika, ze
promowana jest glownie odpowiedz zalezna od limfocytoéw pomocniczych Th2. Ten typ
odpowiedzi jest najczesciej opisywany w przypadku inwazji nicieni. Charakteryzuje sie
wzrostem stezenia cytokin IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13 oraz przeciwciat klasy IgGl,
IgG4 1 IgE. Dochodzi do zwigkszenia populacji komoérek tucznych (mastocytéw),
granulocytow kwasochtonnych (eozynofilow) oraz makrofagow typu M2 (Neill i wsp.
2010; Sharma i wsp. 2012; Gazzinelli-Guimaraes i Nutman 2018). Makrofagi M2
wydzielaja znaczne iloSci cytokin przeciwzapalnych, takich jak IL-10 1 transformujacy
czynnik wzrostu beta (transforming growth factor beta; TGF-B) (Strizova i wsp. 2023).
Ponadto, aktywnie przyczyniaja si¢ do naprawy tkanek poprzez wydzielanie czynnikow
wzrostu, chemokin oraz sktadnikow budulcowych do syntezy kolagenu. Zapobiegaja
takze zmianom patologicznym wywotanym nadmierng aktywacja eozynofilow, komorek
tucznych, bazofilow, limfocytow Th2, ILC2 i limfocytow B syntetyzujacych IgE.
Makrofagi M2 moga zabi¢ lub uwigzi¢ larwy pasozytniczych robakow lub stymulowac

wydalenie dorostych osobnikow z organizmu. Uwigzienie pasozytow zapobiega
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rozleglym uszkodzeniom zarazonych tkanek (Minutti i wsp. 2017; Lechner, Bohnacker,
I Esser-von Bieren 2021).

Zaobserwowano, ze odpowiedz immunologiczna przeciwko filariom zalezy
W duzej mierze od intensywnos$ci inwazji i od tego, czy we krwi obecne sg mikrofilarie.
W przypadku filarioz limfatycznych u pacjentdéw z nasilonymi objawami w postaci
obrzgkow limfatycznych (stoniowacizny), w badaniu krwi bardzo czgsto nie stwierdza
si¢ mikrofilarii. Natomiast pacjenci z wysoka mikrofilaremig zazwyczaj nie wykazuja
objawow klinicznych (Kwarteng i Ahuno 2017). Podobng zalezno$¢ zaobserwowano
U ludzi zarazonych Onchocerca volvulus. Wyrdznia si¢ onchocerkoze uogolniona, ktora
dotyczy pacjentow z wysoka intensywnoscig inwazji. Charakteryzuje si¢ niskim stopniem
nasilenia objawow i powstawaniem tagodnych guzkéw podskornych. Znacznie rzadziej
wystepuje onchocerkoza hiperaktywna, gdzie nicieni jest mato, ale objawy skorne sa
znacznie nasilone. U pacjentow z hiperaktywng onchocerkozg zaobserwowano
zwigkszong aktywacje limfocytow Th17 i Th2, ktorym towarzyszyta zmniejszona liczba
regulatorowych limfocytow T Foxp3* (Katawa i wsp. 2015).

OdpowiedZz immunologiczna w zarazeniach filariami jest bardzo zlozona,
poniewaz pasozyty w organizmie zywiciela moga przezy¢ wiele lat, nie manifestujac przy
tym wyraznych objawow klinicznych. Odpowiedz zalezy od gatunku nicienia, od jego
umiejscowienia, a takze od tego, czy w krwiobiegu obecne sg mikrofilarie (Maizels,
Blaxter, i Scott 2001; Sahoo i wsp. 2018; Wysmotek i wsp. 2020b). W przypadku inwazji
D. repens charakteryzujacych si¢ brakiem mikrofilarii we krwi zaobserwowano wyzszy
stosunek przeciwciat podklasy IgG2 niz IgGl1, co jest charakterystyczne dla odpowiedzi
immunologicznej zaleznej od limfocytow Thl, podczas gdy, u psow z mikrofilaremia ten
stosunek byt odwrotny (charakterystyczny dla odpowiedzi zaleznej od limfocytow Th2)
(Wysmotek i wsp. 2022).

D. repens osigga dorostos¢ glownie u psow, ale moze wystepowac sporadycznie
u innych zywicieli, co wskazuje na jego zdolno$¢ do modulowania odpowiedzi
immunologicznej réznych gatunkow ssakéw. Strategie, ktore pozwalaja D. repens
przezy¢ w tkankach wcigz nie sa do konca poznane, dlatego konieczne sa bardziej
zaawansowane badania proteomiczne. Identyfikacja biatek charakterystycznych dla
roznych stadiow rozwojowych pasozytow powigzanych z procesami biologicznymi
I okre$lenie ich funkcji na poziomie molekularnym, jest kluczowe dla lepszego
zrozumienia mechanizmoéw molekularnych zachodzacych miedzy pasozytem

a zywicielem (Zawistowska-Deniziak i wsp. 2021). Poznanie tych mechanizmow
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pozwoli doktadniej zrozumie¢ przebieg inwazji oraz opracowac strategie leczenia

I zapobiegania inwazji u ludzi i zwierzat.

1.3. Czynnik hamujacy migracje¢ makrofagow

MIF zostat po raz pierwszy opisany w 1966 roku, jako biatko wydzielane przez
limfocyty T, hamujgce specyficznie migracje makrofagow (Bloom i Bennett 1966; David
1966). Biatko to zbudowane jest ze 114 aminokwasow, a jego masa wynosi 12,5 kDa.
U czlowieka gen kodujacy MIF umiejscowiony jest na chromosomie 22, zawiera
3 eksony i 2 introny (Bloom i Bennett 1966; Sun i wsp. 1996). MIF jest zbudowany
z trzech identycznych podjednostek (Ryc. 2) (Suzuki i wsp. 1996). Jego konformacja jest
dobrze zachowana u organizmoéw eukariotycznych: pierwotniakow, zwierzat i roslin.
U réznych gatunkoéw ssakow podobienstwo sekwencji aminokwasow tych czasteczek jest

bardzo wysokie i wynosi powyzej 90% (Sparkes i wsp. 2017).

Ryc. 2. Struktura przestrzenna MIF cztowieka (https://www.rcsb.org/structure/1mif)

W przeciwienstwie do wigkszo$ci cytokin, MIF wykazuje aktywnosé
enzymatyczng tautomerazy fenylopirogronianowej oraz oksydoreduktazy (Lubetsky
I wsp. 1999; Cournia i wsp. 2009). Czynnik ten syntetyzowany jest przez r6znego rodzaju
komorki, w tym: makrofagi, monocyty (Calandra i wsp. 1994), neutrofile (Daryadel
I wsp. 2006), eozynofile (Rossi i wsp. 1998), limfocyty (Bacher i wsp. 1996), komorki
srodbtonka (Nishihira, Koyama, i Mizue 1998), komoérki nabtonka (Shimizu 2005)
I komorki migsniowe (Verschuren i wsp. 2005).

MIF jest cytoking o plejotropowym dziataniu, uczestniczaca w wielu procesach
biologicznych. Zewnatrzkomérkowy MIF aktywuje kompleks sygnalizacyjny poprzez
wigzanie si¢ z biatkiem CD74. Wiaze si¢ rowniez z receptorami dla chemokin CXC
(C-X-C chemokin receptor): CXCR2, CXCR4 i CXCR7 wiaczajac okreslone szlaki
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wewnatrzkomoérkowe prowadzace do modulacji stanu zapalnego, proliferacji i migracji
komorek (Mangano i wsp. 2018; Jankauskas i wsp. 2019).

Mediator ten stymuluje wydzielanie réznych cytokin prozapalnych: czynnik
martwicy nowotworu (tumor necrosis factor; TNF) -a, IL-1pB, IL-6 i IL-12, zwickszenie
poziomu receptora Toll-podobnego (Toll-like receptor; TLR) -4, wydzielanie tlenku
azotu (nitric oxide; NO), stymuluje synteze metaloproteinaz macierzy, cyklooksygenazy
2 i prostaglandyny E2 (PGE2) oraz hamuje przeciwzapalne i immunosupresyjne dziatanie
glikokortykosteroidow (Calandra 2003; Bozza i wsp. 2012; Harris i wsp. 2019). Cytokina
ta odgrywa kluczowa role w reakcjach zapalnych oraz w procesie kancerogenezy. Ma
zdolno$¢ do rekrutacji komoérek zaréwno wrodzonej, jak i nabytej odpornosci do miejsca
stanu zapalnego. Dodatkowo umozliwia przyleganie monocytéw, migracj¢ przez
srédblonek naczyn, fagocytoze oraz aktywuje i zwigksza uwalnianie prozapalnych
cytokin poprzez makrofagi, wywolujac silng odpowiedz zapalng (Stojanovic, Saksida,
I Stosic-Grujicic 2012; Nobre i wsp. 2017).

W 1997 roku opisano drugie biatko z rodziny MIF, czyli tautomeraze
D-dopachromu (D-dopachrome tautomerase; D-DT) (Sugimoto i wsp. 1997).
Podobienstwo sekwencji aminokwasow MIF i D-DT wynosi 34%, a struktura
przestrzenna jest podobna, zbudowana z trzech podjednostek. D-DT, podobnie jak MIF,
aktywuje kompleks CD74/CD44 (Cavalli i wsp. 2020). Funkcje tego biatka sg jednak

znacznie mniej poznane.

1.4. Homologi czynnika hamujacego migracje makrofagéw obecne u nicieni

Homologi MIF zidentyfikowano u wielu gatunkow roslin, kregowcow
I bezkregowcow (Sparkes i wsp. 2017). Stwierdzono je u ponad 20 gatunkoéw nicieni
pasozytniczych, w tym takze u filarii. U wigkszoS$ci z nich opisano dwa paralogi MIF-1
i MIF-2 (Vermeire i wsp. 2008), a czg$¢ z nich uzyskano za pomocg metod inzynierii
genetycznej (Tabela 1), co pozwolito pozna¢ ich strukture i potencjalne wiasciwosci.
Wecigz jednak nie do konca wiadomo, jaka pelnia rolg w przebiegu inwazji
pasozytniczych. Homologi MIF opisane u nicieni majg podobng strukture przestrzenng
oraz aktywno$¢ enzymatyczng (tautomerazy i oksydoreduktazy) do MIF cztowieka, a ich
obecnos¢ zaobserwowano zarowno w postaciach dorostych, jak i stadiach larwalnych
pasozytow (Vermeire i wsp. 2008).

Jak wynika z badan, omawiane biatka majg istotny wplyw na uktad

immunologiczny zywiciela. MIF aktywuje komorki poprzez receptor powierzchniowy
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CD74. CD74 (fancuch niezmienny Ii) bierze udzial w prezentacji antygenow z udziatem
czasteczek gtownego uktadu zgodnosci tkankowej (major histocompatibility complex;
MHC) klasy Il. Badania pokazuja, ze homologi MIF z pasozytow rowniez moga wigzac
si¢ z tym receptorem, ale efekt tej interakcji nie jest do konca poznany (Cho i wsp. 2007;
Younis i wsp. 2012; Qu i wsp. 2014; Huang i wsp. 2022). Udowodniono jednak, ze biatka
pasozytnicze moga taczy¢ si¢ z komorkami zywiciela i wplywaé na ich migracje.
Wykazano, ze MIF Brugia malayi (Bm-MIF) ma wplyw na aktywno$¢ chemotaktyczng
i blokuje monocyty/makrofagi, hamujac ich przypadkowa migracj¢ (Pastrana i wsp.
1998). Podobne wyniki wskazujace na hamowanie migracji pod wptywem MIF
otrzymano w przypadku jednojadrzastych komorek krwi obwodowej (peripheral blood
mononuclear cell; PBMC) czlowicka stymulowanych rekombinowanym MIF
z Trichinella spiralis (TsMIF) (Tan i wsp. 2001) oraz Thelazia callipaeda (T.cp-MIF)
w badaniach z wykorzystaniem ustalonej linii THP-1 (Cai i wsp. 2021).

Z badan wynika, ze homologi MIF moga promowa¢ réznicowanie makrofagow
w Kierunku M2, ktore sg zaangazowane w przebieg odpowiedzi zaleznej od limfocytow
Th2 i charakterystyczne dla przewlektych inwazji pasozytniczych (Prieto-Lafuente i wsp.
2009). Ponadto, po stymulacji makrofagéw ustalonej linii komodrkowej THP-1
zaobserwowano, ze T.cp-MIF moze indukowa¢ dynamiczng zmiang polaryzacji
makrofagéw z fenotypu M1 do M2, prawdopodobnie poprzez wigzanie si¢ z TLR4
i aktywacje szlaku sygnalowego zaleznego od kinazy fosfatydyloinozytolu 3
(phosphoinositide 3-kinase; PI3K) i kinazy biatkowej B (protein kinase B; Akt) (Cai
i wsp. 2021). Zmiana fenotypu moze by¢ korzystna w kontekScie przetrwania pasozyta
W organizmie, poniewaz makrofagi M1 maja wlasciwoséci prozapalne (wydzielaja
cytokiny prozapalne oraz duzg ilo$¢ reaktywnych form tlenu i azotu) (Peng i wsp. 2023).
Wykazano takze w badaniach in vitro, ze pasozytnicze homologi MIF maja dziatanie
przeciwzapalne, wplywajac na obnizenie poziomu wydzielania cytokin prozapalnych
przez monocyty i makrofagi (Younis i wsp. 2012; Wang i wsp. 2017). Przeciwzapalne
wlasciwosci homologow MIF z nicieni byly badane na modelach zwierzecych
w kontekscie astmy oraz stanu zapalnego jelita grubego. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
biatka te moga mie¢ potencjal terapeutyczny w chorobach autoimmunologicznych,
poprzez hamowanie istniejgcego stanu zapalnego (Park i wsp. 2009; Cho, Lee, i Yu 2011;
Ramani i wsp. 2020). Zagadnienie to jest szerzej opisane w pracy przegladowej

stanowiacej cze$¢ omawianej dysertacji (Publikacja 1).
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Z literatury przedmiotu wynika, ze homologi MIF odgrywaja istotng role

w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej zywiciela, zarowno poprzez hamowanie

procesoéw prozapalnych, jak 1 indukcje réznicowania w kierunku makrofagow typu M2,

CO moze Sprzyja¢ przetrwaniu pasozyta w organizmie zywiciela. Niezbedne sg dalsze

badania, aby doktadnie zrozumie¢ mechanizmy molekularne odpowiedzialne za te

zjawiska.

Tabela 1. Homologi czynnika hamujacego migracje makrofagéw nicieni pasozytniczych uzyskane
W postaci biatek rekombinowanych (opracowanie wiasne na podstawie dostepnej literatury).

Numer
Gatunek nicienia dostepu Akronim Bibliografia
(GenBank)
Ancylostoma .
] EF410151.1 AceMIF (Cho i wsp. 2007)
ceylanicum
o (Park i wsp. 2009; Cho, Lee, i Yu 2011,
Anisakis simplex EF165010.1 As-MIF )
Park i wsp. 2017)
(Pastrana i wsp. 1998; Falcone
Bm-MIF ) ) )
U88035.1 i wsp. 2001; Zang i wsp. 2002; Prieto-
Bm-MIF-1 )
Brugia malayi Lafuente i wsp. 2009)
(Zang i wsp. 2002; Prieto-Lafuente
AY004865.1 | Bm-MIF-2 )
i wsp. 2009)
Haemonchus contortus | CB012470.1 HcMIF-1 (Wang i wsp. 2017)
(Marson, Tarr, i Scott 2001; Ajonina-
AF384027.1 OvMIF-1
Ekoti i wsp. 2013)
Onchocerca volvulus i _
(Marson, Tarr, i Scott 2001; Ajonina-
AF384028.1 OvMIF-2 -
Ekoti i wsp. 2013)
Ostertagia ostertagii BQ457911 Oo0s-MIF-1.1 (Qu i wsp. 2014)
Strongyloides ratti FJ026392.1 Sra-MIF (Younis i wsp. 2012)
Teladorsagia ) ) )
. . FN599526.1 Tci-MIF-1 (Nisbet i wsp. 2010)
circumcincta
Thelazia callipaeda brak danych T.cp-MIF (Cai i wsp. 2021)
o o AJ012740.1 . ]
Trichinella spiralis TsMIF (Tan i wsp. 2001; Huang i wsp. 2022)
AY050661.1
Wb-MIF (Pastrana i wsp. 1998; Sharma i wsp.
AF040629.1
Wb-MIF-1 2012)
Wuchereria bancrofti N
(Chauhan, Sharma, i Hoti 2015; Chauhan
KJ939449.1 Whba-MIF-2

i Hoti 2016)
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1.5. Omowienie skladu dysertacji

W sktad dysertacji wchodza dwa artykuty (Publikacja 1, Publikacja 2) oraz wyniki
badan, ktore jeszcze nie zostaly opublikowane. W pierwszej publikacji dokonano
szczegdlowego przegladu literatury w celu poznania aktualnego stanu wiedzy na temat
homologow MIF wydzielanych przez nicienie, ich struktury, aktywnosci enzymatycznej,
wptywu na uktad odpornosciowy zywiciela oraz potencjalnego zastosowania w leczeniu
chorob pasozytniczych, zapalnych i autoimmunologicznych. Druga publikacja omawia
wyniki badan, w ktorych sklad wchodzi analiza sekwencji aminokwaséw dwoch
homologéw MIF D. repens, ich otrzymanie i oczyszczenie w bakteryjnym systemie
ekspresyjnym, zbadanie ich immunogennosci oraz sprawdzeni€ czy sg one rozpoznawane
przez przeciwciala psow naturalnie zarazonych. Cze$¢ nieopublikowana skupia si¢ na
poznaniu wptywu rekombinowanego biatka Dre-MIF-1 (rDre-MIF-1) na aktywnosc¢
makrofagéw ustalonej linii komérkowej THP-1, w tym zbadaniu profilu wydzielanych
przez nie cytokin i zmian w poziomie wybranych markeréw pro- i przeciwzapalnych po
stymulacji. Badania te dotycza tylko rDre-MIF-1, poniewaz, pomimo wielu prob, nie
udato si¢ uzyska¢ oczyszczonego z endotoksyn biatka rDre-MIF-2, co uniemozliwito

przeprowadzenie testow komodrkowych z jego wykorzystaniem.

2. Hipotezy badawcze, cele oraz zakres pracy doktorskiej

Hipotezy badawcze:

1. Homologi MIF D. repens wykazuja wtasciwosci immunomodulacyjne wptywajac
na aktywno$¢ makrofagéw poprzez hamowanie ich prozapalnego dzialania, co
sprzyja przezyciu dorostych pasozytow w tkance zywiciela;

2. rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 sg rozpoznawane przez surowice psOw naturalnie

zarazonych D. repens.
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Cele:

1.

Molekularna charakterystyka homologéw czynnika hamujacego migracje
makrofagéw D. repens;

Analiza ekspresji mRNA Dre-mif-1 i Dre-mif-2 w mikrofilariach i osobniku
dorostym;

Uzyskanie homologdéw MIF D. repens w bakteryjnym systemie ekspresji;

Ocena immunogenno$ci rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 u myszy oraz okresSlenie
reaktywnosci badanych bialek z przeciwciatami surowicy psow naturalnie
zarazonych D. repens;

Okreslenie wptywu homologow MIF D. repens na aktywno$¢ makrofagéw

cztowieka w modelu in vitro.

Zakres pracy:

1.
2.

Analiza bioinformatyczna sekwencji Dre-MIF-1 i Dre-MIF-2;

Zbadanie poziomu ekspresji gendow kodujacych Dre-MIF-1 i Dre-MIF-2
w mikrofilariach i stadium dorostym D. repens;

Uzyskanie rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 w bakteryjnym systemie ekspresji oraz ich
oczyszczanie metoda chromatografii powinowactwa;

Poréwnanie immunogennosci rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 po immunizacji myszy
badanymi antygenami;

Ocena reaktywnosci rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 z przeciwciatami surowicy psow
naturalnie zarazonych z wykorzystaniem testu ELISA;

Ocena wpltywu rDre-MIF-1 na zywotnosci makrofagéw ustalonej linii
komorkowej THP-1 — model in vitro;

Analiza fosforylacji wybranych kinaz w makrofagach zréznicowanych
Z monocytoéw ustalonej linii komérkowej THP-1 po stymulacji rDre-MIF-1;
Zbadanie profilu wydzielanych cytokin oraz poziomu ekspresji wybranych
markerow komorkowych makrofagéw ustalonej linii komodrkowej THP-1

stymulowanych rDre-MIF-1 przy braku LPS i po wstgpnej stymulacji LPS.

27



3. Materialy i metody

3.1. Materialy i metody opublikowane

W pierwszym etapie pracy wykonano bioinformatyczng analize sekwencji
nukleotydéw kodujacych dwa nowe homologi MIF D. repens zdeponowanych
w ogolnodostepnej bazie GenBank 0 numerach MT071087.1 i MT071088.1. Sekwencje
te porownano z sekwencjami kodujacymi MIF zywicieli D. repens, czyli cztowieka oraz
psa. Dzicki modelowaniu przestrzennemu wygenerowano takze potencjalne struktury
przestrzenne biatek. Okre$lono poziom ekspresji genow Dre-mif-1 i Dre-mif-2 w r6znych
stadiach rozwojowych pasozyta. W tym celu wyizolowano catkowity RNA z mikrofilarii
1 osobnika dorostego oraz przepisano go w reakcji odwrotnej transkrypcji na cDNA, ktory
nastepnie byl matrycg w ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy (quantitative
polymerase chain reaction; qPCR).

Kolejnym etapem byto uzyskanie bialek rekombinowanych. W tym celu
wykorzystano wektor ekspresyjny pET28a i dwa szczepy Escherichia coli (SoluBL21
i BL21). Biatka oczyszczano metodg chromatografii powinowactwa do jonéw niklu.

Oczyszczonymi biatkami rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 immunizowano myszy
BALB/c w celu otrzymania surowicy poliklonalnej. Na przeprowadzenie eksperymentu
zgode wyrazita II Lokalna Komisja Etyczna ds. Doswiadczen na Zwierzgtach przy
SGGW w Warszawie (nr WAW2/142/2021). Testem ELISA zbadano reaktywno$é
przeciwcial (klasy 1gG, IgM i IgE oraz podklas 1gGl i 19gG2) w surowicy
immunizowanych myszy przeciwko badanym bialkom z uwzglednieniem mozliwosci
wystepowania reakcji krzyzowych. Aby potwierdzi¢ mozliwos$¢ reakcji krzyzowej
wykonano takze badanie technikg Western blot.

Biatka rekombinowane przetestowano z surowicami psOw niezarazonych oraz
naturalnie zarazonych D. repens. Psy zarazone klasyfikowano na podstawie dodatniego
wyniku  zmodyfikowanego testu Knott’a podczas badan  prowadzonych
w Weterynaryjnym Laboratorium Diagnostycznym Choroéb Zakaznych 1 Inwazyjnych,
Zaktadu Parazytologii i Chorob Inwazyjnych, Instytutu Medycyny Weterynaryjnej,
Szkoly Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Przy wykorzystaniu testu
ELISA zbadano obecno$¢ swoistych przeciwciat klasy IgG, IgM, IgE oraz podklas IgG1
i IlgG2 skierowanych przeciwko rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2.

Szczegotowy opis materialow oraz metod znajduje si¢ w publikacji nr 2 w sekcji

,,Materials and methods”.
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3.2. Materialy i metody nieopublikowane
Opis materiatow i metod nieopublikowanych dotyczy realizacji 5. celu badawczego:
Okreslenie wptywu homologow MIF D. repens na aktywno$¢ makrofagow cztowieka

w modelu in vitro.

3.2.1. Hodowla monocytow ustalonej linii komérkowej THP-1 i réznicowanie ich do
makrofagow

Monocyty czlowieka ustalonej linii komoérkowej THP-1 (European Collection of
Authenticated Cell Cultures, ECACC) przechowywano w krioprobéwkach o objetosci
2 ml w ciektym azocie az do momentu do$wiadczenia zgodnie z zaleceniami producenta.

Zawiesing komorek rozmrazano w 37°C, a nastepnie przenoszono do 10 ml
kompletnego podtoza hodowlanego sktadajacego si¢ z Roswell Park Memorial Institute
(RMPI) 1640 z dodatkiem glutaminy (2 mM), 10% surowicy plodowej bydlecej (fetal
bovine serum ; FBS) i 1% mieszaniny antybiotykéw (amfoterycyny B 0,25 pg/ml,
penicyliny 100 U/ml i streptomycyny 100 ug/ml) (Biowest™). Komoérki wirowano
(5 min, 200 x @), usuwano supernatant i dodawano nowa pozywke, a nastepnie
zawieszano w 5 ml §wiezego podtoza, oceniano ich zywotno$¢ i zageszczenie w komorze
Neubauera, z uzyciem testu wychwytu biekitu trypanu (Sigma-Aldrich). Monocyty
zawieszano W podtozu (3 x 10° komérek/ml) i hodowano w butelce do hodowli
o0 powierzchni 25 cm? w inkubatorze w wilgotnej atmosferze z dodatkiem 5% CO:
w temperaturze 37°C. Komorki pasazowano co 3 dni, utrzymujac zageszczenie komorek
na poziomie 2-8 x 10°komorek/ml. Po zwiekszeniu liczby komorek hodowle prowadzono
w wigkszych butelkach o powierzchni 75 cm?,

Namnozone monocyty roznicowano w makrofagi w zageszczeniu zaleznym
od planowanego eksperymentu:

-7,5 x 10° komorek/ml zawieszono w podtozu wzbogaconym o forbol 12-mirystynian
13-octanu (phorbol 12-myristate 13-acetate; PMA) o st¢zeniu koncowym 100 ng/ml
I hodowano w plytce 6-dotkowej w objetosci 4 ml/dotek,

- 5 x 10° komoérek/ml zawieszono w podlozu wzbogaconym o PMA (100 ng/ml)
I hodowano w ptytce 24-dotkowej w objetosci 1 ml/dotek,

- 2,5 x 10° komoérek/ml zawieszono w podlozu wzbogaconym o PMA (100 ng/ml)
i hodowano w plytce 96-dotkowej w objetosci 200 ul/dotek,

i hodowano przez 72 h. Po tym czasie pozywke odciggano, a komorki ptukano

3-krotnie w buforowanej fosforanem soli fizjologicznej (phosphate buffered saline;
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PBS). Po ostatnim ptukaniu do komoérek dodawano pelne podioze hodowlane. Tak
przygotowane komoérki byly gotowe do przeprowadzania poszczegélnych

eksperymentow.

3.2.2. Przygotowanie bialek do stymulacji komorek

Biatko rDre-MIF-1 uzyskiwano w szczepie ekspresyjnym E. coli SoluBL21,
arDre-MIF-2 w E. coli BL21. Oba uzyskane biatka oczyszczano przy uzyciu
chromatografii powinowactwa do jondéw niklu, jak opisano w publikacji wchodzacej
w sktad dysertacji. W celu zminimalizowania wytracania si¢ biatka w obecnosci
wysokiego stezenia imidazolu, 2 ml frakcji elucyjnej dializowano od razu po
oczyszczaniu do PBS przy uzyciu kolumn do wymiany buforu (Zeba™ Spin Desalting
Columns, 7K MWCO, 2 ml, Thermo Scientific) zgodnie z instrukcjg producenta.
Czysto$¢ biatka sprawdzano elektroforetycznie, dokonujgc rozdziatu eluatu w zelu
poliakrylamidowym o st¢zeniu 15%.

Endotoksyny usuwano z roztworu biatka rekombinowanego przy uzyciu Triton
X-114. Pod wptywem Triton X-114, LPS tworzy micele, ktore nastepnie agreguja w fazg
wzbogacong o $rodek powierzchniowo czynny. Po rozdzieleniu faz, lipofilna frakcja
bogata w LPS moze by¢ oddzielona od hydrofilnej fazy biatkowej w trakcie wirowania.
Roztwory biatek (0,5 ml) mieszano z Triton X-114 (Sigma) w koncowym stezeniu 1%
poprzez wytrzagsanie w proboéwkach typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml. Probki
umieszczano w tazni lodowej (4°C) na 5 minut w celu otrzymania jednorodnej zawiesiny.
Po wytrzasaniu schtodzonych probek, probowki ogrzewano do 37°C przez 5 minut, aby
umozliwi¢ wytworzenie si¢ dwoch faz. Probki wirowano przez 30 s (12000 x Q)
w mikrowirowce w temperaturze 37°C. Po odwirowaniu faza lipofilna byta widoczna
jako oleisty osad na dnie probéwki. Gorng faze pobierano do dalszych analiz. Opisang
procedure powtarzano 3-krotnie (Aida i Pabst 1990; Teodorowicz i wsp. 2017).

W zwiagzku z tym, ze Triton X-114 jest toksyczny dla komorek, przeprowadzano
kazdorazowo procedurg usuwanie jego sladowych ilosci z roztworu biatek. W tym celu
inkubowano roztwory biatek z niepolarnym absorbentem polistyrenowym Bio-Beads
SM-2 (BioRad) sktadajacym si¢ z neutralnych, makroporowatych kulek polimerowych
wykorzystywanych w chromatografii oddziatywan hydrofobowych. Kulki te stuza do
adsorpcji substancji niepolarnych lub srodkow powierzchniowo czynnych z roztworow
wodnych. Roztwory biatek z kulkami absorbujacymi mieszano (w stosunku: 1 ml

roztworu do 0,2 g kulek), kotysano na mieszadle hematologicznym w temperaturze
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pokojowej przez 120 min zgodnie z zaleceniami producenta (Teodorowicz i wsp. 2017).
Po tym czasie probki wirowano (12000 x g) i pobierano roztwor oczyszczonego biatka.
Biatko dializowano do PBS.

Obecnos¢ biatek w roztworze kontrolowano po kazdym etapie przy uzyciu techniki
SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate — polyacrylamide gel electrophoresis). Poniewaz
biatko rDre-MIF-2 degradowato w trakcie procedury usuwania endotoksyn, nie mogto
zosta¢ wykorzystane do planowanych eksperymentow na komorkach. Skutecznos¢
usuwania endotoksyn z rDre-MIF-1 sprawdzano za pomoca zestawu do mierzenia
zawartosci endotoksyn Pierce™ Chromogenic Endotoxin Quant Kit (Thermo Scientific).
Stezenie biatka do doswiadczen z wykorzystaniem hodowli komoérkowych oceniano przy
uzyciu zestawu Pierce™ BCA Protein Assay Kit. Wyniki odczytywano za pomoca

czytnika mikroptytek BioTek Synergy H1.

3.2.3. Ocena wplywu rDre-MIF-1 na zywotno$¢ makrofagéw ustalonej linii
komoérkowej THP-1

W celu sprawdzenia, czy rekombinowane biatko wptywa na zywotno$¢ makrofagow
oraz wykluczenia jego cytotoksycznego dziatania, przeprowadzono test proliferacji
I zywotnosci komorek z wykorzystaniem zestawu Cell Proliferation Kit I1 (XTT) (Roche)
zgodnie z procedurg producenta.

Makrofagi ustalonej linii komoérkowej THP-1 hodowano w 96-dotkowych ptytkach
hodowlanych w zageszczeniu 5 x 10*komoérek w 200 pl podtoza. Do komérek dodawano
rDre-MIF-1 1 LPS w stezeniu 0,1 pg/ml. Kontrolg ujemng stanowity komorki
utrzymywane w podtozu hodowlanym. Zastosowano 4 czasy inkubacji: 24, 48, 72, 96 h.
Wszystkie warianty do§wiadczenia wykonywano w szesciu powtorzeniach. Po uplywie
okreslonego czasu do hodowli dodawano odczynnik XTT (2,3-bis(2-metoksy-4-nitro-5-
sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboksyanilid) zgodnie z zaleceniami producenta. Wyniki

odczytywano przy uzyciu czytnika mikroptytek BioTek Synergy H1.

3.2.4. Analiza fosforylacji kinaz w makrofagach ustalonej linii komérkowej THP-1
stymulowanych bialkiem rDre-MIF-1

Makrofagi hodowano w 6-dotkowych ptytkach hodowlanych w zageszczeniu 3 x 10°
komorek w 4 ml podtoza hodowlanego. Do komoérek dodawano rDre-MIF-1 (0,1 pg/ml)

1 prowadzono hodowl¢ w dwodch czasach: 30 min oraz 24 h. Kontrola ujemnag
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w eksperymencie byly makrofagi stymulowane buforem, w ktérym bylo zawieszone
biatko (PBS). Po inkubacji komoérki 3-krotnie ptukano buforem PBS, a nastgpnie
postepowano zgodnie z protokotem zatgczonym przez producenta zestawu Proteome
Profiler Human Phospho-Kinase Array Kit (R&D Sytems) w celu sprawdzenia, czy
biatko wplywa na fosforylacje wybranych kinaz.

Wizualizacji wynikow dokonywano z  wykorzystaniem substratu
chemiluminescencyjnego (West Pico Chemiluminescent substrate, Thermo Scientific)
oraz $wiattoczutych klisz radiograficznych (Kodak). Intensywnos¢ sygnatu analizowano

przy uzyciu programu komputerowego ImageJ.

3.25. Ocena aktywnoSci makrofagéw ustalonej linii komoérkowej THP-1
stymulowanych bialkiem rDre-MIF-1 przy braku i po wstepnej inkubacji z LPS

wyrazona syntezg cytokin i ekspresja okreslonych genéw markeréw komorkowych

3.2.5.1. Stymulacja komorek

Makrofagi ustalonej linii komoérkowej THP-1 hodowano w 24-dotkowych
ptytkach hodowlanych w zaggszczeniu 5 x 10° komérek/ml. Do$wiadczenie podzielono
na dwa eksperymenty (Ryc. 3). W pierwszym wariancie do$wiadczenia do hodowli
makrofagéw dodawano rDre-MIF-1 zawieszone w 10 pul PBS w 3 stezeniach: 0,001; 0,01
10,1 pg/ml. Kontrole stanowita hodowla z dodatkiem takiej samej objetosci buforu PBS.
W drugim doswiadczeniu, do hodowli komorek dodawano LPS (0,1 pg/ml), a nastgpnie
po 2 h dodawano biatko w stezeniach podanych powyzej. Kontrole stanowita hodowla
makrofagéw stymulowanych 0,1 pg/ml LPS. Stymulacje¢ prowadzono przez 24 h
w inkubatorze (37°C, z dodatkiem 5% COy).

Po uplywie 24 h odciggano pozywki hodowlane 1 przechowywano je
w probowkach w temperaturze -20°C w celu oznaczenia st¢zenia cytokin. Komorki
w dotkach zawieszano w 200 pl Fenozolu (A&A Biotechnology), odciggano do
probowek, a nastgpnie mrozono w -20°C w celu zabezpieczenia materiatu do izolacji
RNA. Wszystkie warianty doswiadczenia wykonywano w czterech technicznych

powtorzeniach. Eksperymenty powtdrzono trzykrotnie.
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Ryc. 3. Ocena aktywnosci makrofagéw ustalonej linii komoérkowej THP-1 stymulowanych biatkiem
rDre-MIF-1 wyrazona syntezg cytokin i ekspresjg okreslonych genéw markeréw komérkowych —
schemat metodyki. Opracowanie wtasne przy pomocy programu BioRender.com.

3.2.5.2. Oznaczenie stezenia cytokin po stymulacji makrofagéw ustalonej linii
komorkowej THP-1 w podlozu hodowlanym

W podtozach hodowlanych badano stezenie cytokin: TNF-a, IL-1B, IL-6 oraz
IL-10. W tym celu wykorzystywano zestawy: Human TNF-alpha DuoSet ELISA, Human
IL-1 beta/IL-1F2 DuoSet ELISA, Human IL-6 DuoSet ELISA, Human IL-10 DuoSet
ELISA (R&D Sytems). Wyniki odczytywano za pomocg czytnika mikroplytek BioTek
Synergy H1.

3.2.5.3. Ocena ekspresji wybranych genow po stymulacji makrofagow ustalonej
linii komérkowej THP-1 bialkiem rDre-MIF-1

3.2.5.3.1. Izolacja RNA, trawienie genomowego DNA i uzyskanie cDNA

Z komorek zawieszonych w fenozolu wyizolowano catkowity RNA przy uzyciu
zestawu do izolacji (A&A Biotechnology). Poniewaz po izolacji RNA w probkach moga
znajdowac si¢ niewielkie ilosci DNA genomowego, ktory moglby zaburza¢ wyniki

reakcji qPCR, przeprowadzono trawienie genomowego DNA z uzyciem DNazy I zgodnie
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z protokotem producenta (Thermo Scientific). Roztwory RNA (wolne od zanieczyszczen
DNA) uzyto do syntezy cDNA z wykorzystaniem zestawu RevertAid RT Reverse

Transcription Kit (Thermo Scientific).

3.2.5.3.2. llosciowa reakcja lancuchowa polimerazy (qPCR)

Reakcje qPCR przeprowadzano w objetosci 12 ul w 96-dotkowej ptytce PCR.
Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiat si¢ nastepujaco: 2 ul 40 x rozcienczonego
cDNA, 1 x Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific), ROX (10 nM),
0,3 uM mieszaniny starteréw (F i R) dla konkretnego genu: CD206, CD163, CD80,
CD86, CHI3L1 (chitinase-3-like protein 1), CHI3L2 (chitinase-3-like protein 2) i INOS
(inducible nitric oxide synthase) (Tabela 2). Startery do reakcji zostaly zaprojektowane
w oparciu o sekwencje dostepne w GenBank. W kontroli ujemnej zamiast matrycy uzyto
2 ul buforu, w ktérym zawieszony byl cDNA badanych prob. Oceny ekspresji genu
dokonano wykorzystujac do obliczen metod¢ AACt (Livak i Schmittgen 2001). Jako gen
referencyjny zastosowano gen kodujacy aktyne [ (Tabela 2). Warunki reakcji

przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 2. Wykaz zaprojektowanych starteréw uzytych w reakcji qPCR

Marker Sekwencje starteréw

F: 5> GAC ACA AGG AAG ATGGACCC &
Cb206 R: 5> CAG CAC CCG TTA AAATCAGGA 3

F: 5> CAC AAA AAG CCA CAA CAG GTC 3’
cb163 R: 5> TCC TCT TGA GGA AAC TGC AAG 3’

F: 5> CCT CTC CTG GTT GGA AAA TGG 3’
cbso R: 5" CAT GAA GCT GTG GTT GGTTGT C 3’

F: 5 GTA ATA AGG GGG CTCCAGG ¥
cbse R: 5 GTC TCC TCT TGG CAT ACG G 3’

F: 5 TCT GTC GGA GGATGG AACTT 3’
CHIBLL R: 5 GGC GGT ACT GACTTG ATG AA 3

F: 5 TCT TGA CTG CGG GCG TAT CT 3°
CHI3L2 R: 5 CTT GCT CAG AGG GCTGTT G 3’

F: 5> ACA GGA GGG GTT AAAGCTGC 3
INOS R: 5 AGA GGA GGC TCC GAT CAATC 3
Akiyna § F: 5> GAG CATCCCCCAAAGTTCAC Y

R: 5> ACT TCC TGT AACAACGCATCTC 3

F — forward, R — reverse

34



Tabela 3. Warunki reakcji gPCR

starterow

Etap Temperatura Czas
[°C]

Aktywacja 50 2 min

glikozylazy-DNA

usuwajacej uracyl

Denaturacja wstepna 95 10 min

Denaturacja 95 15s

Przytaczanie i wydtuzanie 60 60 s

Krzywa topnienia

Zgodnie z protokotem producenta
(Stratagene Mx3005P Quantative
PCR Instrument)

3.2.6. Opracowanie statystyczne i graficzne wynikow

40 cykli

Wszystkie opracowania statystyczne i graficzne wynikoéw zostaly wykonane za

pomocg programu GraphPad Prism 9. Do analizy statystycznej zastosowano

jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (one-way ANOVA) z testem post-hoc (test Tukey’a

lub test Dunnett’a).
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4. Wyniki

4.1. Wyniki opublikowane

Analiza porownawcza sekwencji aminokwasow (Publikacja 2; Fig. 3) wykazala, ze
Dre-MIF-1 ma wyzszy stopien identycznosci (40%) z MIF zywiciela (zaréwno
cztowieka, jak i psa) niz Dre-MIF-2 (27%). Pomimo ze sekwencje aminokwasow
Dre-MIF-1 i Dre-MIF-2 wykazuja niski stopien identycznosci 27,8% (Publikacja 2;
Tabela 2), ich potencjalne struktury trzeciorzgdowe wykazujag wysoki poziom
podobienstwa (Publikacja 2; Fig. 4). Zaobserwowano znacznie wyzszy poziom ekspresji
genow Dre-mif-1 1 Dre-mif-2 w stadium dorostym, w poréwnaniu do mikrofilarii
(Publikacja 2; Fig 2).

Oba biatka otrzymano w bakteryjnym systemie ekspresji, przy czym zaobserwowano,
ze rDre-MIF-1 powstaje w wigkszej ilosci i jest skuteczniej oczyszczany w szczepie
E. coli SoluBL21, a rDre-MIF-2 w BL21 (Publikacja 2; Fig. 1).

Wykazano, ze biatko rDre-MIF-1 jest bardziej immunogenne niz rDre-MIF-2
(Publikacja 2; Fig. 5). Surowica myszy immunizowanej rDre-MIF-1 reaguje jednak mnigj
specyficznie, tworzy reakcje krzyzowe z antygenem rDre-MIF-2, na co wskazuja
zardbwno wyniki testu ELISA (Publikacja 2; Fig. 5), jak i Western blot (Publikacja 2; Fig.
6). Jedynie w przypadku podklasy IgG2 nie obserwuje si¢ reakcji krzyzowych.

U zarazonych psow stwierdzono podwyzszony poziom przeciwcial podklasy IgG1
rozpoznajacych zaréwno rDre-MIF-1, jak i rDre-MIF-2 (Fig. 7 Publikacja 2). Nie
zaobserwowano istotnych roéznic w przypadku catkowitych przeciwciat IgG, 1gG2, IgE

I [gM u psow zarazonych i niezarazonych D. repens.

4.2. Wyniki nieopublikowane

4.2.1. Przygotowanie bialek do stymulacji komoérek

Pelna procedure oczyszczania biatka z endotoksyn udalo si¢ przeprowadzi¢ tylko
w przypadku rDre-MIF-1. Zauwazono nieznaczng Strat¢ biatka w Kkolejnych etapach
oczyszczania (Ryc. 4), ale potwierdzono przy uzyciu zestawu Pierce™ Chromogenic
Endotoxin Quant Kit, ze uzyskane biatko jest wolne od endotoksyn. Biatko rDre-MIF-2
ulegato degradacji na etapie procedury oczyszczania endotoksyn przy uzyciu
Triton X-114. Przeprowadzenie dalszych analiz z wykorzystaniem tego biatka byto

niemozliwe.
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Ryc. 4. Analiza SDS-PAGE obecnosci biatka rDre-MIF-1 po kazdym etapie przygotowania roztworu do
stymulacji komérek. Sciezka 1 - biatko (10 pl) po dializie frakcji elucyjnej do PBS; sciezka 2 - biatko
(10 pl) po oczyszczaniu z endotoksyn przy uzyciu Tritonu X-114; $ciezka 3 - biatko (10 pl) po
usuwaniu z roztworu Tritonu X-114 przy uzyciu Bio-Beads SM-2 Absorbent; $ciezka 4 - biatko
(10 pl) oczyszczone z endotoksyn po dializie do PBS; M - wzorzec mas czasteczkowych (Perfect
Tricolor Protein Ladder, EurX).

4.2.2. Ocena wplywu rDre-MIF-1 na zywotno$§¢ makrofagéw ustalonej linii
komorkowej THP-1

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w poziomie proliferacji
I zywotnosci komorek pomigedzy makrofagami z grupy kontrolnej, a stymulowanymi
biatkiem rDre-MIF-1 po 24 h. Zaobserwowano nizszg zywotnos¢ komorek

stymulowanych LPS oraz LPS i biatkiem (Ryc. 5). Trend ten utrzymat si¢ do 96 godziny

hodowli.
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Ryc. 5. Analiza zywotno$ci makrofagdéw ustalonej linii komérkowej THP-1 po stymulacji za pomoca
biatka. rDre-MIF-1, LPS oraz rDre-MIF-1 w obecnosci LPS. Stezenie rDre-MIF-1 i LPS 0,1 pg/ml.
Analiza statystyczna wykonana testem ANOVA (one-way Anova) z testem post-hoc (test Tukey’a)
*p<0,05. A: stymulacja 24 h; B: stymulacja 24, 48, 72, 96 h.
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4.2.3. Analiza fosforylacji kinaz w makrofagach ustalonej linii komérkowej THP-1
po stymulacji biatkiem rDre-MIF-1

Wykorzystanie testu Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array Kit
umozliwito jednoczesng analize¢ fosforylacji 37 kinaz komorkowych oraz 2 powigzanych
bialek. Sposrdod nich do dalszych analiz wybrano te czasteczki sygnatowe, ktore wedlug
literatury naukowej sa zaangazowane w przebieg sygnalu wewnatrzkomérkowego po
przytaczeniu si¢ MIF do receptora CD74, w tym kinazy tyrozynowe (tyrosine-protein
kinase) z rodziny Src, ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase), Akt oraz biatko
p53 (Calandra i Roger 2003; Xu i wsp. 2013) i te, ktorych fosforylacja zmieniala si¢ po
stymulacji komoérek homologami MIF innych pasozytow. Stymulacja makrofagdéw
ustalonej linii komoérkowej THP-1 biatkiem rDre-MIF-1 po 30 min i 24 h nie powoduje
zmian w fosforylacji kinaz Akt1/2/3 oraz ERK1/2, wptywa jednak na wzrost poziomu
fosforylacji biatka p53 (Ryc. 6). Po 30 min zauwazalny jest takze nizszy poziom
fosforylacji kinaz tyrozynowych z rodziny Src (Src, Lyn, Lck, Fgr, Yes) (Ryc. 8). Sposrod
innych czasteczek, najwicksze zmiany fosforylacji otrzymano w przypadku
przekaznikow sygnatu i aktywatorow transkrypcji (signal transducer and activator of
transcription; STAT). Po 30 min i 24 h poziom fosforylacji STAT1 wzrést, a po 24 h
zaobserwowano podwyzszony poziom fosforylacji STAT3 oraz STAT6 (Ryc. 7).
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Ryc. 6. Analiza fosforylacji kinaz Akt 1/2/3, ERK1/2 i biatka p53 w makrofagach ustalonej linii
komorkowej THP-1 po stymulacji rDre-MIF-1.
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Ryc. 7. Analiza fosforylacji STATL, STAT3 i STAT6 w makrofagach ustalonej linii komoérkowej THP-1

po stymulacji rDre-MIF-1.
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Ryc. 8. Analiza fosforylacji kinaz rodziny Src w makrofagach ustalonej linii komérkowej THP-1 po
stymulacji rDre-MIF-1.
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4.2.4. Ocena aktywnoSci makrofagéw ustalonej linii komorkowej THP-1
stymulowanych bialkiem rDre-MIF-1 przy braku i po wstepnej inkubacji z LPS

wyrazona syntezg cytokin i ekspresja okreslonych genéw markeréw komorkowych

4.2.4.1. Oznaczenie stezenia cytokin po stymulacji makrofagow ustalonej linii
komorkowej THP-1 w podlozu hodowlanym

Analize profilu cytokin przeprowadzono w podiozu hodowlanym pobranym po
24 h stymulacji makrofagow ustalonej linii komérkowej THP-1 za pomocg rDre-MIF-1
przy braku obecno$ci LPS i po wstepnej stymulacji z LPS. W podtozu hodowlanym po
stymulacji komorek rDre-MIF-1 wzrdst poziom IL-10 oraz TNF-a. Nie zaobserwowano
roéznicy w wydzielaniu IL-1B (Ryc. 9). Zarowno w poditozu po hodowli komoérek
z kontroli, jak i stymulowanych rDre-MIF-1 nie odnotowano wydzielania IL-6. Komorki

zareagowaly na stymulacje¢ LPS, co jest widoczne na Rycinie 10.
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Ryc. 9. Wydzielanie cytokin w modelu in vitro przez makrofagi ustalonej linii komorkowej THP-1
stymulowane biatkiem rDre-MIF-1 przez 24 h. Stezenie biatka: 0,001 pg/ml, 0,01 pg/ml, 0,1
ug/ml. Analiza statystyczna wykonana jednoczynnikowym testem ANOVA (one-way Anova)
z testem post-hoc (test Dunnett’a) *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001; Wyniki reprezentatywne
Z trzech niezaleznych eksperymentow.

Po stymulacji rDre-MIF-1 komoérek wstepnie pobudzonych LPS, zaobserwowano
wzrost wydzielania IL-10 przy kazdym st¢zeniu biatka. Poziom TNF-a, IL-1p oraz IL-6
spadl w porownaniu do kontroli, ale efekt byl zauwazalny dopiero przy stezeniu

0,01 pg/ml i wyzszym (Ryc. 10).
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Ryc. 10. Wydzielanie cytokin w modelu in vitro przez makrofagi wstgpnie stymulowane LPS przez 2 h,
a nastepnie biatkiem rDre-MIF-1 (24h). Stezenie biatka: 0,001 pg/ml, 0,01 pg/ml, 0,1 pg/ml.
Stezenie LPS: 0,1 pg/ml. Analiza statystyczna wykonana testem ANOVA (one-way Anova) z testem
post-hoc (test Dunnett’a); *p<0,05; **p<0,1, ***p<0,001, ****p<0,0001. Wyniki reprezentatywne
z trzech niezaleznych eksperymentow.

4.2.4.2. Ocena ekspresji wybranych genow po stymulacji makrofagéw ustalonej linii
komorkowej THP-1 bialkiem rDre-MIF-1

Po stymulacji komoérek rDre-MIF-1 zaobserwowano w makrofagach wzrost
ekspresji CD206, CD163 oraz INOS w porownaniu do kontroli z PBS. W drugim
wariancie doswiadczenia, komorki zareagowaly na LPS, co widoczne jest we wzroscie
ekspresji genow wszystkich markerow poza CD206 i CD86. Najwiekszy, ponad
35-krotny wzrost, zaobserwowano w przypadku genu kodujacego biatko CDB8O0.
Natomiast, dodanie do hodowli biatka rDre-MIF-1 po 2 godzinach inkubacji z LPS,
spowodowato wyrazny spadek ekspresji CD163, CHI3L1, CHI3L2, CD86 oraz INOS
w stosunku do komoérek stymulowanych wytacznie za pomocg LPS (Ryc. 11).

41



CD206 CD163

s 0.00015- s 0.04- il
- * -
g g * % %k %
3 7]
‘Eg §§0.03— EENS * Kk %
z £ 0.00010 3 * K K K
=% =92
83 2= 0024 ,,,. |
&5 25
£ 5 0.00005- %2
£3 £ S 0.017
=} [~}
= N
: Bl-@ :
& 0.00000- 55 Ill ol 2 0.00-
{- N N N N N N ~l~ N N N N N
Q?Q Q? QO \g‘b Q?Q °§ Q" \Q Q? Qs \g@ Q~Q °§ Q)
LPS 0,1 pg/ml LPS 0,1 pg/ml
CHI3L1 CHI3L2
* %
s 1.5+ * ok ok s 0.0003-
- - * %
[ c
g * kK Kk * a
ge ee
]
3 £ 1.0 il 3 £ 0.0002-
=9 =9
" Q. -3
) Q5
55 5
£5 054 ﬁ |.v.| £ 5 0.0001+
. ﬂ rl ﬂ [ 3
S S ﬁ
N N
[=] [~]
2 00 2 0.0000= =) =
v{- N N :\ & N N :\ N N :s N N t\
FORNER SRS S IR ORI IR SO
LPS 0,1 pg/ml LPS 0,1 pg/ml
CD80 CD86
5 0.003 s 0.0008-
- x
[ [
2 2
82 0.002- 2 2 0.0006
] z. ] a * %
is Al e £
ga 0001~ 2= 09,0004 —
£ 3 0.00010 T 52 * x
»w o »w O
g o ﬁ o '—I
£ S 0.00005- ’l‘ Il‘ ﬁ g S 0.0002- ﬂ
0 : N
N N
: : 1
2 0.00000 2 0.0000 m
™I D N XD NN
Fo s PEE FF T PE s
LPS 0,1 pg/ml LPS 0,1 pg/ml
INOS
* %k %k k
0.0010-
* k& ok k
bk * %k * %k
0.0008

do genu B-aktyny

poziom ekspresji w stosunku

el alal !

- o d N
O o S ? \Y)
Q? ° \3 Q? °

*
0.0006-
0.0004 -
0.0002- ’J-‘ i
N

LPS 0,1 pg/mi

Ryc. 11. Analiza ekspresji wybranych genéw w makrofagach ustalonej linii komoérkowej THP-1
stymulowanych biatkiem rDre-MIF-1 przy braku i po wstepnej inkubacji z LPS. Stezenie bialka:
0,001 pg/ml, 0,01 pg/ml, 0,1 pg/ml; stezenie LPS (0,1 pg/ml). Analiza statystyczna wykonana
testem ANOVA (one-way Anova) z testem post-hoc (test Dunnett’a); *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001. Wyniki reprezentatywne z trzech niezaleznych eksperymentow.
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5. Dyskusja

Celem niniejszej pracy byto okreslenie roli homologdéw MIF D. repens w uktadzie
pasozyt-zywiciel. Homologi tej konserwatywnej ewolucyjnie czgsteczki wykryto u wielu
gatunkow pasozytow, gldwnie u pierwotniakow i nicieni, a ich funkcje wcigz nie sg do
konca poznane. U wigkszoséci z nich zidentyfikowano dwa rézne homologi (MIF-1
I MIF-2) na podstawie ich podobienstwa do analogicznych biatek z modelowego nicienia
Caenorhabditis elegans (Marson, Tarr, i Scott 2001; Vermeire i wsp. 2008). Opisano je
m.in. u blisko spokrewnionych z D. repens filarii: B. malayi (Pastrana i wsp. 1998),
O. volvulus (Ajonina-Ekoti i wsp. 2013) i W. bancrofti (Sharma i wsp. 2012; Chauhan,
Sharma, i Hoti 2015). Z analizy bioinformatycznej wynika, ze Dre-MIF-1 wykazuje
wyzszy poziom podobienstwa sekwencji aminokwasow do MIF czlowieka i psa,
w porownaniu z Dre-MIF-2, jednak analiza ich potencjalnych struktur przestrzennych
wskazata na wysoki stopien podobienstwa, co moze $wiadczy¢ o ich podobnym wptywie
na uktad immunologiczny zywiciela. Mniejsze podobienstwo sekwencji aminokwasow
MIF-2 nicieni do MIF cztowieka moze wskazywac na to, ze sa one blizej spokrewnione
ewolucyjnie z tautomeraza D-dopachromu (Sato i wsp. 2003; Miska i wsp. 2007).

W badaniach wtasnych, zgodnie z hipoteza badawcza, potwierdzono ekspresje
MRNA kodujacych Dre-mif-1 oraz Dre-mif-2 zaréwno w mikrofilariach, jak i osobniku
dorostym, przy czym jest ona znacznie wyzsza w dorostych nicieniach niz
w mikrofilariach. Podobny wynik otrzymano w przypadku MIF B. malayi, ale r6znica
W poziomie ekspresji nie byta tak wyrazna (Pastrana i wsp. 1998). Przy uzyciu technik
immunohistochemicznych potwierdzono takze obecno$¢ OVMIF-1 w dorostym nicieniu
O. volvulus (Ajonina-Ekoti i wsp. 2013). Wysoka ekspresja MIF w dorostych filariach
sugeruje, ze bialka te podczas inwazji odgrywaja gtownie role na etapie, gdy doroste
nicienie umiejscowione sg lub wedruja w tkance podskérnej zywiciela. Udziat
pasozytniczych homologéw MIF w modulowaniu odpowiedzi uktadu immunologicznego
zywiciela zdaje si¢ potwierdza¢ takze fakt, Zze u nicieni, ktérych cze¢s¢ cyklu zyciowego
odbywa si¢ w Srodowisku zewngtrznym, poziom tych biatek jest wysoki tylko w stadium
inwazyjnym oraz dorostym. Jest to szczegdlnie zauwazalne u nicieni, u ktérych do
inwazji dochodzi przez skorg. Zaobserwowano, ze MIF A. ceylanicum byt obecny
w larwach L3 (stadium inwazyjne) oraz dorostych osobnikach bytujacych w jelicie
cienkim. Nie wykryto go jednak w jajach ani larwach L1, ktére wystepuja w glebie (Cho
I wsp. 2007). W przypadku nicienia, u ktorego wystepuje przemiana pokolen, S. ratti,
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najwyzszy poziom biatka SraMIF zaobserwowano w larwach inwazyjnych, ktore
penetruja tkanki zywiciela (Younis i wsp. 2012).

Rekombinowane Dre-MIF-1 i Dre-MIF-2 uzyskano w dwodch szczepach
ekspresyjnych E. coli: BL21 i SoluBL21, przy czym zaobserwowano, ze oczyszczanie
rDre-MIF-1 jest bardziej wydajne po ekspresji w SoluBL21, a rDre-MIF-2 w BL21.
Otrzymano biatka o wielkosci okoto 17 kDa. Procedure uzyskiwania i oczyszczania
biatek dopracowano tak, aby proces byt powtarzalny. Podjeto takze proby syntezy biatek
w eukariotycznym systemie ekspresji z wykorzystaniem trzech szczepéw drozdzy Pichia
pastoris (X-33, GS115, KM71H), ale pomimo potwierdzenia skutecznos$ci transformacji
c¢DNA kodujacymi badane biatka, komorki drozdzy nie wytwarzaty ani rDre-MIF-1, ani
rDre-MIF-2. Z tego powodu w niniejszej pracy nie zamieszczono opisu tej czesci badan.
Nalezy jednak podkresli¢ fakt, ze wszystkie homologi MIF nicieni opisane dotychczas
w literaturze zostaly uzyskane z wykorzystaniem systemu prokariotycznego (E. coli).
Natomiast, brak jest doniesien dotyczacych uzyskania tych bialek z zastosowaniem
drozdzy lub innego systemu eukariotycznego.

rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 zostaly wykorzystane do immunizacji myszy w celu
otrzymania surowicy poliklonalnej. Surowice te uzyto do oceny immunogennosci
badanych biatek. Wykazano, ze rDre-MIF-1 jest bardziej immunogenny niz
rDre-MIF-2. Przeciwciata IgG anty-rDre-MIF-1 rozpoznawaty jednak oba biatka oraz
zaobserwowano silng reakcje krzyzowa, podczas gdy, przeciwciata IgG
anty-rDre-MIF-2 reagowaly bardziej swoiscie, co uwidacznia analiza Western blot.
Takich reakcji krzyzowych nie zaobserwowano w badaniach dotyczacych MIF
O. volvulus i S. ratti (Younis i wsp. 2012; Ajonina-Ekoti i wsp. 2013). Podobnie jednak
potwierdzono, ze OVMIF-1 byt znacznie bardziej immunogenny niz OvMIF-2 (Ajonina-
Ekoti i wsp. 2013).

Przeprowadzono oceng obecnosci przeciwciat IgG, 1gGl1, IgG2, IgM oraz IgE
specyficznych dla czasteczek MIF D. repens w surowicy psow naturalnie zarazonych.
Istotng roéznice migdzy zarazonymi i niezarazonymi psami zaobserwowano jedynie
w przypadku przeciwcial IgG1 specyficznych dla obu bialek. Wyniki te s3 zgodne
Z ustaleniami innych autoréw, ktorzy zauwazyli, ze w surowicy psOw naturalnie
zarazonych D. immitis wystepowaty zarowno przeciwciata IgG1, jak i [gG2 specyficzne
dla biatek pasozyta, jednak IgG1 byly dominujaca podklasa (Deplazes i wsp. 1995).

W innych badaniach zauwazono roznice w poziomie przeciwcial podklas

IgG1 i1gG2 skierowanych przeciwko antygenom somatycznym D. repens u psow,
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u ktorych we krwi obecne byly mikrofilarie i u tych, u ktérych inwazja byta utajona
(znajdowano jedynie doroste nicienie w tkankach). U pséw =z potwierdzong
mikrofilaremig poziom IgG1 byt wyzszy w stosunku do IgG2, co jest charakterystyczne
dla odpowiedzi zaleznej od limfocytow Th2 (Wysmotek i wsp. 2022). W badaniach
wlasnych psy dodatnie klasyfikowano na podstawie dodatniego wyniku testu Knott’a,
czyli w ich krwi obecne byly mikrofilarie. Podwyzszony poziom IgG1 skierowanych
przeciwko rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 u pséw zarazonych moze $wiadczy¢ o istotnym
udziale tej podklasy przeciwcial w przebiegu dirofilariozy u zywicieli, w ktorych
krwiobiegu kraza mikrofilarie. Wyzszy poziom tych przeciwciat u psow dodatnich moze
by¢ takze zwigzany z tym, ze rozpuszczalne antygeny biatkowe i biatka blonowe indukuja
glownie IgGl, podczas gdy przeciwciata podklasy IgG2 obserwowane sa glownie
w reakcji na polisacharydy bakteryjne (Jefferis i Kumararatne 1990; Vidarsson, Dekkers,
I Rispens 2014; Andualem i wsp. 2020).

Wcigz trwajg badania majgce na celu opracowanie testu serologicznego, ktory
mialby zastosowanie W okresie prepatentnym inwazji lub w przypadku inwazji
jednoplciowych, poniewaz obecne metody opierajg si¢ gldéwnie na wykrywaniu
mikrofilarii lub ich materialu genetycznego we krwi. Badane antygeny, rDre-MIF-1
i rDre-MIF-2, okazaty si¢ zbyt mato specyficzne, aby mogly zosta¢ uzyte w opracowaniu
nowego narzedzia diagnostycznego. Uzyskane dane pokazuja jednak, ze rézne podklasy
IgG wykazuja odmienne powinowactwo 1 specyficzno$¢ wobec analizowanych
antygenéw. Nalezy zatem wzig¢ to pod uwage przy opracowywaniu testow
diagnostycznych, ktore zwykle opierajg si¢ jedynie na wykrywaniu catkowitych IgG.

Kolejnym celem niniejszej pracy byto okreslenie wptywu dwoch homologow MIF
D. repens na aktywno$¢ makrofagéw cztowieka w modelu in vitro. Przygotowanie
rekombinowanych biatek pozyskanych w bakteryjnym systemie ekspresji do tego typu
badan wymaga procesu ich oczyszczania z endotoksyn. Procedura usuwania endotoksyn
z roztworu biatka okazala si¢ skuteczna jedynie w przypadku rDre-MIF-1. Bialko
rDre-MIF-2 ulegato degradacji na tym etapie badan, wigc jego wykorzystanie do
stymulacji makrofagbw nie bylo mozliwe. Zalozony cel zrealizowano wigc
z wykorzystaniem biatka rDre-MIF-1.

Badania dotyczace pasozytniczych homologéw MIF wskazujg na to, Ze bialka te
wplywaja na aktywno$¢ monocytow i makrofagéow, czyli komorek efektorowych
odporno$ci nieswoistej, niezbednych do rozpoznawania i eliminowania patogenow,

hamujac np. ich losowa migracj¢ oraz zmieniajac poziom wydzielanych przez nie cytokin
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1 tlenku azotu. Wcigz jednak nie do konca wiadomo, czy sg antagonistami MIF zywiciela,
jaki jest doktadny mechanizm ich dziatania oraz czy spetniaja podobng role w przebiegu
inwazji roznych gatunkéw pasozytow. Zewnatrzkomérkowy MIF ssakow laczy sig
z receptorem CD74 i aktywuje kinazy z rodziny Src oraz ERK/MAPK, a nastepnie
PI3K/Akt, cykliny D1, czynniki transkrypcyjne ETS (E-twenty-six transcription factor
family) i AP-1 (activator protein 1), co wptywa na cykl komorkowy, migracje,
proliferacje komorek oraz dziatanie prozapalne (m.in. wydzielanie TNF-a, IL-1p
i PGE2). Interakcja MIF z receptorem CD74 moze takze zahamowaé, zalezng od biatka
p53, apoptoze co przedtuza zycie komoérek uczestniczacych w stanie zapalnym (Calandra
I Roger 2003; Xu i wsp. 2013; Xia i wsp. 2023). Homologi MIF nicieni moga taczy¢ si¢
z receptorem CD74, co zostalo udowodnione w przypadku podobnych biatek np.
z A. ceylanicum (Cho i wsp. 2007), S. ratti (Younis i wsp. 2012), T. spiralis (Huang i wsp.
2022), co mogtoby sugerowaé, ze dziatajg podobnie, jak MIF zywiciela. Po stymulacji
makrofagow rDre-MIF-1 nie zaobserwowano wzrostu poziomu fosforylacji kinaz Akt
oraz ERK1/2 przy jednoczesnym spadku fosforylacji kinaz z rodziny Src (Src, Fgr, Lyn,
Yes, Lck) oraz wzroscie fosforylacji biatka p53, co sugeruje, ze ma on odmienny
mechanizm dziatania niz MIF ssakow.

W przypadku stymulacji makrofagéw ustalonej linii komorkowej THP-1
rekombinowanym biatkiem T.cp-MIF stwierdzono fosforylacje kinaz PI3K i Akt, ale
dopiero po 48 i 72 h hodowli (Cai i wsp. 2021). Po stymulacji makrofagow myszy TSMIF
stwierdzono fosforylacje¢ ERK1/2, ale byla ona znacznie mniej intensywna niz po
stymulacji MIF cztowieka (Huang i wsp. 2022). W badaniach wiasnych nie
zaobserwowano roznicy w poziomie zywotnosci makrofagdbw pod wplywem
rDre-MIF-1. Biatko to nie wptywato takze na zahamowanie dziatania wywotanego przez
LPS, ktéry powodowat niewielkie obnizenie Zywotnosci badanych komorek.

W badaniach dotyczacych homologéw MIF A. simplex (Park i wsp. 2017) oraz
T. spiralis (Huang i wsp. 2022) potwierdzono, ze biatka te moga wchodzi¢ w interakcje
z biatkiem wigzacym aktywujacym Jun 1 (Jun-activating binding protein 1; JAB-1). MIF
ssakow po endocytozie taczy si¢ z JAB-1, co skutkuje zahamowaniem aktywacji
czynnika transkrypcyjnego JUN (transcription factor Jun; JUN) i degradacji biatka KIP1
(cyclin-dependent kinase inhibitor 1B), co prowadzi do zatrzymania cyklu komorkowego
I apoptozy (Kleemann i wsp. 2000; Calandra i Roger 2003). Nie mozna wigec wykluczaé,
ze rDre-MIF-1 wnika do komorek i laczy si¢ z JAB-1 przez co zniesione zostaje

zahamowanie apoptozy zalezne od biatka p53, co widoczne jest w podwyzszonym
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poziomie fosforylacji tego biatka (badania wtasne). Aby to potwierdzi¢ potrzebne sg
jednak dalsze badania ukierunkowane na poszczegélne S$ciezki sygnatowe (np.
z wykorzystaniem analizy Western blot) oraz badania, ktore pozwolityby potwierdzi¢, ze
rDre-MIF-1 wnika do makrofagow i taczy si¢ z biatkiem JAB-1.

Liczne badania dotyczace antygendw pasozytéw sugeruja, ze moga one wptywac
na polaryzacj¢ makrofagow w kierunku M2, ktoére maja zdolno$¢ naprawy i przebudowy
tkanek oraz ograniczania nadmiernego stanu zapalnego poprzez wydzielanie cytokin
immunomodulujacych (Prieto-Lafuente i wsp. 2009; Zhu i wsp. 2014; Coakley i Harris
2020; Cai i wsp. 2021). Co wigcej, niektore badania pokazuja, ze mogg one stymulowaé
przejécie zréznicowanych prozapalnie makrofagow M1 do M2 (Zhu i wsp. 2014; He
i wsp. 2017). Wydaje si¢ wiec, ze homologi MIF nicieni polaryzuja makrofagi w kierunku
M2 i majg przeciwzapalne dziatanie (Pastrana i wsp. 1998; Prieto-Lafuente i wsp. 2009;
Ramani i wsp. 2020; Cai i wsp. 2021; Yin i wsp. 2023). W celu sprawdzenia wplywu
rDre-MIF-1 na kierunek polaryzacji makrofagdw zbadano ekspresj¢ genow kodujacych
biatka specyficzne dla makrofagow M1 (INOS, CD80, CD86) oraz M2 (CD206, CD163)
(Stoger i wsp. 2012; Wei i wsp. 2023; Peng i wsp. 2023). Analizie poddano rowniez geny
kodujace biatka podobne do chitynazy: CHI3L1 i CHI3L2, ktérych podwyzszony poziom
jest obserwowany w przewlektych chorobach zapalnych i autoimmunologicznych (Park,
Drazen, i Tschumperlin 2010; Di Rosa i wsp. 2013; Tizaoui i wsp. 2022; Yu i wsp. 2024).
Ponadto, okreslono stgzenie cytokin prozapalnych (TNF-o, IL-1B i IL-6) oraz
przeciwzapalnej (IL-10). Po stymulacji makrofagéw rDre-MIF-1 zaobserwowano wzrost
wydzielania IL-10 i TNF-a. Odnotowano wzrost poziomu ekspresji genow M2: CD206,
CD163 oraz M1: INOS, a takze podniesiony poziom fosforylacji zar6wno STATI1
(obserwowany w makrofagach M1) i STAT3 (obserwowany w makrofagach M2) (Peng
i wsp. 2023). Podwyzszony poziom ekspresji INOS w swoich badaniach potwierdzit takze
po 24 h zespot badajacy wptyw T.cp-MIF na makrofagi ustalonej linii komorkowej THP-
1. Po wydtuzeniu czasu hodowli do 48 i 72 h zaobserwowali oni jednak wzrost poziomu
ekspresji markerow M2 (Cai i wsp. 2021). Obserwujgc zarowno Wzrost ekspresji
markerow M1, jak i M2 trudno okresli¢ wiec fenotyp badanych komorek po stymulacji
rDre-MIF-1. Makrofagi sg na tyle plastyczne, ze mogg znajdowaé si¢ w stanie
przejsciowym, tworzy¢ stadia hybrydowe lub zmienia¢ fenotyp pod wplywem réznych
czynnikow (Locati, Curtale, i Mantovani 2020; Avila-Ponce de Leon i wsp. 2021).

W kolejnym etapie do§wiadczenia, makrofagi ustalonej linii komoérkowej THP-1

inkubowano z LPS. Zaobserwowano ich prozapalng aktywacje wyrazong poprzez
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wielokrotny wzrost ekspresji genéw wszystkich badanych markerow, oprocz CD206
I CD86, oraz zwigkszenie wydzielania IL-6, IL-1p3, TNF-a. Tak aktywowane makrofagi
stymulowano rDre-MIF-1, co spowodowalo zahamowanie ekspresji genow CD163,
CHI3L1, CHI3L2, CD86, INOS oraz istotny spadek poziomu cytokin prozapalnych.
Wyniki te pokazuja, ze rDre-MIF-1 ma immunomodulacyjne wasciwosci, a doktadnie;j,
znosi dzialanie prozapalne wywotane przez LPS. Podobne wyniki uzyskano w badaniach
dotyczacych MIF H. contortus w doswiadczeniu z wykorzystaniem monocytéow kozy
(Wang i wsp. 2017). Takie dziatanie wydaje si¢ by¢ korzystne dla przezycia pasozyta
w tkankach. Przeciwzapalne wtasciwosci bialek nicieni pasozytniczych moga zostac
wykorzystane w terapiach choréb autoimmunologicznych i alergicznych. Park i wsp.
(2009) przeprowadzili badanie, w ktorym wykazali, ze rekombinowany homolog MIF
A. simplex (rAs-MIF) redukuje stan zapalny w drogach oddechowych u myszy wywotany
owalbuming. Rekombinowany As-MIF hamowat takze zapalenie jelit i wydzielanie
cytokin prozapalnych, takich jak IL-1B, IL-6, TNF-a i IFN-y (Cho, Lee, i Yu 2011).
Podobne badania przeprowadzono z uzyciem rekombinowanego MIF W. bancrofti.
Ekspresja genéw kodujacych cytokiny prozapalne (TNF-a, IFN-y, IL-1p, IL-6, IL-17A)
zostata znacznie wyciszona w tkance jelita grubego i makrofagach otrzewnowych myszy,
ktorym podawano rWba-MIF-2, co sugeruje, ze jest on silnym czynnikiem
immunoregulacyjnym, ktéry moze zahamowac stan zapalny (Ramani i wsp. 2020).
Zahamowanie wydzielania cytokin prozapalnych przez makrofagi pobudzone przez LPS
pod wplywem rDre-MIF-1 sugeruje wiec, ze biatko to moze mie¢ potencjat leczniczy
w chorobach zwigzanych z nadmierng aktywacjg uktadu immunologicznego. Warto wiec
w przysztosci przeprowadzi¢ badania z wykorzystaniem tego biatka na modelu

zwierzgcym.
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6. Podsumowanie i wnioski

1. Pomimo umiarkowanej identycznos$ci sekwencji aminokwaséw Dre-MIF-1
i Dre-MIF-2 (27,8%), ich potencjalne struktury trzeciorzgdowe wykazujg wysoki
poziom podobienstwa, co moze wskazywaé na ich podobny wplyw na uktad
immunologiczny zywiciela.

2. Poziom ekspresji genéw Dre-mif-1 i Dre-mif-2 jest znacznie wyzszy
w osobnikach dorostych niz w mikrofilariach, co moze wskazywaé na to, ze
badane biatka pelnig funkcje immunomodulacyjne, pozwalajace na przezycie
dorostych osobnikow w tkance podskornej zywiciela.

3. Prokariotyczny system ekspresyjny pET umozliwia uzyskanie rekombinowanych
biatek Dre-MIF-1 oraz Dre-MIF-2.

4. rDre-MIF-1 jest bardziej immunogenny niz rDre-MIF-2 u myszy.

5. Rekombinowane homologi MIF sa specyficznie rozpoznawane jedynie przez
przeciwciala podklasy [gG1 pséw naturalnie zarazonych D. repens.

6. Badane antygeny rekombinowane nie sg wystarczajaco specyficzne, aby mogty
by¢ uzyte do opracowania nowego narzedzia diagnostycznego. Uzyskane wyniki
sugeruja jednak, ze przy projektowaniu testu serologicznego do wykrywania
inwazji pasozytniczych nalezy wzia¢ pod uwage roznice w specyficznosci
I reaktywnosci poszczeg6lnych klas przeciwciat z analizowanymi antygenami,
zwlaszcza przeciwciat IgG1 1 [gG2.

7. rDre-MIF-1 wptywa na aktywno$¢ makrofagow, jednak na podstawie
otrzymanych wynikéw nie mozna stwierdzi¢, czy powoduje ich polaryzacje do
w kierunku fenotypu M1 lub M2.

8. rDre-MIF-1 hamuje wydzielanie cytokin prozapalnych przez makrofagi wstepnie
pobudzone LPS, co $wiadczy o jego przeciwzapalnych wlasciwosciach
| potwierdza jego immunomodulacyjne dziatanie.

9. Doktadny mechanizm dziatania Dre-MIF-1, w przebiegu inwazji, pozostaje
nieznany, ale wyniki badan wilasnych w polaczeniu z danymi literaturowymi
wskazuja na jego wiasciwosci hamujace stan zapalny. Dziatanie to moze by¢

korzystne dla przetrwania dorostych nicieni D. repens w tkankach zywiciela.
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Abstract: One of the adaptations of nematodes, which allows long-term survival in the host, is
the production of proteins with immunomodulatory properties. The parasites secrete numerous
homologs of human immune mediators, such as macrophage migration inhibitory factor (MIF), which
is a substantial regulator of the inflammatory immune response. Homologs of mammalian MIF have
been recognized in many species of nematode parasites, but their role has not been fully understood.
The application of molecular biology and genetic engineering methods, including the production
of recombinant proteins, has enabled better characterization of their structure and properties. This
review provides insight into the current state of knowledge on MIF homologs produced by nematodes,
as well as their structure, enzymatic activity, tissue expression pattern, impact on the host immune
system, and potential use in the treatment of parasitic, inflammatory, and autoimmune diseases.

Keywords: macrophage migration inhibitory factor; Nematoda; immunomodulation; orthologous proteins

1. Introduction

Parasitic nematodes modulate the immune response to ensure their prolonged survival
in the host. The long lifespan of parasites provides ample evidence that they are extremely
adept at evading the immune system, and it is clear that interference and modulation are
among the first events to occur during infection [1-3]. Molecules released by nematodes
modulating the host immune response include antioxidants, proteases, protease inhibitors,
and orthologs of cytokines and their receptors [4,5]. A strategy of particular interest is
mimicking host immune system molecules. Nematodes release a number of homologs
of human immune components, such as TGF-f3 and macrophage migration inhibitory
factor (MIF) [6].

Mammalian MIF (mMIF) is a proinflammatory cytokine with pleiotropic functions
and a significant regulator of the inflammatory immune response. Homologs of mMIF
have been recognized in numerous parasite species belonging to protozoa and helminths.
The role of MIF orthologs from these organisms is not fully understood yet, although
several reports indicate they play an important role in host immune response evasion and
immunomodulation strategies. A better comprehension of the nature of these molecules
and mechanisms via which they affect the immune reactivity will be critical in compre-
hending immune-mediated pathogenesis and developing effective therapies [7,8] against
the intruders.

This article reviews the existing knowledge about MIF homologs produced by parasitic
nematodes. We focus especially on their immunomodulatory properties, which may be
used in the treatment of parasitic diseases, allergies, and autoimmune diseases.
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2. MIF Structure and Function

MIF was discovered in 1966 and described as a T-cell-derived mediator with the specific
property of inhibiting the random movement of macrophages [9]. It is a pleiotropic proin-
flammatory protein with numerous biological functions [10,11]. The MIF gene in humans is
located on chromosome 22, composed of 114 amino acids with a mass of 12.5 kDa [12-14].
MIF has a homotrimeric structure, with each monomer containing a 3—o—{ motif, as shown
in Figure 1 [15-17].

Figure 1. Human MIF monomer (A) and trimer (B) crystal structures retrieved from the Protein Data
Bank (PDB 1MIF). Three subunits (green, violet, and orange) are shown (B). The « helices and
sheets are plotted.

Its conformation is well conserved in eukaryotes: protozoans, animals (from inver-
tebrates to mammals), and plants. mMIFs (rat, mouse, human, bovine) show high ho-
mology (~90%) [18,19]. This molecule, unlike most cytokines, has enzymatic activity as
a phenylpyruvate tautomerase. The conserved C-X-X-C motif is associated with oxi-
doreductase activity, and the N-terminal proline (Prol) acts as a catalytic base for tau-
tomerase activity [20-22], which may be inhibited by MIF inhibitor (ISO-1) and other
small-molecule inhibitors [23,24]. Due to its tautomerase activity, MIF catalyzes tautomer-
ization of D-dopachrome to generate 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid [25]. It is still
unknown whether MIF enzymatic activity holds a physiological role in mammals; perhaps
it only reflects a residual property of these proteins originating from their ancestral position
in invertebrate immunity. It was also proven that MIF tautomerase activity is not linked
with its role as an inhibitor of monocyte chemotaxis and migration. Two murine MIF mu-
tants in which the N-terminal proline was replaced with either a serine or a phenylalanine
remained capable of inhibiting monocyte chemotaxis despite significantly reduced or no
phenylpyruvate tautomerase activity [26].

MIF is produced by a variety of cell types including macrophages, monocytes [27], neu-
trophils [28], eosinophils [29], lymphocytes [30], endothelial cells [31], epithelial cells [32],
and smooth muscle cells [33]. MIF, unlike most cytokines, is constitutively expressed and
stored in preformed “intracellular pools” during homeostasis [34]. It can be immediately
released from the cells under inflammatory and stress stimulation, and its secretion can be
identified without de novo synthesis. Because MIF lacks an N-terminal secretory sequence,
it is released from cells through unconventional ER/Golgi secretory pathways [35]. In
humans, MIF expression varies due to polymorphism in the upstream promoter region of
the gene. A changeable number of CATT nucleotide repeats exist in this region, with 5-8
such sequences determining alternative alleles. The number of CATT repeats corresponds
with the constitutive and inducible expression of the mRNA and protein [36].
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MIF may exert its biological effects on cells through various cell signaling pathways.
MIF binds to its receptor CD74 (MHC class II invariant chain), followed by formation of
a complex with CD44 and activation of ERK1/2 and PI3K/Akt pathways. This in turn
increases macrophage survival through inhibition of p53 activity [37-39]. Additionally,
formation of other receptor complexes, such as CD74/CD44, CD74/CXCR2, CD74/CXCR4,
and CD74/CXCR4/CXCR?7, has been described [40]. Generally, activation of these com-
plexes leads to inhibition of apoptosis and autophagy and to stimulation of cell proliferation
and migration. The molecular mechanisms underlying these effects have been thoroughly
reviewed by Bilsborrow et al. [41] and Jankauskas et al. [40].

An opposite role of MIF in regulation of cell death process was reported in 2016 [42].
The study identified MIF as a PARP-1-dependent nuclease associated with apoptosis
inducing factor (AIF). AIF is required for MIF recruitment to the cell nucleus, where MIF
cleaves genomic DNA into large fragments. Therefore, MIF possesses nuclease activity
that is critical for PARP-1-dependent DNA damage and cell death in the parthanatos
pathway. Another study showed that MIF knockdown enabled neuronal protection against
parthanatos under conditions of simulated in vivo oxidative stress after spinal cord injury
(SCI) [43]. Inhibition of MIF nuclease activity is a possible treatment target in diseases
induced by PARP-1 overactivation [42,43].

MIF stimulates the expression of various cytokines, e.g., TNF-o, IL-13, IL-6, IL-8,
and IL-12, induces Toll-like receptor (TLR) 4 expression and release of nitric oxide, stim-
ulates production of matrix metalloproteinases, cyclooxygenase 2, and prostaglandin
E2, and inhibits the anti-inflammatory and immunosuppressive effects of glucocorti-
coids [11,18,44,45]. In the context of the mammalian immune system, MIF is a pluripotent
and pleiotropic cytokine that plays critical roles in inflammatory and immune responses
and in tumorigenesis. The most significant of MIF functions are its capacity to recruit
cells of both innate and acquired immunity to the site of inflammation, and modulation
of inflammatory activator (e.g., COX-2 nitric oxide, PGE2, and TLR4) expression along
with the recruitment of inflammatory cells [10,46]. It also enables macrophage adher-
ence, phagocytosis, and transendothelial migration, and it activates and enhances the
release of proinflammatory cytokines via macrophages triggering a strong inflammatory
response [47,48].

The proinflammatory properties of MIF make it a critical mediator of immune response
against a wide range of pathogens, e.g., parasites [2]. Moreover, the detrimental role of
this cytokine in various inflammatory and autoimmune conditions has been described in
many studies. In humans, increased MIF expression has been linked to pathogenesis in
several inflammatory conditions including cystic fibrosis, atherosclerosis, asthma, nephrotic
syndrome, inflammatory bowel disease (IBD), multiple sclerosis, rheumatoid arthritis, and
systemic lupus erythematosus [11,13,41,49-53].

3. MIF Homologs (nMIFs) in Parasitic Nematodes

Given that MIF is an evolutionarily old molecule, it is not surprising that similar genes
possibly related to the mMIF superfamily (i.e., MIF and its D-dopachrome tautomerase
(D-DT paralog) have been found in various prokaryotes and eukaryotes (e.g., plants,
vertebrates such as fish, amphibians, birds, and mammals, and invertebrates such as
protozoa, nematodes, mollusks, and arthropods) [19,54]. According to Michelet et al. [55],
all known nematode species with publicly available genomic data contain MIF genes, except
for the cyst nematodes Globodera pallida and G. rostochiensi. In the free-living nematode
Caenorhabditis elegans, the MIF gene family contains four separate genes and the four
corresponding proteins (Ce-MIF-1, -2, -3 and -4) with 15-32% amino-acid sequence identity
to each other. The identity to human MIF (hMIF) is 22-35% [8,56].

MIF homologs have been recognized in parasitic helminths belonging to the four
major clades of the phylum Nematoda (reviewed by Vermeire et al. [8]). Among parasitic
nematodes, MIF cDNA sequences have been reported in over 20 species (Table 1). Two
different types of MIF homologs have been identified in several nematode species based on
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homology to C. elegans MIFs (Ce-MIF-1 and Ce-MIF-2) [8]. The homologs of Ce-MIF-1 have a
higher level of amino-acid similarity to mMIFs than Ce-MIF-2 homologous proteins [8,56,57].
Some authors classified Ce-MIF-2 corresponding molecules from B. malayi and O. volvulus
as D-DT homologs [58,59], which would explain the lower degree of similarity to their mam-
malian counterparts. Figure 2 shows an alignment of selected nematode MIF sequences
with hMIFE.

Table 1. Parasitic nematode MIFs (nMIFs) expressed as recombinant proteins. The table contains
c¢DNA sequences of nMIFs expressed as recombinant proteins.

. Accession
Order Species Number Acronym References
Rhabditida: . . Bm-MIF
Onchocercidae Brugia malayi U88035.1 Brm-MIF-1 [60-63]
Brugia malayi AY004865.1 Bm-MIF-2 [62,63]
Onchocerca volvulus AF384027.1 OuvMIFE-1 [56,64]
Onchocerca volvulus AF384028.1 OvMIF-2 [56,64]
Wauchereria bancrofti AF040629.1 Wb-MIF [60,65]
uchereria bancrof ’ Wb-MIF-1 g
Wuchereria bancrofti KJ939449.1 Whba-MIF-2 [66]
Rhabditida: Thelazia callipaeda No dat T.ca-MIF [67]
Thelaziidae P o data ’
Rhabditida: Lo
Anisakidae Anisakis simplex EF165010.1 As-MIF [3,68,69]
Rhabditida: . )
Stronyloididae Strongyloides ratti FJ026392.1 Sra-MIF [57]
Trichinellida: o L
Trichinellidae Trichinella spiralis AJ012740.1 TsMIF [70]
Strongylida: Ancylostoma EF410151.1 AceMIF [71]
Ancylostomatidae ceylanicum
Strongylida: Haemonchis CB012470.1 HCMIF-1 [72]
Haemonchidae contortus
Ostertagia ostertagii BQ457911 Oos-MIF-1.1 [22]
Teladorsagia FN599526.1 Tei-MIF-1 (73]
circumcincta

4. nMIFs: Structure, Function, Activity, and Expression

The tertiary structures of most nMIFs show a high level of similarity, despite limited
homology to the amino-acid sequence. Similarly to hMIF, its nematode homologs form
a homotrimeric molecule, which is essential for the protein’s catalytic activity [8]. The
possibility of heterotrimer formation between hMIF and AceMIF monomers was investi-
gated to analyze whether parasitic MIFs could interfere with hMIF trimerization [71]. The
probability of such heterotrimer formation was excluded.

Despite all MIF homologs described in nematodes showing enzymatic activity, the
activity is weaker in comparison to hMIF [75]. The enzymatic activity of MIF tautomerase
affects the amino-acid residues Pro-2, Lys-33, Ile-65, Tyr-96, and Asn-98. For the oxidore-
ductase activity of MIF, the motif C-X-X-C is required [76,77]. Similar to hMIF, nematode
homologs of Ce-MIF-1 possess tautomerase and oxidoreductase activity. The conserved
proline residue at the N-terminal end and the C—X—-X-C motif are necessary for the two activ-
ities. This was confirmed, for example, for Bm-MIF-1, Wb-MIF-1, and Tci-MIF-1 [60,62,65,73].
Oxidoreductase activity is not a characteristic enzymatic activity of MIF homologs, and
the C-X-X—C motif is not present in all helminth orthologs [8]. Sharma et al. [65] showed
that rWba-MIF-1 exhibits oxidoreductase activity against insulin, thus suggesting that it
is functionally active and similar to the native protein. Surprisingly, Wba-MIF-2 lacks
the C-X-X-C motif, but significant oxidoreductase activity also was found in the insulin
reduction assay. This is probably due to the presence of other vicinal cysteine residues.
Homology modeling showed that of two of three cysteine residues (Cys58 and Cys95) are
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nearby (3.23 A) in the tertiary structure with a pKa value of 9, indicating that they may play
a role in the catalytic activity of disulfide oxidoreductase. Mutagenesis of these residues
resulted in the lack of oxidoreductase activity in the insulin reduction assay, indicating that
these two cysteines are crucial for the catalytic activity of Wba-MIF-2 [66,78].
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| |

A hHIF HPHFIVNTNYPRASYPDGFLSELTQQLAGATGKPPQYIAVHYYPDALHAFGGSSEPCALCSLHSIGKIGG
Bn-HIF-1 HPYFTIDTNIPQNSISSAFLKKASNYYAKALGKPESYYSIHVNGGOAHYFGGSEDPCAYCYLKSIGCYGP

Hb-HIF-1 HPYFTIDTNKPQDSISSAFLKKAPNYYPKALGKPESYYSIHVNGGAPHYFGGSEDPCPYCYLKSIGCYGP

Tci-HIF-1 HPYFSFHTNYSADKYTPDLLKQISSYVARILHKPESYYCYHYVPDOQHIFDGTDGPCGYGYLKSIGGYGG

TsHIF HPIFTXNTNIKATDYPSDFLSSTSALYGNILSKPGSYYAVHINTDOQOQLSFGGSTNPARFGTLHSIGGIEP
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1 1

hHIF AQNRSYSKLLCGLLAERLRISPDRYYINYYDHNAANYGHNNSTFA
Bn-HIF-1 KYNNSHAEKLYKLLADELKIPKNRCYIEFYDIEASSHAFNGSTLG 42%
Hb-HIF-1 KYNNSHAEKLYKLLADELKIPKHRCYIESYDIEASSHAFNGSTFG 41%
Tci-HIF-1 SKNNEHAKALFALIKDHLGIAGNRHYIEFIDIGARDIAFNSRTFA  40%
TsHIF SRHRDHSAKLFDHLNKKLGIPKNRHYIHFYNLNGDDYGHHGTTF  41%
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B hHIF HPHFIYNTHNYPRASYPDGFLSELTOOLAGATGKPPQYIAYHYYPDOLHAFGGSSEPCALCSLHSIGKIGG
Bn-HIF-2 HPLITLASHYPASRFPSDFHYQF TELHAKHLGKPTSRILLLYHPNAQLSHGTTENPSCFTYYKSIGSFSA
Hba-HIF-2 HPLITLASNYPASRFPSDFNVAF TELHAKILGKPTSRILLLYHMPNAGLSHGTTENPSCLTYYKSIGSFSA

As-HIF HPLYTLASHYPDOKFPSDFNAQOLTEYLAKYTGKPAARRISLHYHPGARLTHGGSDEPTCLINHRAIGAFSD

AceHMIF HPHYRVATHLPDKDYPANFEERLTDLLAESHNKPRNRIAIEYLAGORITHGASRNPYAYIKVESIGALSA
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|
hHIF AQNRSYSKLLCGLLAERLRISPDRYYINYYDHNARNYGHNNSTFA
Bn-HIF-2 DKNIEYSSLISEFHKKTLDIDPAHCIIHFLNLDPENYGCHGTTHKELHKK 29%
Hba-HIF-2 DKNIEYSSSISEFHKKTLDIDPAHCIIHFLHLDPENYGCHGTTHKELHKK 29%
As-HIF ELHVKYASAIAEFHOKTYGIKPEKCLIEFADLESONYSCSGTTHKYLLAKA  31%
AceMIF DDHIRHTOKITQFCQDTLKLPKDKYIITYFDLAPIHYGFHGTTVAARATH 34%

Figure 2. Alignment of selected nematode MIF-1 (A), MIF-2 (B), and hMIF protein sequences
performed using MultiAlin tool [74]. Parasite MIF protein accession numbers are shown in Table 1;
hMIF accession number: CAG30406.1. The protein identity (%) to hMIF calculated using BLASTp
is indicated.

It is worth mentioning that MIF’s ability to catalyze tautomerization of L-dopachrome
methyl ester has contributed to the first study of native MIF orthologs in parasitic helminth
species. MIF presence was detected in homogenate from L4 stage larvae of T. spiralis, as
well as adults of Trichuris muris and Brugia pahangi, on the basis of dopachrome tautomerase
activity. The activity was not detected in extracts from other helminth species tested:
Heligmosomoides polygyrus, Nippostrongylus brasiliensis, Hymenolepis diminuta, Schistosoma
mansoni, S. japonicum, S. haematobium, and the free-living nematode C. elegans [79].

In addition to their action as a host cytokine mimics, MIF homologs may play a
role in the nematode physiology which relies on dopachrome tautomerase activity. The
tautomerization of L-dopachrome is one of the steps of melanin biosynthesis and melanotic
encapsulation, which is a key process in innate immunity to invading pathogens in a
number of invertebrates [25]. Moreover, Nisbet et al. [73] suggested that the process of
melanization may play a role in the protection of free-living T. circumcincta parasitic stages
from UV exposure.

MIFs are expressed in various stages of nematode development. Pastrana et al. [60]
showed that Bm-MIF-1 is produced in all developmental stages, with transcript levels in
microfilariae and adults approximately twice as high as in L3 and L4 stages. Presence
of the protein in the hypodermis, in the uterine lining, and on the surface of the muscle
bundles was detected by immunolocalization techniques. This distribution pattern in
the tissues of adult O. ostertagi [22], T. circumcincta [73], and C. elegans [56] has also been
confirmed. nMIFs were present in all T. circumcincta and O. ostertagii stages; however,
Oos-MIF-1 expression was higher in adults. On the contrary, Tci-MIF-1 levels appear to be
higher in the egg and L3 larva [22,73]. In the case of parasites which infect the host through
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skin penetration, such as hookworms and threadworms, the highest level of nMIFs was
noted in the infective stages. Sra-mif expression was higher in iL3 (infective third-stage
larvae) than parasitic and free-living females [57], and AceMIF was produced by L3 larvae
(infective stage), but also by adult worms. It was not detected in eggs or newly hatched L1
larvae. The authors suggested that native AceMIF is present only during those phases of
the parasite’s life cycle that meet the host’s immune response, i.e., during migration within
tissues and during attachment to the gut [71].

5. nMIFs and the Immune System of the Host

MIF activates cells by engaging its cell surface receptor CD74 [80]. A solid-phase
binding assay showed AceMIF also interacts with the hMIF receptor. Nevertheless, it was
only partially effective in displacing hMIF from CD74. This suggests that hMIF and its
homologs may bind to the receptor via different mechanisms. It is not entirely clear whether
MIF homologs work as agonists, driving activation of downstream proinflammatory path-
ways, or as antagonists, engaging CD74 in a nonproductive or inhibitory manner [8,71].
Binding to the CD74 receptor was also confirmed for recombinant MIF homologs from
O. ostertagii [22] and S. ratti [57]. Helminth secretion of MIF at the site of infection can
also induce production of endogenous host MIF and lead to AP-1-mediated blocking of
proinflammatory gene expression by binding of the transcription factor Jun activation
domain-binding protein 1 (JAB1) [81]. Moreover, Wang et al. [72] showed that MIF from
H. contortus is internalized by goat monocytes possibly inducing biological effects upon
release from the endosome. Other studies proved that nMIFs are able to bind to human
JAB1 molecule [62,69]. Whether this interaction leads to similar effects as endogenous
MIF/JAB1 binding remains to be confirmed.

The first example of a parasite-derived molecule with significant homology to a
host cytokine that functions to alter host cell behavior was described in B. malayi by
Pastrana et al. [60]. To determine whether Bm-MIF had any direct effect on human periph-
eral blood monocytes/macrophages and to test the hypothesis that Bm-MIF could modify
the activity of hMIF, a migration study was performed. Results of in vitro macrophage
migration studies indicated that both hMIF and Bm-MIF showed chemoattractant activity
and immobilized the cells, thereby inhibiting their random migration. This effect was con-
firmed via neutralizing anti-MIF antibodies which restored the migration of cells. Similarly
to Bm-MIF, recombinant T. spiralis MIF (TsMIF) inhibited the migration of human peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) [70].

In a separate study, Zang et al. [62] expressed Bm-MIF-1 and Bm-MIF-2, as well as
their site-directed mutants (Bm-MIF-1G and Bm-MIF-2G) with Pro-2 replaced with Gly.
The results confirmed that both native MIFs can chemotactically mobilize macrophages in
a similar way to hMIF. Interestingly, the mutant recombinant proteins, showed a 10-fold
reduction in chemotactic activity for human monocytes, suggesting the crucial role of Pro-2.
Another effect observed after Bm-MIF-1 and Bm-MIF-2 stimulation was the induction of
Ca?* influx in human monocytes and upregulation of TNF-« and IL-8 expression, which
was about 10-fold lower for the mutant proteins. Other cytokine genes, IL-1f3, IL-10, IL-6,
IL-12(p40), IFN-y, macrophage inhibitory cytokine-1 (MIC-1), monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1), and macrophage inflammatory protein-1oc (MIP-1«), remained at the
same level after stimulation. Treatment of human monocytes with rBm-MIF also induced
the release of endogenous hMIF in vitro.

Chronic helminth infections are usually associated with a tissue-protective Th2 type
of immune response with alternative M2 activation of macrophages, in contrast to classical
M1 phenotype, which is characterized by the expression of high levels of proinflammatory
cytokines, high production of reactive nitrogen and oxygen radicals, promotion of Th1 re-
sponse, and strong microbicidal and tumoricidal activity [82]. M2 macrophages are induced
by IL-4 and IL-13 [8,83], which leads to surface expression of IL-4R and CD206 (mannose
receptor), upregulation of arginase-1 (Arg-1), chitinase-3-like protein (also known as Ym1 or
ECF-L), and Resistin-like molecule (RELM«), and downregulation of NO production [84].
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M2 macrophages are induced in the early stage of the anti-helminth immune response and
are responsible for many actions leading to elimination of the parasite. First, they release
a number of factors facilitating the development of type 2 immunity and recruitment of
effector cells; moreover, they participate in parasite killing. Secondly, they are involved
in tissue repair and tissue remodeling. Lastly, they limit excessive inflammation through
the release of immunomodulatory cytokines. For an in-depth review of these mechanisms,
please refer to Coakley and Harris [84].

A study by Filbey et al. [85] showed that the murine host MIF molecule plays a critical
role in macrophage polarization into the M2 phenotype during H. polygyrus infection.
MIF-deficient BALB/c mice were unable to reduce worm burdens or egg output following
a primary infection due to insufficient M2 polarization. Interestingly, MIF activity was not
detected in H. polygyrus extracts [79]. Other studies proved that nematode MIF analogs
may also induce alternative activation of macrophages.

Surgical implantation of adult B. malayi worms into the peritoneal cavity of mice
induced leukocyte progression, including M2 cells, as well as increased neutrophils and
eosinophils [61]. Furthermore, the authors indicated that intraperitoneal injection of rBm-
MIEF-1 is sufficient for eosinophil recruitment and M2 activation by increasing Ym1/ECF-L
expression in the absence of active filarial infection. Moreover, the results showed the
significance of Bm-MIF-1 amino-terminal proline since the Bm-MIF-1G mutant failed to
induce Ym1 transcription in macrophages or mediate eosinophil recruitment.

A separate study by Prieto-Lafuente et al. [63] analyzed the activity of two MIF
homologs from the nematode B. malayi in comparison with mouse MIF and found that
Bm-MIF-1 and Bm-MIF-2 promote IL-4-dependent alternative activation of functionally
suppressive macrophages in vitro. In vivo administration of rBm-MIF-1/2 in mice induced
the expression of markers that are specific for alternative macrophage activation, such
as RELM-a and Ym1. Interestingly, murine MIF did not demonstrate similar effects, in
contrast to the study by Filbey et al. [85], where murine MIF was indispensable for M2
polarization and parasite clearance. The authors suggested that, in B. malayi infection,
parasite-released Bm-MIF may be the first stimulus for macrophages to initiate alternative
differentiation, with host IL-4 being essential to complete this process [63].

A recent study confirmed the observation that nematode MIF molecules are responsi-
ble for M2 polarization. Recombinant MIF molecule from a nematode Thelazia callipaeda
(Tcp-MIF) stimulated M2 differentiation in human THP-1 macrophages via TLR-4-mediated
activation of the PI3K/AKT signaling pathway [67].

The effects of nematode MIFs on other aspects of the immune response were analyzed
in various studies. Younis et al. [57] found that MIF released by S. ratti iL3 and parasitic
females binds to host immune cells and generates distinct antibody responses, indicating
its possible involvement in local parasite-host interaction. rSra-MIF was found to induce
IL-10 but not TNF-o production by PBMCs, in the presence or absence of polymixin B
(PMB), ruling out a lipopolysaccharide (LPS) effect. These results were in agreement with
Park et al. [3], who reported that IL-10 and TGF-§3 levels in bronchoalveolar lavage fluid
(BALF) were substantially higher after mouse treatment with recombinant A. simplex MIF
(rAs-MIF). In addition, rAs-MIF enhanced TGF-f3 and IL-10 production in the spleen and
mesenteric lymph nodes, but there was no influence on the levels of IFN-y, IL-6, and
IL-13 [68]. rAs-MIF appears to ameliorate dextran sodium sulfate (DSS)-induced colitis,
suggesting that this molecule may be useful as a treatment for inflammatory intestinal
diseases, as further discussed in the next section.

A similar cytokine profile was observed by Wang et al. [72] using goat monocytes
stimulated with recombinant H. contortus MIF-1 (tHCMIF-1). LPS-induced production of
proinflammatory TNF-«, IL-1§3, and IL-12p40 was downmodulated, while IL-10 and TGF-3
secretion was increased in a dose-dependent manner. This suggests that rHCMIF-1 con-
tributes to the induction of an anti-inflammatory environment favorable for worm survival.
In addition, this study showed that rHCMIF-1 significantly reduced NO production by
LPS-treated goat monocytes. Furthermore, the phagocytic capacity, which is an early and
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fundamental step for effective removal of pathogens, was decreased in a dose-dependent
manner [72]. The results suggest that rtHCMIF-1 induced the alternative activation of goat
monocytes/macrophages.

The effects of nematode MIF on MHC-I and MHC-II molecules was analyzed in
rHCMIF-treated goat monocytes [72]. rHCMIF-1 was capable of inhibiting MHC-II expres-
sion on monocytes in a dose-dependent pattern, and no changes in MHC-I expression
were observed. MHC-II molecules are constitutively expressed on the surface of antigen-
presenting cells (APCs), which enables them to present extracellular antigens and initiate
an adaptive immune response. Perhaps, nMIFs affect the presentation of antigens by
decreasing MHC-II expression. At the same time, the endogenous antigen presentation
pathway is not hampered, as the major function of MHC-I is to present intracellular pro-
teins to cytotoxic T lymphocytes [86,87]. However, more studies are necessary to confirm
mechanisms involved in this phenomenon [72].

6. nMIFs in the Treatment of Autoimmune Diseases

There is a gradual increase in the prevalence of various immunological disorders in de-
veloped countries [88,89]. The link between parasites and allergies or autoimmune diseases
has been described as the “hygiene hypothesis” [90,91]. This hypothesis suggests that lack
of exposure to parasites in childhood suppresses an immature immune system, resulting in
a higher frequency of allergic and immunological diseases: asthma, allergic diseases, RA,
cardiovascular disease, multiple sclerosis, type 1 diabetes, and inflammatory bowel disease
(IBD) [92-96]. Animal studies have shown that parasite homogenates or secretions can
suppress the immune response in the host, suggesting that immunosuppressive activity
is induced by the parasite [97]. Experimental studies in animal models have shown that
infection with helminths such as S. mansoni, H. diminuta, and T. spiralis can ameliorate
colitis [98-100]. Extracts from nematodes such as Angiostrongylus catonensis, Oesophagosto-
mum dentatum, and the already mentioned T. spiralis modulate the inflammatory reaction in
allergic asthma models [101-103].

Several papers have shown that nematode-derived MIF homologs have immunomod-
ulatory potential that can be used to treat allergies and autoimmune diseases. Park et al. [3]
conducted a study in which they demonstrated that recombinant type 2 MIF homolog
rAs-MIF reduces the ovalbumin (OVA)-induced allergic airway immune response in mice.
Treatment with rAs-MIF in conjunction with OVA /alum during the provocation period in-
duced total inhibition of eosinophilia and goblet cell hyperplasia in the lung and profoundly
impaired the progression of pulmonary hyperreactivity. rAs-MIF significantly reduced
Th2-related cytokines (IL-4, IL-5, and IL-13) in BALF and allergen-specific IgG2a in serum.
Levels of regulatory cytokines IL-10 and TGF-f3 in BALF in the rAs-MIF-treated group were
substantially increased compared with the other groups. Additionally, CD4*CD25*Foxp3*
T cells (regulatory T cells) were recruited to the spleen and lungs of rAs-MIF-treated mice,
and this recruitment was suppressed by anti-rAs-MIF antibody.

Cho et al. [68] also conducted a study using the same protein (rAs-MIF) to test whether
it has the potential to attenuate DSS-induced colitis in a mouse model. They showed that
rAs-MIF suppresses intestinal inflammation and the production of inflammatory cytokines
such as IL-1p, IL-6, TNF-«, and IFN-y by recruiting Treg cells through binding to TLR2.
The rAs-MIF was found to exert anti-inflammatory effects by inhibiting epithelial and crypt
cell destruction. Increased secretion of IL-10 and TGF-f by splenocytes and mesenteric
lymph node (MLN) cells was also observed. These results suggest that rAs-MIF appears to
attenuate DSS-induced colitis and may be useful as a therapeutic agent for IBD.

Similar studies have been conducted using recombinant W. bancrofti-MIEF-2 (rWba-MIF-2).
Administration of rWba-MIF-2 markedly reduced the disease activity index (DAI) in
mice with DSS-induced colitis. No blood in the stool was observed in mice treated with
rWba-MIF-2, and the colon length was similar to the control with only minimal inflammation
and histological changes. Proinflammatory cytokine genes (TNF-«, IFN-y, IL-1§3, IL-6, IL-17A,
and NOS2) were silenced in colon tissue and peritoneal macrophages of rWba-MIF-2-treated
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mice, suggesting that riWba-MIF-2 is a potent immunoregulatory molecule that can revert
the inflammatory stimulus. Importantly, there was a significant increase in the number of
IL-10-producing Treg and Bl cells in the colon and peritoneal cavity of mice treated with
rWba-MIF-2. The results indicate that riWba-MIF-2 treatment can alleviate the clinical signs
of DSS-induced colitis in mice by suppressing the inflammatory response in the colon [99].

7. nMIFs as a Potential Therapeutic Target

Vaccines or drugs targeting nMIFs may have therapeutic potential by prevention of
infection or by facilitating expulsion of the parasite from the infected individual [8]. Only
isolated reports of vaccine trials using nMIFs can be found in the literature. rTci-MIF-1
was one of the components of a multi-antigen vaccine against T. circumcincta, which was
administered to sheep. Although the vaccine was effective, the protective potential of the
particular component of the vaccine is difficult to assess [104]. In a separate study, hamster
vaccination with rAceMIF provided partial protection from ancylostomiasis [105].

Differences in the three-dimensional molecular structure of human and parasitic MIFs
molecules allow the efficient design of selective inhibitors. The study conducted by Cho
et al. [71] proved that hMIF inhibitor ISO-1 did not inhibit AceMIF tautomerase or chemoat-
tractant activities. The catalytic site plays an essential role in the immunomodulatory
activity of mammalian and nematode MIFs. Targeting this molecular interaction site pro-
vides a viable mechanism for blocking host and/or parasite cytokines [8,62,106]. Inhibitors
of hMIF have been developed using rational drug design [107,108]. Similarly, selective
nMIF inhibitors can also be designed on the basis of known active site and substrate struc-
tures. De novo identification of inhibitors or modification of currently available compounds
can also be performed in silico [8,105]. Screening libraries of bioactive compounds can be
an effective strategy for repositioning FDA-approved drugs or discovering new pharma-
cophores. Cho et al. [105] presented the results of a high-throughput screening (HTS) of a
library of clinically active small molecules targeting AceMIF on the basis of inhibition of
tautomerase activity and found promising compounds for therapeutic use. The effects of
each inhibitor were studied in three assays: inhibition of catalytic activity, binding to the
MIF receptor CD74, and AceMIF-mediated monocyte migration. Six inhibitors were identi-
fied. These inhibitors may facilitate the study of AceMIF function in A. ceylanicum biology
and serve as leading compounds for new chemotherapeutic agents for the treatment of
hookworm and perhaps other parasitic infections [8].

8. Conclusions

MIF homologs are released by number of nematodes to manipulate and modulate the
host immune response. The discovery of the coding sequences of parasitic MIFs and the
derivation of recombinant proteins have allowed a closer understanding of their structure
and function. nMIFs have structural, catalytic, and cell-migration-inhibitory properties, and
they show similar activity to mMIFs; hence, they may be used as immunomodulators. These
results will contribute to elucidating the molecular basis of parasite-host interactions, which
are essential for understanding the course of parasitic infections. Further characterization
of nMIFs is expected to contribute significantly to the development of novel therapeutic
strategies in parasitic, inflammatory, and autoimmune diseases.
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Abstract

Introduction: Dirofilaria repens is a zoonotic parasitic filarial nematode that infects carnivores and occasionally humans.
Knowledge of the host—parasite molecular interactions enabling the parasite’s avoidance of the host immune response in
subcutaneous dirofilariasis remains limited. Parasitic orthologues of host macrophage migration inhibitory factor (MIF) are
molecules potentially involved in this process. Material and Methods: Complementary DNA encoding two D. repens MIF
orthologues (rDre-MIF-1 and rDre-MIF-2) was cloned into a pET-28a expression vector. The recombinant proteins were produced
in Escherichia coli and purified using affinity nickel chromatography. The reactivity of both recombinant proteins was analysed
with infected dog and immunised mouse sera. Results: Stronger antibody production was induced by rDre-MIF-1 in mice, as
evidenced by significantly higher levels of anti-rDre-MIF-1 total IgG, IgG2 and IgE antibodies than of anti-rDre-MIF-2
immunoglobulins. Additionally, a significantly different level of antibodies specific to both proteins was noted between the sera of
infected dogs and those of uninfected dogs. Conclusion: This study is the first attempt to characterise MIF orthologues from the

filarial parasite D. repens, which may affect the immune response during infection.

Keywords: MIF, subcutaneous dirofilariasis, recombinant protein, humoral response, ELISA.

Introduction

Dirofilaria repens is a parasite primarily affecting
carnivores, especially dogs, but displaying zoonotic
potential (8). Dirofilariasis does not manifest strong,
noticeable clinical symptoms, but studies suggest that it
may induce a state of chronic stress in canine hosts,
which may influence the outcome of the immune
response (29). The most characteristic symptom is
manifested by the formation of subcutaneous nodules,
where the encapsulated parasite hides from the host’s
immune system (22). Despite the increasing threat posed
by these parasites to human and veterinary health,
knowledge of the molecular mechanisms of the host—
parasite interaction during the course of dirofilariasis
remains limited.

Parasitic nematodes modulate the host immune
response to ensure their survival, and one means by
which they achieve this is by secreting immunomodulatory

molecules. A particularly intriguing strategy involves
mimicking molecules from the host immune system.
Nematodes release several orthologues of host immune
components, including macrophage migration inhibitory
factor (MIF) (3, 15, 17). Mammalian MIFs play a significant
role in immune response regulation, serving as
proinflammatory cytokines with diverse functions. One
of the primary functions of MIFs is attracting cells
engaged in both innate and adaptive immune responses.
They can be synthesised by various cell types, including
monocytes, macrophages, lymphocytes, neutrophils and
endothelial and epithelial cells. Macrophage migration
inhibitory factors bind to the CD74 receptor (major
histocompatibility complex class II invariant chain), and
form a complex with a CD44 molecule or other receptors
from the CXC chemokine receptor family, leading to
modulation of various intracellular signalling pathways
(2, 6,7, 24). This interference results in upregulation of
Th1/Th17 type cytokine (tumour necrosis factor alpha
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(TNF-a), interleukin (IL)-6, IL-1B, IL-8 and IL-12)
expression as well as upregulation of expression of other
proteins engaged in the immune response: Toll-like
receptor 4, matrix metalloproteinases, prostaglandin E2
and cyclooxygenase 2, additionally resulting in nitric
oxide release (5, 12, 16).

Two different orthologues of MIF have been
identified in nematodes based on their homology to free-
living Caenorhabditis elegans MIFs (Ce-MIF-1 and
Ce-MIF-2). They both share structural similarities and
catalytic properties (tautomerase and oxidoreductase
activity) with mammalian MIFs (9, 27) and are
expressed in various developmental stages of filarial
species such as Wuchereria bancrofii, Brugia malayi
and Onchocerca volvulus (1, 20, 23). Various data
suggest their involvement in evading host immune
response (4, 28, 31), but their precise molecular function
remains enigmatic.

The aims of the study were production of two
recombinant MIF orthologues from D. repens, analysis
of Dre-mif-1 and Dre-mif<2 mRNA expression in
microfilariae and the adult stage, and evaluation of
rDre-MIF-1 and rDre-MIF-2 immunogenicity in mice
and reactivity with antibodies from infected dog sera.

Material and Methods

Expression and purification of rDre-MIF-1 and
rDre-MIF 2. Complementary DNA encoding two proteins
(GenBank accession numbers MT071087.1 and MT071088.1)
was amplified using gene-specific primers containing
restriction enzyme sites and cloned in the E. coli
transformation pET28a plasmid (Novagen, San Diego,
CA, USA) following BamHI and Xhol digestion. The
cloned insert was sequenced using the Sanger technique
to confirm that no amino acids had changed by mutation
and verify that the open reading frame was appropriate.
The plasmids containing the verified insert sequences
were transformed to two E. coli expression strains:
SoluBL21 and BL21. To induce protein expression,
isopropyl-1-thio-B-d-galactopyranoside (IPTG) at a final
concentration of 1mM was added to the bacterial culture
at the log phase of growth. After 2 h, cells were
centrifuged at 5,000 x g for 10 min at room temperature.
Bacterial pellets were either used immediately for
protein purification or stored at —20°C.

The pellets were sonicated to disintegrate cell
membranes and centrifuged at 10,000 x g for 20 min
at 4°C. The supernatants containing recombinant fusion
proteins with 6 x His tags were collected and the proteins
were purified using a Ni**-charged affinity chromatography
column (Cytiva, Little Chalfont, UK) according to the
manufacturer’s protocol. The purity of the eluted
proteins was assessed using sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
Perfect Tricolor Protein Ladder molecular weight
marker was used for protein sizing (EURx, Gdansk,
Poland). The two elution fractions with the highest

protein concentrations were pooled, dialysed against
Dulbecco’s  phosphate-buffered saline (Biowest,
Nuaillé, France) using 2 mL Zeba Spin 7 kDa molecular
weight cut-off (7K MWCO) Desalting Columns
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) and assessed
for recombinant protein content by Western blotting
using Anti-polyHistidine—Peroxidase antibody (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). The purity and
concentration of the recombinant protein solutions were
determined using SDS-PAGE and a bicinchoninic acid
BCA Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology,
Rockford, IL, USA), respectively.

Bioinformatic analysis. Alignment of human MIF
(hMIF), dog MIF (dMIF), Dre-MIF-1 and Dre-MIF-2 protein
sequences was performed using the Multalin tool (10).
The GenBank accession numbers of the analysed
sequences were CAG30406.1 (hMIF), XP_038293371.1
(dMIF), MT071087.1 (Dre-MIF-1) and MT071088.1
(Dre-MIF-2). The protein identity (%) between them
was calculated using ClustalW (25). The tertiary
structures of Dre-MIF-1 and Dre-MIF-2 were predicted
using Phyre2 (18). The structures were visualised and
superimposed using Protein Imager (26).

Dre-mif-1 and Dre-mif-2 mRNA expression in
microfilariae and adult D. repens stages. Total RNA
was isolated from microfilariae and adult worms using
a Total RNA purification kit (A&A Biotechnology,
Gdansk, Poland) according to the manufacturer’s instructions.
Genomic DNA contamination was removed using
DNAsel (Thermo Scientific) and the efficiency of DNA
cleavage was assessed using PCR. When free of DNA
contamination, the RNA solution was used for cDNA
synthesis using a RevertAid RT Reverse Transcription
Kit (Thermo Scientific).

Table 1. Primers used in the reverse-transcriptase quantitative PCR
to amplify Dirofilaria repens macrophage migration inhibitory factor
(Dre-mif)-1 and -2

Primer Sequence

Dre-mif-1_F 5" GGCTGATGAACT CAAAAT CCC 3’
Dre-mif-1_R 5" ACCCATTGCCGAAGCACTAATA 3’
Dre-mif-2_F 5" GATTGGATCATTTTCGGCTGATA 3’
Dre-mif-2 R 5' CGTACCATTGCATCCCACATTT 3’

F — forward; R — reverse

The qPCR was performed in a 12 pL volume in
a 96-well PCR plate. The reaction components were as
follows: 2 uL of cDNA template, 1 x Maxima SYBR
Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific), ROX
passive reference dye (10 nM) and a mixture of the
primers Dre-mif-1 F and Dre-mif-1 R or Dre-mif-2 F
and Dre-mif-2 R at 0.3 uM (Table 1). Due to the lack of
data regarding a suitable reference gene for quantitative
real-time PCR analyses in D. repens, the direct copy
number was estimated for reaction evaluation. To achieve
standard curves for both genes, pET28a/Dre-mif-1 or
pET28a/Dre-mif-2 recombinant plasmid was 10-fold
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serially diluted to contain from 10® to 10? copies per
reaction and used as a matrix for gPCR. The PCR was
performed as follows: 50°C for 2 min, 95°C for 10 min,
45 cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 1 min and
a disassociation curve stage. The reaction was performed
in triplicate.

Generation of anti-rDre-MIF-1 and anti-rDre-
MIF-2 polyclonal mouse sera and analysis of antibody
cross-reactivity. The antibodies were generated by
subcutaneous injection into the neck tissue of two
10-week-old male BALB/c mice of 100 pg of either
rDre-MIF-1 or rDre-MIF-2 precipitated with Imject
Alum (Thermo Scientific) in a final volume ratio of 1:2,
followed by two boosts at 14-day intervals. The
experiments were conducted following the guidelines
and regulations of the 2" Local Ethics Committee for
Animal Experimentation in Warsaw (Permit No. WAW2/
142/2021). Polyclonal sera were collected from mice
14 days after the last immunisation.

Serum reactivity against the recombinant proteins
was assessed using ELISA and Western blot. Ninety-
six-well plates (Wuxi NEST Biotechnology, Wuxi,
China) were incubated with rDre-MIF-1 or rDre-MIF-2
(2.5 pg/mL) diluted in bicarbonate buffer (100 puL/well
of 0.015 M Na,COj3 and 0.035 M NaHCO3; at pH 9.5)
overnight at 4°C. The plates were rinsed three times with
250 uL of phosphate-buffered saline (PBS) supplemented
with 0.05% Tween-20 and then blocked with 200 pL of
5% filtered skimmed milk in PBS buffer for 90 min
at 20°C. The plates were rinsed as described above, and
subsequently 100 uL of anti-rDre-MIF-1, anti-rDre-MIF-2
or negative control mouse serum (n = 2) appropriately
diluted in PBS (1:51,200 for total IgG, 1gG1, [gG2 and
IgM and 1:5,120 for IgE) was added to the wells.
Dilutions were established based on preliminary data
obtained using a serum dilution series. The plates were
incubated at room temperature for 1.5 h and washed
three times. The subsequent step was a 1-h incubation
with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat
anti-mouse IgG solution (1:30,000), goat anti-mouse
IgG1 (1:4,000), goat anti-mouse 1gG2 (1:4,000), goat
anti-mouse IgM (1:4,000) or goat anti-mouse IgE
(1:4,000) (all from AbD Serotec, now Bio-Rad,
Kidlington, UK). The reaction was developed with the
TMB Substrate Kit (Thermo Scientific) and stopped
after 30 min using 2 M H,SO4. Absorbance readings
were recorded at 450 nm using a Synergy H1 microplate
reader (BioTek, Winooski, VT, USA).

To confirm the cross-reactivity between the sera,
Western blot analyses were performed. A 5-ug mass of
either rDre-MIF-1 or rDre-MIF-2 was resolved in
polyacrylamide gel and transferred to a nitrocellulose
membrane. The membrane was blocked with 5% skimmed
milk in PBS (w/v) overnight with continuous shaking
at 4°C. The membranes were probed with anti-rDre-MIF-1
or anti-rDre-MIF-2 sera (diluted 1:5,000), rinsed with
PBS/0.05% Tween 20 buffer and incubated for 60 min
with HRP-conjugated anti-mouse IgG solution (1:5,000,
Sigma-Aldrich). The immunoreactive bands were

developed using West Pico Chemiluminescent substrate
(Thermo Scientific) and visualised on radiography films.

Immune recognition of rDre-MIF-1 and rDre-
MIF-2 by sera from dogs naturally infected with
D. repens. Samples from naturally infected and uninfected
dogs were collected during the study by Wysmolek et al.
(29). Infected dogs were classified for the study based
on a positive Knott’s test result. The reactivity of
rDre-MIF-1 and rDre-MIF-2 with sera from infected
(n = 17) and uninfected (n = 6) dogs with total IgG,
1gG1, IgG2, IgE and IgM antibodies was measured using
an indirect ELISA.

The secondary antibodies for this ELISA were
HRP-conjugated rabbit anti-dog IgG (total) (Jackson
ImmunoResearch, Cambridge, UK), goat anti-dog IgG1,
goat anti-dog IgG2, goat anti-dog IgM and goat anti-dog
IgE (all from AbD Serotec). The ELISA procedure was
the same as for the mouse sera except that the dog sera
were diluted 1:400 for total IgG, IgG1 and 1gG2; 1:20
for IgE; and 1:3,200 for IgM, and the secondary
antibodies were diluted 1:30,000 for rabbit anti-dog
IgG; 1:10,000 for goat anti-dog IgG1 and IgG2; and
1:1,000 for goat anti-dog IgM and IgE.

Statistical analysis. All statistical analyses were
performed using GraphPad Prism 9 software (GraphPad,
Boston, MA, USA).

Results

Expression and purification of rDre-MIF-1 and
rDre-MIF-2. Expression studies were conducted in two
distinct E. coli strains: BL21 and SoluBL21. In both
cases, cells produced soluble recombinant proteins with
an approximate size of 15 kDa—17 kDa. However, there
were differences between the purification efficiency
from one strain and the efficiency from the other.
Purification of rDre-MIF-1 was more efficient from the
SoluBL21 strain, while better results for rDre-MIF-2
were achieved using the BL21 strain. Analyses by SDS-
PAGE indicated that the purified rDre-MIF-1 and rDre-
MIF-2 were electrophoretically homogeneous and
without impurities (Fig. 1).

Dre-mif-1 and Dre-mif-2 mRNA expression in
microfilariae and adult D. repens stages. A significantly
higher expression of both genes was observed in the
adult stage. Interestingly, the expression level of
Dre-mif-1 was double that of Dre-mif-2 in the adult stage
(Fig. 2).

Bioinformatic analysis. The sequence comparison
analysis (Fig. 3) revealed that Dre-MIF-1 had higher
identity (40 %) to host MIFs (human and dog) than
Dre-MIF-2 (27%). Despite Dre-MIF-1 and Dre-MIF-2
amino acid sequences having shown low identity of
27.8 % (Table 2), their potential tertiary structures
showed a high level of similarity (Fig. 4).

Generation of anti-rDre-MIF-1 and anti-rDre-
MIF-2 polyclonal sera and analysis of antibody cross-
reactivity. The results suggest that rDre-MIF-1 was
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more immunogenic, as the levels of anti-rDre-MIF-1
total IgG, IgG2 and IgE antibodies were much higher
than those of anti-rDre-MIF-2 immunoglobulins (Fig. 5).
At the same time, antibodies raised against rDre-MIF-1
were less specific than these produced after rDre-MIF-2
immunisation. Western blot analysis revealed that
antibodies specific to rDre-MIF-1 recognised both
molecules with similar affinity, whereas anti-rDre-MIF-2
IgG antibodies showed only weak reactions with rDre-
MIF-1 (Fig. 6). However, as shown in Fig. 5, only IgG1
antibodies were responsible for this cross-reactivity. Our
results show that immunisation with MIFs favours the
production of IgG1 subclass antibodies. In turn, IgG2
antibodies are produced only after rDre-MIF-1
immunisation and do not cross-react with rDre-MIF-2
molecules. A similar observation was made for the IgE
class. Antibodies of the IgM class were found to be the
least specific and the most cross-reactive of all the
analysed classes.
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Fig. 2. Dirofilaria repens macrophage migration inhibitory factor
(Dre-mif)-1 and Dre-mif-2 gene expression in microfilariae and the
adult stage of D. repens. The fold increase in expression is shown over
the level of expression of Dre-mif-1 in microfilariae. Statistical
analysis was performed using one-way analysis of variance;
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Fig. 3. Alignment of human macrophage migration inhibitory factor (hMIF), dog MIF (dMIF), Dirofilaria repens (Dre)-MIF-1 and Dre-MIF-2

amino acid sequences



J. Karabowicz et al./] Vet Res/68 (2024) 381-388 385

B

Fig. 4. The visualisation of superimposed potential structures of Dirofilaria repens (Dre)-macrophage
migration inhibitory factor (MIF)-1 (red) and Dre-MIF-2 (blue). The complete structures are shown on
fragments A) and C), whereas matching helices and strands are respectively shown on fragments B) and D)
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Fig. 5. Reactivity of mouse anti-recombinant Dirofilaria repens (rDre)-macrophage migration inhibitory factor (MIF)-1 and anti-rDre-MIF-2
sera with rDre-MIF-1 and rDre-MIF-2. Serum dilutions for detection: immunoglobulin (Ig)G, IgGl, IgG2 and IgM — 1:51,200; IgE — 1:5,120.

OD - optical density



386 J. Karabowicz et al./] Vet Res/68 (2024) 381-388

kDa B A
~20

17

~11

rDre-MIF-1 rDre-MIF-2

Fig. 6. Western blot cross-reactivity analysis of mouse anti-recombinant
Dirofilaria repens (rtDre)-macrophage migration inhibitory factor (MIF)-1
(A) and anti-rDre-MIF-2 (B) antibodies with rDre-MIF-1 and rDre-MIF-2
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Fig. 7. Reactivity of different serum antibody classes in infected and non-infected dogs with recombinant Dirofilaria repens (rDre)-macrophage
migration inhibitory factor (MIF)-1 and rDre-MIF-2. Serum dilutions for detection: immunoglobulin (Ig) G, IgGl, and IgG2 — 1:400;
IgM — 1:3,200; IgE — 1:20. Statistical analysis was performed using the Mann—Whitney test; * — P-value <0.05; *** — P-value <0.001

Immune recognition of rDre-MIF-1 and rDre-
MIF-2 by sera from dogs naturally infected with
D. repens. The reactivity of rDre-MIF-1 and rDre-MIF-2
was tested with sera of naturally infected and uninfected
dogs. An elevated level of IgGl-subclass antibodies
recognising both rDre-MIF-1 and rDre-MIF-2 was
noted in infected dogs’ sera (Fig. 7). No significant
differences were observed in the levels of total IgG,
IgG2, IgE or IgM antibodies between infected dogs’ and
uninfected dogs’ sera.

Discussion

Subcutaneous dirofilariasis is a relatively new
problem in human and veterinary medicine. Since the

diagnosis of this infection is currently imperfect, the
zoonosis is spreading uncontrollably throughout the
world (8). The molecular interactions between D. repens
and the host immune system remain unknown.
Nematodes of various species secrete MIF
homologues to influence and modulate the immune
response of their hosts. Novel technologies allowing for
rapid identification of MIF genes and their corresponding
cDNA, coupled with the production of recombinant
proteins, have facilitated comprehension of homologue
expression patterns and functions in nematode parasitical
infection. In the present study, two MIF paralogues from
the parasitic nematode D. repens were described for the
first time. As other nematode MIF orthologues also do,
Dre-MIF-1 showed a higher range of amino acid similarity
to mammalian host MIFs than Dre-MIF-2 (27). The amino
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acid sequence similarity between Dre-MIF-1 and human
or canine MIF is approximately 40%, while Dre-MIF-2
exhibits a similarity of about 27%, suggesting their
unalike abilities to stimulate the host’s immune system.
Studies show that MIF-2 homologues from B. malayi
and O. volvulus should rather be considered as
D-dopachrome tautomerase homologues, which would
explain the lower degree of similarity to their
mammalian counterparts (19).

In our study, we observed highly upregulated
expression of Dre-mif-1 and Dre-mif-2 in the adult worm
compared to their expression in microfilariae. The
results are in line with those of similar experiments of
Pastrana et al. (20), who confirmed MIF expression in
all B. malayi developmental stages, and of research by
Ajonina-Ekoti et al. (1), who proved MIF expression in
the adult stage of the parasitic filarial nematode
O. volvulus using immunolocalisation. However, in
B. malayi the expression in the adult stage was only
slightly increased from that in microfilariae. The reason
for this observation is not explained, but high MIF
expression in various adult filarial nematodes suggests
that these proteins may play a significant role in the
course of filarial infection when adult nematodes reside
in the host’s subcutaneous tissue.

In the present study, we observed that mice
immunised with rDre-MIF-2 generated a more specific
response, while mice immunised with rDre-MIF-1
produced serum with cross-reactivity with rDre-MIF-2,
which may be explained by similar predicted tertiary
structures of the proteins. Such cross-reactions were not
noted in the case of O. volvulus or C. elegans; however,
similarly to our results, Ov-MIF-1 was more immunogenic
in rats than Ov-MIF-2 for Ajonina-Ekoti et al. (1).
Another group of researchers also excluded cross-
reactivity between antibodies specific to recombinant
Strongyloides ratti MIF and human MIF (31).

Climate change and increased migration with pet
dogs have led to dirofilariasis being more frequently
described in Central and Eastern European countries:
Germany, Poland, Slovakia and Ukraine. According to
the latest data, cases of dirofilariasis have been reported
in Northern Europe and Baltic countries, particularly in
Lithuania, Latvia, and Finland (8, 13, 14). Moreover, the
number of infections in humans is increasing because of
the increased prevalence among dogs. This urges the
characterisation of molecular interaction mechanisms
between the worm and its natural host, the dog, which is
a reservoir of the disease for humans. The knowledge
will result in development of novel diagnostics,
prophylaxis and treatment procedures (21). In our
previous study, we confirmed that microfilaraemic
infections were associated with higher levels of IgGl
antibodies specific to D. repens somatic antigens than of
IgG2 immunoglobulins, whereas in occult infections
IgG2 predominated over IgG1 (30). Here, we evaluated
the presence of IgG, 1gG1, IgG2, IgM and IgE antibodies
specific to D. repens MIF molecules in naturally
infected dog sera. A significant difference between
infected and uninfected dogs was found only in the case

of IgGl antibodies specific to both proteins. This
corresponds to the findings reported by other authors
who observed that in the sera of dogs naturally infected
with D. immitis, although both parasite-specific 1gG1
and IgG2 antibodies were present, IgG1 appeared to be
the predominant type (11). Our data show that different
IgG subclasses show different affinity for and specificity
to the analysed antigens. This should be therefore taken
into consideration in the development of diagnostic
tests, which are usually based on total IgG detection.

Scientific research is still underway to create
a serological test that would be particularly useful in the
prepatent period of invasion. Novel approaches have
been reported, such as the use of a phage display library
to search for diagnostic peptides (21). In our study we
used recombinant D. repens MIF molecules, but these
were found to be non-specific and cannot be considered
as potential diagnostic antigens.

Conclusion

The present study describes the first attempt at the
characterisation of MIF homologues from D. repens as
a significant filarial parasite of dogs. The proteins share
low similarity at the amino acid level, but appear to have
very similar tertiary structures. The noted cross-
reactivity rather excludes their use in diagnostic tests,
but the observation of the different serological responses
they raise in the host provides new insights into naturally
occurring events during dirofilariasis.
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Karabowicz J, Dlugosz E, Baska P, Pekacz M, Wysmotek M, Klockiewicz M, Wisniewski M.
Analysis of the role of Dirofilaria repens macrophage migration inhibitory factors in host-

parasite interactions. Journal of Veterinary Research. 2024. 68:381-388.

m¢j indywidualny udzial w jej powstaniu polegal na modelowaniu potencjalnych struktur

przestrzennych biatek, pomocy w przeprowadzeniu czgsci eksperymentéw oraz krytycznej

edycji manuskryptu.

Indywidualny wktad pracy w publikacje wynosi 5%.
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Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy:

Karabowicz J, Dlugosz E, Baska P, Pekacz M, Wysmotek M, Klockiewicz M, Wisniewski M.
Analysis of the role of Dirofilaria repens macrophage migration inhibitory factors in host-
parasite interactions. Journal of Veterinary Research. 2024. 68:381-388.

moj indywidualny udzial w jej powstaniu polegal na pomocy w przeprowadzeniu czesci

eksperymentow oraz krytycznej edycji manuskryptu.

Indywidualny wktad pracy w publikacje wynosi 5%.
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Karabowicz J*, Dhugosz E, Baska P, Pekacz M, Wysmotek M, Klockiewicz M, Wisniewski
M. Analysis of the role of Dirofilaria repens macrophage migration inhibitory factors in host-

parasite interactions. Journal of Veterinary Research. 2024. 68:381-388

m6j indywidualny udzial w jej powstaniu polegal na zgromadzeniu probek krwi psow oraz

krytycznej edycji manuskryptu.

Indywidualny wkiad pracy w publikacj¢ wynosi 5%.
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Niniejszym oswiadczam, ze w pracy:

Karabowicz J*, Dlugosz E, Baska P, Pekacz M, Wysmotek M, Klockiewicz M, Wisniewski M.
Analysis of the role of Dirofilaria repens macrophage migration inhibitory factors in host-

parasite interactions. Journal of Veterinary Research. 2024. 68:381-388

méj indywidualny udziat w jej powstaniu polegal na zgromadzeniu prébek krwi psow

oraz krytycznej edycji manuskrypu.

Indywidualny wklad pracy w publikacj¢ wynosi 5%.
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Niniejszym oswiadczam, ze w pracy:

Karabowicz J, Diugosz E, Baska P, Pekacz M, Wysmolek M, Klockiewicz M, Wisniewski M.
Analysis of the role of Dirofilaria repens macrophage migration inhibitory factors in host-

parasite interactions. Journal of Veterinary Research. 2024. 68:381-388

m¢j indywidualny udzial w jej powstaniu polegal na pomocy w zaprojektowaniu czesci
eksperymentéw (w tym zaprojektowaniu starteréw do konstrukcji wektora ekspresyjnego

niosgcego cDNA Dre-mif-1) oraz krytycznej edycji manuskryptu.

Indywidualny wktad pracy w publikacje wynosi 5%.
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