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Streszczenie 

 

Dirofilaria repens jest czynnikiem etiologicznym dirofilariozy podskórnej. 

Choroba ta występuje u psów i innych zwierząt mięsożernych, a także u człowieka. 

D. repens jest szeroko rozpowszechniony w Europie, a jego zasięg występowania stale 

się rozszerza. Pomimo rosnącego zagrożenia, jakie stwarza ten pasożyt dla ludzi 

i zwierząt, wiedza na temat jego oddziaływania na układ immunologiczny żywiciela nie 

jest dokładnie poznana. Jedną ze strategii nicieni, pozwalającą im przeżyć w tkankach 

przez długi czas, jest wytwarzanie białek o właściwościach immunomodulacyjnych. 

Celem pracy była molekularna charakterystyka dwóch homologów czynnika hamującego 

migrację makrofagów D. repens (Dirofilaria repens - macrophage migration inhibitory 

factor; Dre-MIF), analiza ekspresji genów badanych homologów w mikrofilariach 

i osobniku dorosłym D. repens, uzyskanie białek rekombinowanych Dre-MIF-1  

i Dre-MIF-2 w bakteryjnym systemie ekspresji, ocena ich immunogenności u myszy oraz 

reaktywności z przeciwciałami psów naturalnie zarażonych D. repens i określenie roli 

badanych białek na aktywność makrofagów człowieka w modelu in vitro. 

Przeprowadzono bioinformatyczną analizę sekwencji dwóch homologów MIF 

D. repens. Zbadano poziom ekspresji genów Dre-mif-1 i Dre-mif-2 w różnych stadiach 

rozwojowych pasożyta. Uzyskano rekombinowane białka rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 

w bakteryjnym systemie ekspresji oraz dopracowano metodykę ich oczyszczania przy 

użyciu chromatografii powinowactwa. Oceniono immunogenność rDre-MIF-1  

i rDre-MIF-2 u myszy oraz reaktywność tych białek z przeciwciałami surowicy psów 

naturalnie zarażonych D. repens z wykorzystaniem testu ELISA. Zbadano wpływ  

rDre-MIF-1 na aktywność makrofagów zróżnicowanych z ustalonej linii komórkowej 

THP-1, poprzez sprawdzenie fosforylacji wybranych kinaz, profilu wydzielanych cytokin 

oraz zmian w poziomie ekspresji wybranych markerów pro- i przeciwzapalnych po 

stymulacji białkiem.  

Z analizy bioinformatycznej wynika, że Dre-MIF-1 charakteryzuje się wyższym 

poziomem podobieństwa sekwencji aminokwasów do MIF człowieka i psa niż  

Dre-MIF-2. Stwierdzono wyższy poziom ekspresji Dre-mif-1 i Dre-mif-2 w dorosłych 

osobnikach D. repens w porównaniu do mikrofilarii. rDre-MIF-1 jest bardziej 

immunogenny niż rDre-MIF-2 u myszy. U zarażonych psów odnotowano podwyższony 

poziom przeciwciał podklasy IgG1 rozpoznających zarówno rDre-MIF-1, jak  

i rDre-MIF-2. rDre-MIF-1 wpływa na aktywność makrofagów, m.in. hamuje 
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wydzielanie cytokin prozapalnych przez makrofagi pobudzone lipopolisacharydem 

(LPS), co świadczy o jego właściwościach przeciwzapalnych i potwierdza jego 

immunomodulacyjne działanie. 

 

Słowa kluczowe: dirofilarioza podskórna, czynnik hamujący migrację 

makrofagów, makrofag, właściwości 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 IgG1 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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Keywords: subcutaneous dirofilariasis, macrophage migration inhibitory factor, 

macrophage, immunomodulatory properties  
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Objaśnienie zastosowanych skrótów 

Akt – kinaza białkowa B 

AP-1 – (ang. activator protein 1) białko aktywatorowe AP-1 

CD - (ang. cluster of differentation) kompleks różnicowania 

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 

hamujący migrację makrofagów Dirofilaria repens 

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

ETS – (ang. E-twenty-six transcription factor family) – rodzina czynników 

trakskrypcyjnych ETS 

FBS – (ang. fetal bovine serum) płodowa surowica bydlęca 

Fgr – (ang. Gardner-Rasheed feline sarcoma viral (v-fgr) oncogene homolog) kinaza Fgr 

IL – (ang. interleukin) interleukina 

ILC – (ang. innate lymphoid cells) wrodzone komórki limfoidalne 

IFN – interferon 

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

JAB-1 - (z ang. Jun-activating binding protein 1) białko wiążące aktywujące Jun 1 

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

KIP1 – (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 1B) inhibitor kinazy zależnej 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 białkowa aktywowana 

mitogenem 

MHC – (ang. major histocompatibility complex) główny układ zgodności tkankowej 

MIF – (ang. macrophage migration inhibitory factor) czynnik hamujący migrację 

makrofagów 

NO – (ang. nitric oxide) tlenek azotu 

p53 – białko p53 

PBS - (ang. phosphate buffered saline) buforowana fosforanem sól fizjologiczna 
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PBMC – (z ang. peripheral blood mononuclear cells) jednojądrzaste komórki krwi 

obwodowej 

PGE2 – (ang. prostaglandin E2) prostaglandyna E2 

PI3K – (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 żelu poliakrylamidowym w obecności soli sodowej kwasu 

dodecylosiarkowego 

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

STAT – (ang. signal transducers and activators of transcription) przekaźniki sygnału 

i aktywatory transkrypcji 

TGF-β – (z ang. transforming growth factor beta) transformujący 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. Wstęp 

Dirofilaria repens to nicień pasożytujący głównie u psowatych (Canidae) 

i kotowatych (Felidae). Jest pasożytem o potencjale zoonotycznym, co oznacza, że może 

stanowić zagrożenie również dla ludzi. W trakcie rozwoju w żywicielu ostatecznym 

dochodzi do powstawania guzków robaczych w tkance podskórnej i skórze zarażonych 

osobników, w których pasożyt ukrywa się przed układem immunologicznym żywiciela 

przez długie lata (Petrocheilou i wsp. 1998; Mendoza-Roldan i wsp. 2021). Pomimo 

rosnącego zagrożenia, jakie stwarza ten pasożyt, wiedza na temat molekularnych 

mechanizmów interakcji pasożyt-żywiciel w przebiegu dirofilariozy pozostaje 

ograniczona. 

Pasożytnicze nicienie wytworzyły wiele mechanizmów pozwalających im 

przeżyć w organizmie żywiciela. Mają zdolność modyfikowania odpowiedzi 

immunologicznej, np. poprzez wydzielanie cząsteczek o właściwościach 

immunomodulacyjnych, w tym takich, które są podobne do cząsteczek żywiciela 

(Hewitson, Grainger, i Maizels 2009). Przykładem takiego białka jest czynnik hamujący 

migrację makrofagów (macrophage migration inhibitory factor; MIF), który jest 

cytokiną ssaków o plejotropowym działaniu, uczestniczącą w odpowiedzi prozapalnej 

(Calandra i Roger 2003). Homologi tego białka zostały opisane u wielu gatunków 

pasożytów, ale ich funkcje nie są jeszcze wystarczająco poznane. Badania sugerują, 

że wykazują one właściwości immunomodulacyjne, między innymi wpływają na 

obniżenie poziomu prozapalnych cytokin wydzielanych przez makrofagi (Vermeire 

i wsp. 2008). Ponieważ w literaturze nie opisano roli tych białek podczas inwazji 

D. repens, została podjęta próba uzyskania ich w bakteryjnym systemie ekspresji oraz 

scharakteryzowania ich wpływu na układ immunologiczny żywiciela. 

 

1.1. Dirofilaria repens – biologia pasożyta, patogeneza inwazji, rozprzestrzenienie 

w Europie 

 D. repens jest nicieniem należącym do rzędu Rhabditida, rodziny Onchocercidae, 

przenoszonym przez komary z rodzajów: Aedes, Culex, Anopheles, które w cyklu 

rozwojowym pełnią rolę wektora oraz żywiciela pośredniego. Żywicielem ostatecznym 

są ssaki mięsożerne, przede wszystkim psy domowe. Do zarażenia dochodzi w momencie 

odżywiania się krwią przez komara, kiedy larwy inwazyjne L3 wnikają do organizmu 

żywiciela (Ryc.1). Okres prepatentny jest długi, trwa 6-9 miesięcy, a dorosłe nicienie 

umiejscawiają się najczęściej w tkance podskórnej, gdzie się rozmnażają. Zapłodnione 
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samice rodzą do krwiobiegu mikrofilarie. Dalszy rozwój cyklu jest możliwy, jeśli komar 

pobierze mikrofilarie wraz z krwią i w jego organizmie larwy dojrzeją do stadium 

inwazyjnego L3 (Simón i wsp. 2012).  

 

 

Ryc. 1 Cykl rozwojowy Dirofilaria repens. Opracowanie własne przy pomocy programu BioRender.com 

wg www.cdc.gov/dpdx/dirofilariasis/index.html.  

 

 Pies domowy jest typowym żywicielem D. repens, ale pasożyt ten może 

występować też u kotów, dzikich ssaków mięsożernych oraz człowieka. W literaturze 

opisano przypadki z potwierdzoną mikrofilaremią u ludzi, co świadczy o tym, że pasożyt 

może w sprzyjających warunkach osiągnąć dojrzałość płciową w organizmie człowieka 

(Kłudowska i wsp. 2018; Pupić-Bakrač i wsp. 2021).  

U psów dorosłe osobniki umiejscawiają się w tkance podskórnej i skórze, 

mosznie, jamach ciała, gruczole mlekowym, krezce, worku osierdziowym, ścięgnie 

kolana oraz w guzach nowotworowych. Podobnie, jak u psów, u ludzi nicienie mogą 

migrować do tkanki podskórnej różnych części ciała (najczęściej głowy, okolicy 

oczodołowej, szyi), ale także płuc, powrózków nasiennych, najądrzy, piersi, węzłów 

chłonnych. Wszystko wskazuje na to, że nicienie te mogą wielokrotnie migrować 

w organizmie żywiciela w trakcie swojego życia (Borkowski i wsp. 2015; Capelli i wsp. 

2018; Wysmołek i wsp. 2020a). Inwazje D. repens bardzo często przebiegają 
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bezobjawowo lub skąpo-objawowo i diagnozowane są przypadkowo. Opisane są jednak 

przypadki psów z wysoką mikrofilaremią, u których występowało zapalenie otrzewnej, 

żółtaczka, zwyrodnienie wątroby, niewydolność nerek (Mircean i wsp. 2017). Badania 

hematologiczne i biochemiczne krwi wykazują ponadto, że u zarażonych psów klinicznie 

zdrowych, występuje stan przewlekłego stresu związanego z wysokim poziomem 

glikokortykosteroidów (Wysmołek i wsp. 2020a). W diagnostyce dirofilariozy u psów 

podstawą jest znalezienie we krwi mikrofilarii. Zalecaną metodą jest zmodyfikowany test 

Knott’a. Obecnie na rynku nie ma testu serologicznego wykrywającego inwazję 

D. repens. W związku z tym nie ma możliwości potwierdzenia metodami 

laboratoryjnymi zarażenia w trakcie okresu prepatentnego, ani inwazji jednopłciowej. 

 D. repens występuje głównie w klimatach tropikalnym i subtropikalnym, 

na terenie Afryki, Azji oraz południowej Europy. W wyniku działalności człowieka oraz 

zmian klimatu zasięg występowania znacznie się poszerzył, szczególnie w Europie 

Środkowej, w tym m.in. Polsce, Litwie, Ukrainie, Słowacji i Niemczech. Pojedyncze 

przypadki opisano w Danii, Finlandii, Norwegii i Szwecji (Genchi i Kramer 2017; 

Fuehrer i wsp. 2021). Pierwsze doniesienia na temat występowania inwazji D. repens 

u psów w Polsce opublikowano w latach 2009-2010 (Demiaszkiewicz i wsp. 2009, 

Sapierzyński i wsp. 2010). Natomiast, pierwsze przypadki u ludzi zostały opisane na 

przełomie 2007/2008 roku (Żarnowska-Prymek, Cielecka, i Sałamatin 2008). Od tego 

czasu systematycznie pojawiają się nowe doniesienia o polskich pacjentach, u których 

wykryto D. repens w różnych, czasami zaskakujących, lokalizacjach ciała (Fuehrer i wsp. 

2021). Inwazje D. repens u psów i ludzi stanowią istotny problem medyczny, dlatego 

szersze poznanie przebiegu dirofilariozy, w tym interakcji, jakie zachodzą na poziomie 

pasożyt-żywiciel, są niezbędne dla zrozumienia patogenezy oraz opracowania nowych 

metod leczenia i zwalczania tej parazytozy. 

 

 1.2. Odpowiedź układu immunologicznego żywiciela w przebiegu inwazji 

wywołanych przez filarie 

Helminty mają zdolność do modulowania odpowiedzi immunologicznej 

żywiciela, dzięki czemu inwazje z reguły są długotrwałe i mogą prowadzić do poważnych 

problemów zdrowotnych, a nawet śmierci żywiciela. Częściej jednak obserwujemy 

przewlekłe zarażenie bezobjawowe lub o małym stopniu nasilenia objawów. Co więcej, 

w krajach, gdzie ekstensywność zarażenia pasożytami jelitowymi jest wysoka, obserwuje 

się niższą częstotliwość występowania chorób autoimmunologicznych i alergii (Vercelli 



20 

2006). Helminty, aby móc przeżyć w organizmie żywiciela, wydzielają różne cząsteczki, 

takie jak przeciwutleniacze, proteazy, inhibitory proteaz, ortologi cytokin, które mogą 

wyciszać stan zapalny (Hewitson, Grainger, i Maizels 2009).  

Zarówno u ludzi, jak i u zwierząt filariozy często przebiegają bez wyraźnych 

objawów klinicznych, co może wskazywać, że nicienie te mają wyjątkową zdolność 

modulowania odpowiedzi immunologicznej żywiciela. Głównymi komórkami 

zaangażowanymi we wczesną inicjację odpowiedzi immunologicznej żywiciela 

związanej z nicieniami pasożytniczymi są komórki dendrytyczne, makrofagi, 

granulocyty zasadochłonne (bazofile) i wrodzone komórki limfoidalne (innate lymphoid 

cells; ILC). Jednak szczegółowy mechanizm wciąż pozostaje niewyjaśniony. Komórki 

dendrytyczne odgrywają kluczową rolę w prezentowaniu antygenów filarii limfocytom T 

w celu wywołania odpowiedzi immunologicznej. U ludzi różnicowanie i dojrzewanie 

tych komórek w obecności antygenów filarii może stymulować odpowiedź zależną od 

limfocytów Th2 (MacDonald i Maizels 2008; Kwarteng i Ahuno 2017). Badania 

wskazują także na to, że żywe pasożyty są w stanie indukować śmierć komórek 

dendrytycznych, a także hamować ich zdolność do syntezy interleukiny (interleukin; IL)-

10 i IL-12, zmniejszając tym samym ich zdolność do aktywacji limfocytów T 

posiadających na powierzchni kompleks różnicowania (cluster of differentation; CD) 4 

(limfocyty T CD4+) (Semnani i wsp. 2003). 

Jak już wspomniano, z badań dotyczących filarioz limfatycznych wynika, że 

promowana jest głównie odpowiedź zależna od limfocytów pomocniczych Th2. Ten typ 

odpowiedzi jest najczęściej opisywany w przypadku inwazji nicieni. Charakteryzuje się 

wzrostem stężenia cytokin IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13 oraz przeciwciał klasy IgG1, 

IgG4 i IgE. Dochodzi do zwiększenia populacji komórek tucznych (mastocytów), 

granulocytów kwasochłonnych (eozynofilów) oraz makrofagów typu M2 (Neill i wsp. 

2010; Sharma i wsp. 2012; Gazzinelli-Guimaraes i Nutman 2018). Makrofagi M2 

wydzielają znaczne ilości cytokin przeciwzapalnych, takich jak IL-10 i transformujący 

czynnik wzrostu beta (transforming growth factor beta; TGF-β) (Strizova i wsp. 2023). 

Ponadto, aktywnie przyczyniają się do naprawy tkanek poprzez wydzielanie czynników 

wzrostu, chemokin oraz składników budulcowych do syntezy kolagenu. Zapobiegają 

także zmianom patologicznym wywołanym nadmierną aktywacją eozynofilów, komórek 

tucznych, bazofilów, limfocytów Th2, ILC2 i limfocytów B syntetyzujących IgE. 

Makrofagi M2 mogą zabić lub uwięzić larwy pasożytniczych robaków lub stymulować 

wydalenie dorosłych osobników z organizmu. Uwięzienie pasożytów zapobiega 
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rozległym uszkodzeniom zarażonych tkanek (Minutti i wsp. 2017; Lechner, Bohnacker, 

i Esser-von Bieren 2021). 

Zaobserwowano, że odpowiedź immunologiczna przeciwko filariom zależy 

w dużej mierze od intensywności inwazji i od tego, czy we krwi obecne są mikrofilarie. 

W przypadku filarioz limfatycznych u pacjentów z nasilonymi objawami w postaci 

obrzęków limfatycznych (słoniowacizny), w badaniu krwi bardzo często nie stwierdza 

się mikrofilarii. Natomiast pacjenci z wysoką mikrofilaremią zazwyczaj nie wykazują 

objawów klinicznych (Kwarteng i Ahuno 2017). Podobną zależność zaobserwowano 

u ludzi zarażonych Onchocerca volvulus. Wyróżnia się onchocerkozę uogólnioną, która 

dotyczy pacjentów z wysoką intensywnością inwazji. Charakteryzuje się niskim stopniem 

nasilenia objawów i powstawaniem łagodnych guzków podskórnych. Znacznie rzadziej 

występuje onchocerkoza hiperaktywna, gdzie nicieni jest mało, ale objawy skórne są 

znacznie nasilone. U pacjentów z hiperaktywną onchocerkozą zaobserwowano 

zwiększoną aktywację limfocytów Th17 i Th2, którym towarzyszyła zmniejszona liczba 

regulatorowych limfocytów T Foxp3+ (Katawa i wsp. 2015).  

Odpowiedź immunologiczna w zarażeniach filariami jest bardzo złożona, 

ponieważ pasożyty w organizmie żywiciela mogą przeżyć wiele lat, nie manifestując przy 

tym wyraźnych objawów klinicznych. Odpowiedź zależy od gatunku nicienia, od jego 

umiejscowienia, a także od tego, czy w krwiobiegu obecne są mikrofilarie (Maizels, 

Blaxter, i Scott 2001; Sahoo i wsp. 2018; Wysmołek i wsp. 2020b). W przypadku inwazji 

D. repens charakteryzujących się brakiem mikrofilarii we krwi zaobserwowano wyższy 

stosunek przeciwciał podklasy IgG2 niż IgG1, co jest charakterystyczne dla odpowiedzi 

immunologicznej zależnej od limfocytów Th1, podczas gdy, u psów z mikrofilaremią ten 

stosunek był odwrotny (charakterystyczny dla odpowiedzi zależnej od limfocytów Th2) 

(Wysmołek i wsp. 2022).  

D. repens osiąga dorosłość głównie u psów, ale może występować sporadycznie 

u innych żywicieli, co wskazuje na jego zdolność do modulowania odpowiedzi 

immunologicznej różnych gatunków ssaków. Strategie, które pozwalają D. repens 

przeżyć w tkankach wciąż nie są do końca poznane, dlatego konieczne są bardziej 

zaawansowane badania proteomiczne. Identyfikacja białek charakterystycznych dla 

różnych stadiów rozwojowych pasożytów powiązanych z procesami biologicznymi 

i określenie ich funkcji na poziomie molekularnym, jest kluczowe dla lepszego 

zrozumienia mechanizmów molekularnych zachodzących między pasożytem 

a żywicielem (Zawistowska-Deniziak i wsp. 2021). Poznanie tych mechanizmów 
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pozwoli dokładniej zrozumieć przebieg inwazji oraz opracować strategie leczenia 

i zapobiegania inwazji u ludzi i zwierząt. 

 

 1.3. Czynnik hamujący migrację makrofagów 

 MIF został po raz pierwszy opisany w 1966 roku, jako białko wydzielane przez 

limfocyty T, hamujące specyficznie migrację makrofagów (Bloom i Bennett 1966; David 

1966). Białko to zbudowane jest ze 114 aminokwasów, a jego masa wynosi 12,5 kDa. 

U człowieka gen kodujący 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 organizmów eukariotycznych: pierwotniaków, zwierząt i roślin. 

U różnych gatunków ssaków podobieństwo sekwencji aminokwasów tych cząsteczek jest 

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

 

 

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

 

 W przeciwieństwie do większości cytokin, MIF wykazuje aktywność 

enzymatyczną tautomerazy fenylopirogronianowej oraz oksydoreduktazy (Lubetsky 

i wsp. 1999; Cournia i wsp. 2009). Czynnik ten syntetyzowany jest przez różnego rodzaju 

komórki, w tym: makrofagi, monocyty (Calandra i wsp. 1994), neutrofile (Daryadel 

i wsp. 2006), eozynofile (Rossi i wsp. 1998), limfocyty (Bacher i wsp. 1996), komórki 

śródbłonka (Nishihira, Koyama, i Mizue 1998), komórki nabłonka (Shimizu 2005) 

i komórki mięśniowe (Verschuren i wsp. 2005).  

 MIF jest cytokiną o plejotropowym działaniu, uczestniczącą w wielu procesach 

biologicznych. Zewnątrzkomórkowy MIF aktywuje kompleks sygnalizacyjny poprzez 

wiązanie się z białkiem CD74. Wiąże się również z receptorami dla chemokin CXC  

(C-X-C chemokin receptor): CXCR2, CXCR4 i CXCR7 włączając określone szlaki 
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wewnątrzkomórkowe prowadzące do modulacji stanu zapalnego, proliferacji i migracji 

komórek (Mangano i wsp. 2018; Jankauskas i wsp. 2019).  

 Mediator ten stymuluje wydzielanie różnych cytokin prozapalnych: czynnik 

martwicy nowotworu (tumor necrosis factor; TNF) -α, IL-1β, IL-6 i IL-12, zwiększenie 

poziomu receptora Toll-podobnego (Toll-like receptor; TLR) -4, wydzielanie tlenku 

azotu (nitric oxide; NO), stymuluje syntezę metaloproteinaz macierzy, cyklooksygenazy 

2 i prostaglandyny E2 (PGE2) oraz hamuje przeciwzapalne i immunosupresyjne działanie 

glikokortykosteroidów (Calandra 2003; Bozza i wsp. 2012; Harris i wsp. 2019). Cytokina 

ta odgrywa kluczową rolę w reakcjach zapalnych oraz w procesie kancerogenezy. Ma 

zdolność do rekrutacji komórek zarówno wrodzonej, jak i nabytej odporności do miejsca 

stanu zapalnego. Dodatkowo umożliwia przyleganie monocytów, migrację przez 

śródbłonek naczyń, fagocytozę oraz aktywuje i zwiększa uwalnianie prozapalnych 

cytokin poprzez makrofagi, wywołując silną odpowiedź zapalną (Stojanovic, Saksida, 

i Stosic-Grujicic 2012; Nobre i wsp. 2017).  

 W 1997 roku opisano drugie białko z rodziny MIF, czyli tautomerazę  

D-dopachromu (D-dopachrome tautomerase; D-DT) (Sugimoto i wsp. 1997). 

Podobieństwo sekwencji aminokwasów 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 białka są jednak 

znacznie mniej poznane.  

 

 1.4. Homologi czynnika hamującego migrację makrofagów obecne u nicieni 

 Homologi MIF zidentyfikowano u wielu gatunków roślin, kręgowców 

i bezkręgowców (Sparkes i wsp. 2017). Stwierdzono je u ponad 20 gatunków nicieni 

pasożytniczych, w tym także u filarii. U większości z nich opisano dwa paralogi MIF-1 

i MIF-2 (Vermeire i wsp. 2008), a część z nich uzyskano za pomocą metod inżynierii 

genetycznej (Tabela 1), co pozwoliło poznać ich strukturę i potencjalne właściwości. 

Wciąż jednak nie do końca wiadomo, jaką pełnią rolę w przebiegu inwazji 

pasożytniczych. Homologi MIF opisane u nicieni mają podobną strukturę przestrzenną 

oraz aktywność enzymatyczną (tautomerazy i oksydoreduktazy) do MIF człowieka, a ich 

obecność zaobserwowano zarówno w postaciach dorosłych, jak i stadiach larwalnych 

pasożytów (Vermeire i wsp. 2008).  

Jak wynika z badań, omawiane białka mają istotny wpływ na układ 

immunologiczny żywiciela. MIF aktywuje komórki poprzez receptor powierzchniowy 
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CD74. CD74 (łańcuch niezmienny Ii) bierze udział w prezentacji antygenów z udziałem 

cząsteczek głównego układu zgodności tkankowej (major histocompatibility complex; 

MHC) klasy II. Badania pokazują, że homologi MIF z pasożytów również mogą wiązać 

się z tym receptorem, ale efekt tej interakcji nie jest do końca poznany (Cho i wsp. 2007; 

Younis i wsp. 2012; Qu i wsp. 2014; Huang i wsp. 2022). Udowodniono jednak, że białka 

pasożytnicze mogą łączyć się z komórkami żywiciela i wpływać na ich migrację. 

Wykazano, że MIF Brugia malayi (Bm-MIF) ma wpływ na aktywność chemotaktyczną 

i blokuje monocyty/makrofagi, hamując ich przypadkową migrację (Pastrana i wsp. 

1998). Podobne wyniki wskazujące na hamowanie migracji pod wpływem MIF 

otrzymano w przypadku jednojądrzastych komórek krwi obwodowej (peripheral blood 

mononuclear cell; PBMC) człowieka 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 badań wynika, że homologi MIF mogą promować różnicowanie makrofagów 

w kierunku M2, które są zaangażowane w przebieg odpowiedzi zależnej od limfocytów 

Th2 i charakterystyczne dla przewlekłych inwazji pasożytniczych (Prieto-Lafuente i wsp. 

2009). Ponadto, po stymulacji makrofagów ustalonej linii komórkowej THP-1 

zaobserwowano, że T.cp-MIF może indukować dynamiczną zmianę polaryzacji 

makrofagów z fenotypu M1 do M2, prawdopodobnie poprzez wiązanie się z TLR4 

i aktywację szlaku sygnałowego zależnego od kinazy fosfatydyloinozytolu 3 

(phosphoinositide 3-kinase; PI3K) i kinazy białkowej B (protein kinase B; Akt) (Cai 

i wsp. 2021). Zmiana fenotypu może być korzystna w kontekście przetrwania pasożyta 

w organizmie, ponieważ makrofagi M1 mają właściwości prozapalne (wydzielają 

cytokiny prozapalne oraz dużą ilość reaktywnych form tlenu i azotu) (Peng i wsp. 2023). 

Wykazano także w badaniach in vitro, że pasożytnicze homologi MIF mają działanie 

przeciwzapalne, wpływając na obniżenie poziomu wydzielania cytokin prozapalnych 

przez monocyty i makrofagi (Younis i wsp. 2012; Wang i wsp. 2017). Przeciwzapalne 

właściwości homologów MIF z nicieni były badane na modelach zwierzęcych 

w kontekście astmy oraz stanu zapalnego jelita grubego. Uzyskane wyniki sugerują, że 

białka te mogą mieć potencjał terapeutyczny w chorobach autoimmunologicznych, 

poprzez hamowanie istniejącego stanu zapalnego (Park i wsp. 2009; Cho, Lee, i Yu 2011; 

Ramani i wsp. 2020). Zagadnienie to jest szerzej opisane w pracy przeglądowej 

stanowiącej część omawianej dysertacji (Publikacja 1). 
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Z literatury przedmiotu wynika, że homologi MIF odgrywają istotną rolę 

w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej żywiciela, zarówno poprzez hamowanie 

procesów prozapalnych, jak i indukcję różnicowania w kierunku makrofagów typu M2, 

co może sprzyjać przetrwaniu pasożyta w organizmie żywiciela. Niezbędne są dalsze 

badania, aby dokładnie zrozumieć mechanizmy molekularne odpowiedzialne za te 

zjawiska. 

 

Tabela 1. Homologi czynnika hamującego migrację makrofagów nicieni pasożytniczych uzyskane  

w postaci białek rekombinowanych (opracowanie własne na podstawie dostępnej literatury). 

Gatunek nicienia 

Numer 

dostępu 

(GenBank) 

Akronim Bibliografia 

Ancylostoma 

ceylanicum 
EF410151.1 AceMIF (Cho i wsp. 2007) 

Anisakis simplex EF165010.1 As-MIF 
(Park i wsp. 2009; Cho, Lee, i Yu 2011; 

Park i wsp. 2017) 

Brugia malayi 

U88035.1 
Bm-MIF 

Bm-MIF-1 

(Pastrana i wsp. 1998; Falcone  

i wsp. 2001; Zang i wsp. 2002; Prieto-

Lafuente i wsp. 2009) 

AY004865.1 Bm-MIF-2 
(Zang i wsp. 2002; Prieto-Lafuente  

i wsp. 2009) 

Haemonchus contortus CB012470.1 HcMIF-1 (Wang i wsp. 2017) 

Onchocerca volvulus 

AF384027.1 OvMIF-1 
(Marson, Tarr, i Scott 2001; Ajonina-

Ekoti i wsp. 2013) 

AF384028.1 OvMIF-2 
(Marson, Tarr, i Scott 2001; Ajonina-

Ekoti i wsp. 2013) 

Ostertagia ostertagii BQ457911 Oos-MIF-1.1 (Qu i wsp. 2014) 

Strongyloides ratti FJ026392.1 Sra-MIF (Younis i wsp. 2012) 

Teladorsagia 

circumcincta 
FN599526.1 Tci-MIF-1 (Nisbet i wsp. 2010) 

Thelazia callipaeda brak danych T.cp-MIF (Cai i wsp. 2021) 

Trichinella spiralis 
AJ012740.1 

AY050661.1 
TsMIF (Tan i wsp. 2001; Huang i wsp. 2022) 

Wuchereria bancrofti 

AF040629.1 
Wb-MIF 

Wb-MIF-1 

(Pastrana i wsp. 1998; Sharma i wsp. 

2012) 

KJ939449.1 Wba-MIF-2 
(Chauhan, Sharma, i Hoti 2015; Chauhan 

i Hoti 2016) 
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1.5. Omówienie składu dysertacji 

 W skład dysertacji wchodzą dwa artykuły (Publikacja 1, Publikacja 2) oraz wyniki 

badań, które jeszcze nie zostały opublikowane. W pierwszej publikacji dokonano 

szczegółowego przeglądu literatury w celu poznania aktualnego stanu wiedzy na temat 

homologów MIF wydzielanych przez nicienie, ich struktury, aktywności enzymatycznej, 

wpływu na układ odpornościowy żywiciela oraz potencjalnego zastosowania w leczeniu 

chorób pasożytniczych, zapalnych i autoimmunologicznych. Druga publikacja omawia 

wyniki badań, w których skład wchodzi analiza sekwencji aminokwasów dwóch 

homologów MIF D. repens, ich otrzymanie i oczyszczenie w bakteryjnym systemie 

ekspresyjnym, zbadanie ich immunogenności oraz sprawdzenie czy są one rozpoznawane 

przez przeciwciała psów naturalnie zarażonych. Część nieopublikowana skupia się na 

poznaniu wpływu rekombinowanego białka Dre-MIF-1 (rDre-MIF-1) na aktywność 

makrofagów ustalonej linii komórkowej THP-1, w tym zbadaniu profilu wydzielanych 

przez nie cytokin i zmian w poziomie wybranych markerów pro- i przeciwzapalnych po 

stymulacji. Badania te dotyczą tylko rDre-MIF-1, ponieważ, pomimo wielu prób, nie 

udało się uzyskać oczyszczonego z endotoksyn białka rDre-MIF-2, co uniemożliwiło 

przeprowadzenie testów komórkowych z jego wykorzystaniem.  

 

2. Hipotezy badawcze, cele oraz zakres pracy doktorskiej 

 

 

Hipotezy badawcze: 

1. Homologi MIF D. repens wykazują właściwości immunomodulacyjne wpływając 

na aktywność makrofagów poprzez hamowanie ich prozapalnego działania, co 

sprzyja przeżyciu dorosłych pasożytów w tkance żywiciela; 

2. rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 są rozpoznawane przez surowice psów naturalnie 

zarażonych D. repens. 
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Cele: 

1. Molekularna charakterystyka homologów czynnika hamującego migrację 

makrofagów D. repens;  

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

dorosłym; 

3. Uzyskanie homologów MIF D. repens w bakteryjnym systemie ekspresji; 

4. Ocena immunogenności rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 u myszy oraz określenie 

reaktywności badanych białek z przeciwciałami surowicy psów naturalnie 

zarażonych D. repens; 

5. Określenie wpływu homologów MIF D. repens na aktywność makrofagów 

człowieka w modelu in vitro. 

 

Zakres pracy: 

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

2. Zbadanie poziomu ekspresji genów kodujących Dre-MIF-1 i Dre-MIF-2 

 w mikrofilariach i stadium dorosłym D. repens; 

3. Uzyskanie rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 w bakteryjnym systemie ekspresji oraz ich 

oczyszczanie metodą chromatografii powinowactwa; 

4. Porównanie immunogenności rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 po immunizacji myszy 

badanymi antygenami; 

5. Ocena reaktywności rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 z przeciwciałami surowicy psów 

naturalnie zarażonych z wykorzystaniem testu ELISA; 

6. Ocena wpływu rDre-MIF-1 na żywotności makrofagów ustalonej linii 

komórkowej THP-1 – model in vitro; 

7. Analiza fosforylacji wybranych kinaz w makrofagach zróżnicowanych 

z monocytów ustalonej linii komórkowej THP-1 po stymulacji rDre-MIF-1; 

8. Zbadanie profilu wydzielanych cytokin oraz poziomu ekspresji wybranych 

markerów komórkowych makrofagów ustalonej linii komórkowej THP-1 

stymulowanych rDre-MIF-1 przy braku LPS i po wstępnej stymulacji LPS. 
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3. Materiały i metody 

3.1. Materiały i metody opublikowane  

W pierwszym etapie pracy wykonano bioinformatyczną analizę sekwencji 

nukleotydów kodujących dwa nowe homologi MIF D. repens zdeponowanych 

w ogólnodostępnej bazie GenBank o numerach MT071087.1 i MT071088.1. Sekwencje 

te porównano z sekwencjami kodującymi MIF żywicieli D. repens, czyli człowieka oraz 

psa. Dzięki modelowaniu przestrzennemu wygenerowano także potencjalne struktury 

przestrzenne białek. Określono poziom ekspresji genów Dre-mif-1 i Dre-mif-2 w różnych 

stadiach rozwojowych pasożyta. W tym celu wyizolowano całkowity RNA z mikrofilarii 

i osobnika dorosłego oraz przepisano go w reakcji odwrotnej transkrypcji na cDNA, który 

następnie był matrycą w ilościowej reakcji łańcuchowej polimerazy (quantitative 

polymerase chain reaction; qPCR). 

Kolejnym etapem było uzyskanie białek rekombinowanych. W tym celu 

wykorzystano wektor ekspresyjny pET28a i dwa szczepy Escherichia coli (SoluBL21 

i BL21). Białka oczyszczano metodą chromatografii powinowactwa do jonów niklu.  

Oczyszczonymi białkami rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 immunizowano myszy 

BALB/c w celu otrzymania surowicy poliklonalnej. Na przeprowadzenie eksperymentu 

zgodę wyraziła II Lokalna Komisja Etyczna ds. Doświadczeń na Zwierzętach przy 

SGGW w Warszawie (nr WAW2/142/2021). Testem ELISA zbadano reaktywność 

przeciwciał (klasy IgG, IgM i IgE oraz podklas IgG1 i IgG2) w surowicy 

immunizowanych myszy przeciwko badanym białkom z uwzględnieniem możliwości 

występowania reakcji krzyżowych. Aby potwierdzić możliwość reakcji krzyżowej 

wykonano także badanie techniką Western blot. 

Białka rekombinowane przetestowano z surowicami psów niezarażonych oraz 

naturalnie zarażonych D. repens. Psy zarażone klasyfikowano na podstawie dodatniego 

wyniku zmodyfikowanego testu Knott’a podczas badań prowadzonych 

w Weterynaryjnym Laboratorium Diagnostycznym Chorób Zakaźnych i Inwazyjnych, 

Zakładu Parazytologii i Chorób Inwazyjnych, Instytutu Medycyny Weterynaryjnej, 

Szkoły Głównej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Przy wykorzystaniu testu 

ELISA zbadano obecność swoistych przeciwciał klasy IgG, IgM, IgE oraz podklas IgG1 

i IgG2 skierowanych przeciwko rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2. 

Szczegółowy opis materiałów oraz metod znajduje się w publikacji nr 2 w sekcji 

„Materials and methods”. 
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3.2. Materiały i metody nieopublikowane 

Opis materiałów i metod nieopublikowanych dotyczy realizacji 5. celu badawczego: 

Określenie wpływu homologów MIF D. repens na aktywność makrofagów człowieka 

w modelu in vitro. 

 

3.2.1. Hodowla monocytów ustalonej linii komórkowej THP-1 i różnicowanie ich do 

makrofagów 

Monocyty człowieka ustalonej linii komórkowej THP-1 (European Collection of 

Authenticated Cell Cultures, ECACC) przechowywano w krioprobówkach o objętości 

2 ml w ciekłym azocie aż do momentu doświadczenia zgodnie z zaleceniami producenta.  

Zawiesinę komórek rozmrażano w 37°C, a następnie przenoszono do 10 ml 

kompletnego podłoża hodowlanego składającego się z Roswell Park Memorial Institute 

(RMPI) 1640 z dodatkiem glutaminy (2 mM), 10% surowicy płodowej bydlęcej (fetal 

bovine serum ; FBS) i 1% mieszaniny antybiotyków (amfoterycyny B 0,25 µg/ml, 

penicyliny 100 U/ml i streptomycyny 100 µg/ml) (Biowest™). Komórki wirowano  

(5 min, 200 × g), usuwano supernatant i dodawano nową pożywkę, a następnie 

zawieszano w 5 ml świeżego podłoża, oceniano ich żywotność i zagęszczenie w komorze 

Neubauera, z użyciem testu wychwytu błękitu trypanu (Sigma-Aldrich). Monocyty 

zawieszano w podłożu (3 × 105 komórek/ml) i hodowano w butelce do hodowli 

o powierzchni 25 cm2 w inkubatorze w wilgotnej atmosferze z dodatkiem 5% CO2 

w temperaturze 37°C. Komórki pasażowano co 3 dni, utrzymując zagęszczenie komórek 

na poziomie 2-8 × 105 komórek/ml. Po zwiększeniu liczby komórek hodowlę prowadzono 

w większych butelkach o powierzchni 75 cm2. 

Namnożone monocyty różnicowano w makrofagi w zagęszczeniu zależnym  

od planowanego eksperymentu: 

- 7,5 × 105 komórek/ml zawieszono w podłożu wzbogaconym o forbol 12-mirystynian 

13-octanu (phorbol 12-myristate 13-acetate; PMA) o stężeniu końcowym 100 ng/ml 

i hodowano w płytce 6-dołkowej w objętości 4 ml/dołek, 

- 5 × 105 komórek/ml zawieszono w podłożu wzbogaconym o PMA (100 ng/ml) 

i hodowano w płytce 24-dołkowej w objętości 1 ml/dołek, 

- 2,5 × 105 komórek/ml zawieszono w podłożu wzbogaconym o PMA (100 ng/ml) 

i hodowano w płytce 96-dołkowej w objętości 200 µl/dołek, 

i hodowano przez 72 h. Po tym czasie pożywkę odciągano, a komórki płukano  

3-krotnie w buforowanej fosforanem soli fizjologicznej (phosphate buffered saline; 
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PBS). Po ostatnim płukaniu do komórek dodawano pełne podłoże hodowlane. Tak 

przygotowane komórki były gotowe do przeprowadzania poszczególnych 

eksperymentów.  

 

3.2.2. Przygotowanie białek do stymulacji komórek 

Białko rDre-MIF-1 uzyskiwano w szczepie ekspresyjnym E. coli SoluBL21,  

a rDre-MIF-2 w E. coli BL21. Oba uzyskane białka oczyszczano przy użyciu 

chromatografii powinowactwa do jonów niklu, jak opisano w publikacji wchodzącej 

w skład dysertacji. W celu zminimalizowania wytrącania się białka w obecności 

wysokiego stężenia imidazolu, 2 ml frakcji elucyjnej dializowano od razu po 

oczyszczaniu do PBS przy użyciu kolumn do wymiany buforu (Zeba™ Spin Desalting 

Columns, 7K MWCO, 2 ml, Thermo Scientific) zgodnie z instrukcją producenta. 

Czystość białka sprawdzano elektroforetycznie, dokonując rozdziału eluatu w żelu 

poliakrylamidowym o stężeniu 15%. 

Endotoksyny usuwano z roztworu białka rekombinowanego przy użyciu Triton        

X-114. Pod wpływem Triton X-114, LPS tworzy micele, które następnie agregują w fazę 

wzbogaconą o środek powierzchniowo czynny. Po rozdzieleniu faz, lipofilna frakcja 

bogata w LPS może być oddzielona od hydrofilnej fazy białkowej w trakcie wirowania. 

Roztwory białek (0,5 ml) mieszano z Triton X-114 (Sigma) w końcowym stężeniu 1% 

poprzez wytrząsanie w probówkach typu Eppendorf o pojemności 1,5 ml. Próbki 

umieszczano w łaźni lodowej (4ºC) na 5 minut w celu otrzymania jednorodnej zawiesiny. 

Po wytrząsaniu schłodzonych próbek, probówki ogrzewano do 37°C przez 5 minut, aby 

umożliwić wytworzenie się dwóch faz. Próbki wirowano przez 30 s (12000 × g) 

w mikrowirówce w temperaturze 37°C. Po odwirowaniu faza lipofilna była widoczna 

jako oleisty osad na dnie probówki. Górną fazę pobierano do dalszych analiz. Opisaną 

procedurę powtarzano 3-krotnie (Aida i Pabst 1990; Teodorowicz i wsp. 2017). 

W związku z tym, że Triton X-114 jest toksyczny dla komórek, przeprowadzano 

każdorazowo procedurę usuwanie jego śladowych ilości z roztworu białek. W tym celu 

inkubowano roztwory białek z niepolarnym absorbentem polistyrenowym Bio-Beads 

SM-2 (BioRad) składającym się z neutralnych, makroporowatych kulek polimerowych 

wykorzystywanych w chromatografii oddziaływań hydrofobowych. Kulki te służą do 

adsorpcji substancji niepolarnych lub środków powierzchniowo czynnych z roztworów 

wodnych. Roztwory białek z kulkami absorbującymi mieszano (w stosunku: 1 ml 

roztworu do 0,2 g kulek), kołysano na mieszadle hematologicznym w temperaturze 
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pokojowej przez 120 min zgodnie z zaleceniami producenta (Teodorowicz i wsp. 2017). 

Po tym czasie próbki wirowano (12000 × g) i pobierano roztwór oczyszczonego białka. 

Białko dializowano do PBS. 

Obecność białek w roztworze kontrolowano po każdym etapie przy użyciu techniki 

SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate – polyacrylamide gel electrophoresis). Ponieważ 

białko rDre-MIF-2 degradowało w trakcie procedury usuwania endotoksyn, nie mogło 

zostać wykorzystane do planowanych eksperymentów na komórkach. Skuteczność 

usuwania endotoksyn z rDre-MIF-1 sprawdzano za pomocą zestawu do mierzenia 

zawartości endotoksyn Pierce™ Chromogenic Endotoxin Quant Kit (Thermo Scientific). 

Stężenie białka do doświadczeń z wykorzystaniem hodowli komórkowych oceniano przy 

użyciu zestawu Pierce™ BCA Protein Assay Kit. Wyniki odczytywano za pomocą 

czytnika mikropłytek BioTek Synergy H1. 

 

3.2.3. Ocena wpływu rDre-MIF-1 na żywotność makrofagów ustalonej linii 

komórkowej THP-1  

W celu sprawdzenia, czy rekombinowane białko wpływa na żywotność makrofagów 

oraz wykluczenia jego cytotoksycznego działania, przeprowadzono test proliferacji 

i żywotności komórek z wykorzystaniem zestawu Cell Proliferation Kit II (XTT) (Roche) 

zgodnie z procedurą producenta.  

Makrofagi ustalonej linii komórkowej THP-1 hodowano w 96-dołkowych płytkach 

hodowlanych w zagęszczeniu 5 × 104 komórek w 200 µl podłoża. Do komórek dodawano 

rDre-MIF-1 i LPS w stężeniu 0,1 µg/ml. Kontrolę ujemną stanowiły komórki 

utrzymywane w podłożu hodowlanym. Zastosowano 4 czasy inkubacji: 24, 48, 72, 96 h. 

Wszystkie warianty doświadczenia wykonywano w sześciu powtórzeniach. Po upływie 

określonego 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 użyciu czytnika mikropłytek BioTek Synergy H1. 

 

3.2.4. Analiza fosforylacji kinaz w makrofagach ustalonej linii komórkowej THP-1 

stymulowanych białkiem rDre-MIF-1 

Makrofagi hodowano w 6-dołkowych płytkach hodowlanych w zagęszczeniu 3 × 106 

komórek w 4 ml podłoża hodowlanego. Do komórek dodawano rDre-MIF-1 (0,1 µg/ml) 

i prowadzono hodowlę w dwóch czasach: 30 min oraz 24 h. Kontrolą ujemną 
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w eksperymencie były makrofagi stymulowane buforem, w którym było zawieszone 

białko (PBS). Po inkubacji komórki 3-krotnie płukano buforem PBS, a następnie 

postępowano zgodnie z protokołem załączonym przez producenta zestawu Proteome 

Profiler Human Phospho-Kinase Array Kit (R&D Sytems) w celu sprawdzenia, czy 

białko wpływa na fosforylację wybranych kinaz.  

Wizualizacji wyników dokonywano z wykorzystaniem substratu 

chemiluminescencyjnego (West Pico Chemiluminescent substrate, Thermo Scientific) 

oraz światłoczułych klisz radiograficznych (Kodak). Intensywność sygnału analizowano 

przy użyciu programu komputerowego ImageJ. 

 

3.2.5. Ocena aktywności makrofagów ustalonej linii komórkowej THP-1 

stymulowanych białkiem rDre-MIF-1 przy braku i po wstępnej inkubacji z LPS 

wyrażona syntezą cytokin i ekspresją określonych genów markerów komórkowych  

3.2.5.1. Stymulacja komórek 

Makrofagi ustalonej linii komórkowej THP-1 hodowano w 24-dołkowych 

płytkach hodowlanych w zagęszczeniu 5 × 105 komórek/ml. Doświadczenie podzielono 

na dwa eksperymenty (Ryc. 3). W pierwszym wariancie doświadczenia do hodowli 

makrofagów dodawano rDre-MIF-1 zawieszone w 10 µl PBS w 3 stężeniach: 0,001; 0,01 

i 0,1 µg/ml. Kontrolę stanowiła hodowla z dodatkiem takiej samej objętości buforu PBS. 

W drugim doświadczeniu, do hodowli komórek dodawano LPS (0,1 µg/ml), a następnie 

po 2 h dodawano  białko w stężeniach podanych powyżej. Kontrolę stanowiła hodowla 

makrofagów stymulowanych 0,1 µg/ml LPS. Stymulację prowadzono przez 24 h 

w inkubatorze (37ºC, z dodatkiem 5% CO2). 

Po upływie 24 h odciągano pożywki hodowlane i przechowywano je 

w probówkach w temperaturze -20°C w celu oznaczenia stężenia cytokin. Komórki 

w dołkach zawieszano w 200 µl Fenozolu (A&A Biotechnology), odciągano do 

probówek, a następnie mrożono w -20°C w celu zabezpieczenia materiału do izolacji 

RNA. Wszystkie warianty doświadczenia wykonywano w czterech technicznych 

powtórzeniach. Eksperymenty powtórzono trzykrotnie. 
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Ryc. 3. Ocena aktywności makrofagów ustalonej linii komórkowej THP-1 stymulowanych białkiem  

rDre-MIF-1 wyrażona syntezą cytokin i ekspresją określonych genów markerów komórkowych – 

schemat metodyki. Opracowanie własne przy pomocy programu BioRender.com. 

 

3.2.5.2. Oznaczenie stężenia cytokin po stymulacji makrofagów ustalonej linii 

komórkowej THP-1 w podłożu hodowlanym 

W podłożach hodowlanych badano stężenie cytokin: TNF-α, IL-1β, 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 pomocą czytnika mikropłytek BioTek 

Synergy H1.  

 

 3.2.5.3. Ocena ekspresji wybranych genów po stymulacji makrofagów ustalonej 

linii komórkowej THP-1 białkiem rDre-MIF-1 

3.2.5.3.1. Izolacja RNA, trawienie genomowego DNA i uzyskanie cDNA 

Z komórek zawieszonych w fenozolu wyizolowano całkowity RNA przy użyciu 

zestawu do izolacji (A&A Biotechnology). Ponieważ po izolacji RNA w próbkach mogą 

znajdować się niewielkie ilości DNA genomowego, który mógłby zaburzać wyniki 

reakcji qPCR, przeprowadzono trawienie genomowego DNA z użyciem DNazy I zgodnie 
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z protokołem producenta (Thermo Scientific).  Roztwory RNA (wolne od zanieczyszczeń 

DNA) użyto do syntezy cDNA z wykorzystaniem zestawu RevertAid RT Reverse 

Transcription Kit (Thermo Scientific). 

 

 3.2.5.3.2. Ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy (qPCR) 

Reakcje qPCR przeprowadzano w objętości 12 µl w 96-dołkowej płytce PCR. 

Skład mieszaniny reakcyjnej przedstawiał się następująco: 2 µl 40 × rozcieńczonego 

cDNA, 1 × Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific), ROX (10 nM), 

0,3 µM mieszaniny starterów (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 zostały zaprojektowane 

w oparciu o sekwencje dostępne w GenBank. W kontroli ujemnej zamiast matrycy użyto 

2 µl buforu, w którym zawieszony był cDNA badanych prób. Oceny ekspresji genu 

dokonano wykorzystując do obliczeń metodę ΔΔCt (Livak i Schmittgen 2001). Jako gen 

referencyjny zastosowano gen kodujący aktynę β (Tabela 2). Warunki reakcji 

przedstawiono w Tabeli 3. 

 

Tabela 2. Wykaz zaprojektowanych starterów użytych w reakcji qPCR 

Marker Sekwencje starterów 

CD206 
F: 5’ GAC ACA AGG AAG ATG GAC CC 3’ 

R: 5’ CAG CAC CCG TTA AAA TCA GGA 3’ 

CD163 
F: 5’ CAC AAA AAG CCA CAA CAG GTC 3’ 

R: 5’ TCC TCT TGA GGA AAC TGC AAG 3’ 

CD80 
F: 5’ CCT CTC CTG GTT GGA AAA TGG 3’ 

R: 5’  CAT GAA GCT GTG GTT GGT TGT C 3’ 

CD86 
F: 5’ GTA ATA AGG GGG CTC CAG G  3’ 

R: 5’ GTC TCC TCT TGG CAT ACG G 3’ 

CHI3L1 
F: 5’ TCT GTC GGA GGA TGG AAC TT 3’ 

R: 5’ GGC GGT ACT GAC TTG ATG AA 3’ 

CHI3L2 
F: 5’ TCT TGA CTG CGG GCG TAT CT 3’ 

R: 5’ CTT GCT CAG AGG GCT GTT G 3’ 

INOS 
F: 5’ ACA GGA GGG GTT AAA GCT GC 3’ 

R: 5’ AGA GGA GGC TCC GAT CAA TC 3’ 

Aktyna β 
F: 5’ GAG CAT CCC CCA AAG TTC AC 3’ 

R: 5’ ACT TCC TGT AAC AAC GCA TCT C 3’ 

F – forward, R – reverse 
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Tabela 3. Warunki reakcji qPCR 

 

 

3.2.6. Opracowanie statystyczne i graficzne wyników 

Wszystkie opracowania statystyczne i graficzne wyników zostały wykonane za 

pomocą programu GraphPad Prism 9. Do analizy statystycznej zastosowano 

jednoczynnikową analizę wariancji (one-way ANOVA) z testem post-hoc (test Tukey’a 

lub test Dunnett’a). 

  

Etap Temperatura 

[ºC] 

Czas 

Aktywacja 

glikozylazy-DNA 

usuwającej uracyl 

50 2 min 

Denaturacja wstępna 95 10 min 

Denaturacja 95 15 s 

Przyłączanie i wydłużanie 

starterów 

60 60 s 

Krzywa topnienia Zgodnie z protokołem producenta 

(Stratagene Mx3005P Quantative 

PCR Instrument) 

40 cykli 
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4. Wyniki 

4.1. Wyniki opublikowane  

Analiza porównawcza sekwencji aminokwasów (Publikacja 2; Fig. 3) wykazała, że 

Dre-MIF-1 ma wyższy stopień identyczności (40%) z MIF żywiciela (zarówno 

człowieka, jak i psa) niż Dre-MIF-2 (27%). Pomimo że sekwencje aminokwasów  

Dre-MIF-1 i Dre-MIF-2 wykazują niski stopień identyczności 27,8% (Publikacja 2; 

Tabela 2), ich potencjalne struktury trzeciorzędowe wykazują wysoki poziom 

podobieństwa (Publikacja 2; Fig. 4). Zaobserwowano znacznie wyższy poziom ekspresji 

genów Dre-mif-1 i Dre-mif-2 w stadium dorosłym, w porównaniu do mikrofilarii 

(Publikacja 2; Fig 2). 

Oba białka otrzymano w bakteryjnym systemie ekspresji, przy czym zaobserwowano, 

że rDre-MIF-1 powstaje w większej ilości i jest skuteczniej oczyszczany w szczepie 

E. coli SoluBL21, a rDre-MIF-2 w BL21 (Publikacja 2; Fig. 1). 

Wykazano, że białko rDre-MIF-1 jest bardziej immunogenne niż rDre-MIF-2 

(Publikacja 2; Fig. 5). Surowica myszy immunizowanej rDre-MIF-1 reaguje jednak mniej 

specyficznie, tworzy reakcje krzyżowe z antygenem rDre-MIF-2, na co wskazują 

zarówno wyniki testu ELISA (Publikacja 2; Fig. 5), jak i Western blot (Publikacja 2; Fig. 

6). Jedynie w przypadku podklasy IgG2 nie obserwuje się reakcji krzyżowych. 

U zarażonych psów stwierdzono podwyższony poziom przeciwciał podklasy IgG1 

rozpoznających zarówno rDre-MIF-1, jak i rDre-MIF-2 (Fig. 7 Publikacja 2). Nie 

zaobserwowano istotnych różnic w przypadku całkowitych przeciwciał IgG, IgG2, IgE 

i IgM u psów zarażonych i niezarażonych D. repens. 

 

4.2. Wyniki nieopublikowane 

4.2.1. Przygotowanie białek do stymulacji komórek 

Pełną procedurę oczyszczania białka z endotoksyn udało się przeprowadzić tylko 

w przypadku rDre-MIF-1. Zauważono nieznaczną stratę białka w kolejnych etapach 

oczyszczania (Ryc. 4), ale potwierdzono przy użyciu zestawu Pierce™ Chromogenic 

Endotoxin Quant Kit, że uzyskane białko jest wolne od endotoksyn. Białko rDre-MIF-2 

ulegało degradacji na etapie procedury oczyszczania endotoksyn przy użyciu  

Triton X-114. Przeprowadzenie dalszych analiz z wykorzystaniem tego białka było 

niemożliwe.  
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Ryc. 4. Analiza SDS-PAGE obecności białka rDre-MIF-1 po każdym etapie przygotowania roztworu do 

stymulacji komórek. Ścieżka 1 - białko (10 µl) po dializie frakcji elucyjnej do PBS; ścieżka 2 - białko 

(10 µl) po oczyszczaniu z endotoksyn przy użyciu Tritonu X-114; ścieżka 3 - białko (10 µl) po 

usuwaniu z roztworu Tritonu X-114 przy użyciu Bio-Beads SM-2 Absorbent; ścieżka 4 - białko  

(10 µl) oczyszczone z endotoksyn po dializie do PBS; M - wzorzec mas cząsteczkowych (Perfect 

Tricolor Protein Ladder, EurX). 

 

4.2.2. Ocena wpływu rDre-MIF-1 na żywotność makrofagów ustalonej linii 

komórkowej THP-1 

Nie stwierdzono statystycznie istotnych różnic w poziomie proliferacji 

i żywotności komórek pomiędzy makrofagami z grupy kontrolnej, a stymulowanymi 

białkiem rDre-MIF-1 po 24 h. Zaobserwowano niższą żywotność komórek 

stymulowanych LPS oraz LPS i białkiem (Ryc. 5). Trend ten utrzymał się do 96 godziny 

hodowli. 

 

Ryc. 5. Analiza żywotności makrofagów ustalonej linii komórkowej THP-1 po stymulacji za pomocą 

białka. rDre-MIF-1, LPS oraz rDre-MIF-1 w obecności LPS. Stężenie rDre-MIF-1 i LPS 0,1 µg/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 komórkowej THP-1 

po stymulacji białkiem rDre-MIF-1 

Wykorzystanie testu Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array Kit 

umożliwiło jednoczesną analizę fosforylacji 37 kinaz komórkowych oraz 2 powiązanych 

białek. Spośród nich do dalszych analiz wybrano te cząsteczki sygnałowe, które według 

literatury naukowej są zaangażowane w przebieg sygnału wewnątrzkomórkowego po 

przyłączeniu się MIF do receptora CD74, w tym kinazy tyrozynowe (tyrosine-protein 

kinase) z rodziny Src, ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase), Akt oraz białko 

p53 (Calandra i Roger 2003; Xu i wsp. 2013) i te, których fosforylacja zmieniała się po 

stymulacji komórek homologami MIF innych pasożytów. Stymulacja makrofagów 

ustalonej linii komórkowej THP-1 białkiem rDre-MIF-1 po 30 min i 24 h nie powoduje 

zmian w fosforylacji kinaz Akt1/2/3 oraz ERK1/2, wpływa jednak na wzrost poziomu 

fosforylacji białka p53 (Ryc. 6). Po 30 min zauważalny jest także niższy poziom 

fosforylacji kinaz tyrozynowych z rodziny Src (Src, Lyn, Lck, Fgr, Yes) (Ryc. 8). Spośród 

innych cząsteczek, największe zmiany fosforylacji otrzymano w przypadku 

przekaźników sygnału i aktywatorów transkrypcji (signal transducer and activator of 

transcription; STAT). Po 30 min i 24 h poziom fosforylacji STAT1 wzrósł, a po 24 h 

zaobserwowano podwyższony poziom fosforylacji STAT3 oraz STAT6 (Ryc. 7). 

 

Ryc. 6. Analiza fosforylacji kinaz Akt 1/2/3, ERK1/2 i białka p53 w makrofagach ustalonej linii 

komórkowej THP-1 po stymulacji rDre-MIF-1. 
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Ryc. 7. Analiza fosforylacji STAT1, STAT3 i STAT6 w makrofagach ustalonej linii komórkowej THP-1 

po stymulacji rDre-MIF-1. 

 

 

Ryc. 8. Analiza fosforylacji kinaz rodziny Src w makrofagach ustalonej linii komórkowej THP-1 po 

stymulacji rDre-MIF-1. 
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4.2.4. Ocena aktywności makrofagów ustalonej linii komórkowej THP-1 

stymulowanych białkiem rDre-MIF-1 przy braku i po wstępnej inkubacji z LPS 

wyrażona syntezą cytokin i ekspresją określonych genów markerów komórkowych  

 4.2.4.1. Oznaczenie stężenia cytokin po stymulacji makrofagów ustalonej linii 

komórkowej THP-1 w podłożu hodowlanym 

Analizę profilu cytokin przeprowadzono w podłożu hodowlanym pobranym po 

24 h stymulacji makrofagów ustalonej linii komórkowej THP-1 za pomocą rDre-MIF-1 

przy braku obecności LPS i po wstępnej stymulacji z LPS. W podłożu hodowlanym po 

stymulacji komórek rDre-MIF-1 wzrósł poziom IL-10 oraz TNF-α. Nie zaobserwowano 

różnicy w wydzielaniu IL-1β (Ryc. 9). Zarówno w podłożu po hodowli komórek 

z kontroli, jak i stymulowanych rDre-MIF-1 nie odnotowano wydzielania IL-6. Komórki 

zareagowały na stymulację LPS, co jest widoczne na Rycinie 10. 

 

 

Ryc. 9. Wydzielanie cytokin w modelu in vitro przez makrofagi ustalonej linii komórkowej THP-1 

stymulowane białkiem rDre-MIF-1 przez 24 h. Stężenie białka: 0,001 µg/ml, 0,01 µg/ml, 0,1 

µg/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 niezależnych eksperymentów. 

 

Po stymulacji rDre-MIF-1 komórek wstępnie pobudzonych LPS, zaobserwowano 

wzrost wydzielania IL-10 przy każdym stężeniu białka. Poziom TNF-α, IL-1β oraz IL-6 

spadł w porównaniu do kontroli, ale efekt był zauważalny dopiero przy stężeniu  

0,01 µg/ml i wyższym (Ryc. 10).  
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Ryc. 10. Wydzielanie cytokin w modelu in vitro przez makrofagi wstępnie stymulowane LPS przez 2 h, 

a następnie białkiem rDre-MIF-1 (24h). Stężenie białka: 0,001 µg/ml, 0,01 µg/ml, 0,1 µg/ml. 

Stężenie LPS: 0,1 µg/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 niezależnych eksperymentów. 

 

4.2.4.2. Ocena ekspresji wybranych genów po stymulacji makrofagów ustalonej linii 

komórkowej THP-1 białkiem rDre-MIF-1 

Po stymulacji komórek rDre-MIF-1 zaobserwowano w makrofagach wzrost 

ekspresji CD206, CD163 oraz INOS w porównaniu do kontroli z PBS. W drugim 

wariancie doświadczenia, komórki zareagowały na LPS, co widoczne jest we wzroście 

ekspresji genów wszystkich markerów poza CD206 i CD86. Największy, ponad  

35-krotny wzrost, zaobserwowano w przypadku genu kodującego białko CD80. 

Natomiast, dodanie do hodowli białka rDre-MIF-1 po 2 godzinach inkubacji z LPS, 

spowodowało wyraźny spadek ekspresji CD163, CHI3L1, CHI3L2, CD86 oraz INOS 

w stosunku do komórek stymulowanych wyłącznie za pomocą LPS (Ryc. 11). 
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Ryc. 11. Analiza ekspresji wybranych genów w makrofagach ustalonej linii komórkowej THP-1 

stymulowanych białkiem rDre-MIF-1 przy braku i po wstępnej inkubacji z LPS. Stężenie białka: 

0,001 µg/ml, 0,01 µg/ml, 0,1 µg/ml; stężenie LPS (0,1 µg/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 niezależnych eksperymentów. 
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5. Dyskusja 

 Celem niniejszej pracy było określenie roli homologów MIF D. repens w układzie 

pasożyt-żywiciel. Homologi tej konserwatywnej ewolucyjnie cząsteczki wykryto u wielu 

gatunków pasożytów, głównie u pierwotniaków i nicieni, a ich funkcje wciąż nie są do 

końca poznane. U większości z nich zidentyfikowano dwa różne homologi (MIF-1  

i MIF-2) na podstawie ich podobieństwa do analogicznych białek 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, że Dre-MIF-1 wykazuje 

wyższy poziom podobieństwa sekwencji aminokwasów do MIF człowieka i psa, 

w porównaniu z Dre-MIF-2, jednak analiza ich potencjalnych struktur przestrzennych 

wskazała na wysoki stopień podobieństwa, co może świadczyć o ich podobnym wpływie 

na układ immunologiczny żywiciela. Mniejsze podobieństwo sekwencji aminokwasów 

MIF-2 nicieni do MIF człowieka może wskazywać na to, że są one bliżej spokrewnione 

ewolucyjnie z tautomerazą D-dopachromu (Sato i wsp. 2003; Miska i wsp. 2007). 

W badaniach własnych, zgodnie z hipotezą badawczą, potwierdzono ekspresję 

mRNA kodujących Dre-mif-1 oraz Dre-mif-2 zarówno w mikrofilariach, jak i osobniku 

dorosłym, przy czym jest ona znacznie wyższa w dorosłych nicieniach niż 

w mikrofilariach. Podobny wynik otrzymano w przypadku MIF B. malayi, ale różnica 

w poziomie ekspresji nie była tak wyraźna (Pastrana i wsp. 1998). Przy użyciu technik 

immunohistochemicznych potwierdzono także obecność OvMIF-1 w dorosłym nicieniu 

O. volvulus (Ajonina-Ekoti i wsp. 2013). Wysoka ekspresja MIF w dorosłych filariach 

sugeruje, że białka te podczas inwazji odgrywają głównie rolę na etapie, gdy dorosłe 

nicienie umiejscowione są lub wędrują w tkance podskórnej żywiciela. Udział 

pasożytniczych homologów MIF w modulowaniu odpowiedzi układu immunologicznego 

żywiciela zdaje się potwierdzać także fakt, że u nicieni, których część cyklu życiowego 

odbywa się w środowisku zewnętrznym, poziom tych białek jest wysoki tylko w stadium 

inwazyjnym oraz dorosłym. Jest to szczególnie zauważalne u nicieni, u których do 

inwazji dochodzi przez skórę. Zaobserwowano, że MIF A. ceylanicum był obecny 

w larwach L3 (stadium inwazyjne) oraz dorosłych osobnikach bytujących w jelicie 

cienkim. Nie wykryto go jednak w jajach ani larwach L1, które występują w glebie (Cho 

i wsp. 2007). W przypadku nicienia, u którego występuje przemiana pokoleń, S. ratti, 
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najwyższy poziom białka SraMIF zaobserwowano w larwach inwazyjnych, które 

penetrują tkanki żywiciela (Younis i wsp. 2012). 

Rekombinowane Dre-MIF-1 i Dre-MIF-2 uzyskano w dwóch szczepach 

ekspresyjnych E. coli: BL21 i SoluBL21, przy czym zaobserwowano, że oczyszczanie 

rDre-MIF-1 jest bardziej wydajne po ekspresji w SoluBL21, a rDre-MIF-2 w BL21. 

Otrzymano białka o wielkości około 17 kDa. Procedurę uzyskiwania i oczyszczania 

białek dopracowano tak, aby proces był powtarzalny. Podjęto także próby syntezy białek 

w eukariotycznym systemie ekspresji z wykorzystaniem trzech szczepów drożdży Pichia 

pastoris (X-33, GS115, KM71H), ale pomimo potwierdzenia skuteczności transformacji 

cDNA kodującymi badane białka, komórki drożdży nie wytwarzały ani rDre-MIF-1, ani 

rDre-MIF-2. Z tego powodu w niniejszej pracy nie zamieszczono opisu tej części badań. 

Należy jednak podkreślić fakt, że wszystkie homologi MIF nicieni opisane dotychczas 

w literaturze zostały uzyskane z wykorzystaniem systemu prokariotycznego (E. coli). 

Natomiast, brak jest doniesień dotyczących uzyskania tych białek z zastosowaniem 

drożdży lub innego systemu eukariotycznego.  

rDre-MIF-1 i rDre-MIF-2 zostały wykorzystane do immunizacji myszy w celu 

otrzymania surowicy poliklonalnej. Surowice te użyto do oceny immunogenności 

badanych białek. Wykazano, że rDre-MIF-1 jest bardziej immunogenny niż  

rDre-MIF-2. Przeciwciała IgG anty-rDre-MIF-1 rozpoznawały jednak oba białka oraz 

zaobserwowano silną reakcję krzyżową, podczas gdy, przeciwciała IgG  

anty-rDre-MIF-2 reagowały bardziej swoiście, co uwidacznia analiza Western blot. 

Takich reakcji krzyżowych nie zaobserwowano w badaniach dotyczących MIF 

O. volvulus i S. ratti (Younis i wsp. 2012; Ajonina-Ekoti i wsp. 2013). Podobnie jednak 

potwierdzono, że OvMIF-1 był znacznie bardziej immunogenny niż OvMIF-2 (Ajonina-

Ekoti i wsp. 2013).  

 Przeprowadzono ocenę obecności przeciwciał IgG, IgG1, IgG2, IgM oraz IgE 

specyficznych dla cząsteczek MIF D. repens w surowicy psów naturalnie zarażonych. 

Istotną różnicę między zarażonymi i niezarażonymi psami zaobserwowano jedynie 

w przypadku przeciwciał IgG1 specyficznych dla obu białek. Wyniki te są zgodne 

z ustaleniami innych autorów, którzy zauważyli, że w surowicy psów naturalnie 

zarażonych D. immitis występowały zarówno przeciwciała IgG1, jak i IgG2 specyficzne 

dla białek pasożyta, jednak IgG1 były dominującą podklasą (Deplazes i wsp. 1995).  

W innych badaniach zauważono różnicę w poziomie przeciwciał podklas 

IgG1  i IgG2 skierowanych przeciwko antygenom somatycznym D. repens u psów, 
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u których we krwi obecne były mikrofilarie i u tych, u których inwazja była utajona 

(znajdowano jedynie dorosłe nicienie w tkankach). U psów z potwierdzoną 

mikrofilaremią poziom IgG1 był wyższy w stosunku do IgG2, co jest charakterystyczne 

dla odpowiedzi zależnej od limfocytów Th2 (Wysmołek i wsp. 2022). W badaniach 

własnych psy dodatnie klasyfikowano na podstawie dodatniego wyniku testu Knott’a, 

czyli w ich krwi obecne były mikrofilarie. Podwyższony poziom IgG1 skierowanych 

przeciwko rDre-MIF-1  i rDre-MIF-2 u psów zarażonych może świadczyć o istotnym 

udziale tej podklasy przeciwciał w przebiegu dirofilariozy u żywicieli, w których 

krwiobiegu krążą mikrofilarie. Wyższy poziom tych przeciwciał u psów dodatnich może 

być także związany z tym, że rozpuszczalne antygeny białkowe i białka błonowe indukują 

głównie IgG1, podczas gdy przeciwciała podklasy IgG2 obserwowane są głównie 

w reakcji na polisacharydy bakteryjne (Jefferis i Kumararatne 1990; Vidarsson, Dekkers, 

i Rispens 2014; Andualem i wsp. 2020). 

 Wciąż trwają badania mające na celu opracowanie testu serologicznego, który 

miałby zastosowanie w okresie prepatentnym inwazji lub w przypadku inwazji 

jednopłciowych, ponieważ obecne metody opierają się głównie na wykrywaniu 

mikrofilarii lub ich materiału genetycznego we krwi. Badane antygeny, rDre-MIF-1  

i rDre-MIF-2, okazały się zbyt mało specyficzne, aby mogły zostać użyte w opracowaniu 

nowego narzędzia diagnostycznego. Uzyskane dane pokazują jednak, że różne podklasy 

IgG wykazują odmienne powinowactwo i specyficzność wobec analizowanych 

antygenów. Należy zatem wziąć to pod uwagę przy opracowywaniu testów 

diagnostycznych, które zwykle opierają się jedynie na wykrywaniu całkowitych IgG. 

Kolejnym celem niniejszej pracy było określenie wpływu dwóch homologów MIF 

D. repens na aktywność makrofagów człowieka w modelu in vitro. Przygotowanie 

rekombinowanych białek pozyskanych w bakteryjnym systemie ekspresji do tego typu 

badań wymaga procesu ich oczyszczania z endotoksyn. Procedura usuwania endotoksyn 

z roztworu białka okazała się skuteczna jedynie w przypadku rDre-MIF-1. Białko 

rDre-MIF-2 ulegało degradacji na tym etapie badań, więc jego wykorzystanie do 

stymulacji makrofagów nie było możliwe. Założony cel zrealizowano więc 

z wykorzystaniem białka rDre-MIF-1. 

 Badania dotyczące pasożytniczych homologów MIF wskazują na to, że białka te 

wpływają na aktywność monocytów i makrofagów, czyli komórek efektorowych 

odporności nieswoistej, niezbędnych do rozpoznawania i eliminowania patogenów, 

hamując np. ich losową migrację oraz zmieniając poziom wydzielanych przez nie cytokin 
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i tlenku azotu. Wciąż jednak nie do końca wiadomo, czy są antagonistami MIF żywiciela, 

jaki jest dokładny mechanizm ich działania oraz czy spełniają podobną rolę w przebiegu 

inwazji różnych gatunków pasożytów. Zewnątrzkomórkowy MIF ssaków łączy się 

z receptorem CD74 i aktywuje kinazy z rodziny Src oraz ERK/MAPK, a następnie 

PI3K/Akt, cykliny D1, czynniki transkrypcyjne ETS (E-twenty-six transcription factor 

family) i AP-1 (activator protein 1), co wpływa na cykl komórkowy, migrację, 

proliferację komórek oraz działanie prozapalne (m.in. wydzielanie TNF-α, IL-1β 

i PGE2). Interakcja MIF z receptorem CD74 może także zahamować, zależną od białka 

p53, apoptozę co przedłuża życie komórek uczestniczących w stanie zapalnym (Calandra 

i Roger 2003; Xu i wsp. 2013; Xia i wsp. 2023). Homologi MIF nicieni mogą łączyć się  

z receptorem CD74, co zostało udowodnione w przypadku podobnych białek np. 

z A. ceylanicum (Cho i wsp. 2007), S. ratti (Younis i wsp. 2012), T. spiralis (Huang i wsp. 

2022), co mogłoby sugerować, że działają podobnie, jak MIF żywiciela. Po stymulacji 

makrofagów 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 wzroście fosforylacji białka p53, co sugeruje, że ma on odmienny 

mechanizm działania niż MIF ssaków.  

W przypadku stymulacji makrofagów ustalonej linii komórkowej THP-1 

rekombinowanym białkiem T.cp-MIF stwierdzono fosforylację kinaz PI3K i Akt, ale 

dopiero po 48 i 72 h hodowli (Cai i wsp. 2021). Po stymulacji makrofagów myszy TsMIF 

stwierdzono fosforylację ERK1/2, ale była ona znacznie mniej intensywna niż po 

stymulacji MIF człowieka (Huang i wsp. 2022). W badaniach własnych nie 

zaobserwowano różnicy w poziomie żywotności makrofagów pod wpływem  

rDre-MIF-1. Białko to nie wpływało także na zahamowanie działania wywołanego przez 

LPS, który powodował niewielkie obniżenie żywotności badanych komórek. 

W badaniach dotyczących homologów MIF A. simplex (Park i wsp. 2017) oraz 

T. spiralis (Huang i wsp. 2022) potwierdzono, że białka te mogą wchodzić w interakcję 

z białkiem wiążącym aktywującym Jun 1 (Jun-activating binding protein 1; JAB-1). MIF 

ssaków po endocytozie łączy się z JAB-1, co skutkuje zahamowaniem aktywacji 

czynnika transkrypcyjnego JUN (transcription factor Jun; JUN) i degradacji białka KIP1 

(cyclin-dependent kinase inhibitor 1B), co prowadzi do zatrzymania cyklu komórkowego 

i apoptozy (Kleemann i wsp. 2000; Calandra i Roger 2003). Nie można więc wykluczać, 

że rDre-MIF-1 wnika do komórek i łączy się z JAB-1 przez co zniesione zostaje 

zahamowanie apoptozy zależne od białka p53, co widoczne jest w podwyższonym 
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poziomie fosforylacji tego białka (badania własne). Aby to potwierdzić potrzebne są 

jednak dalsze badania ukierunkowane na poszczególne ścieżki sygnałowe (np. 

z wykorzystaniem analizy Western blot) oraz badania, które pozwoliłyby potwierdzić, że 

rDre-MIF-1 wnika do makrofagów i łączy się z białkiem JAB-1. 

Liczne badania dotyczące antygenów pasożytów sugerują, że mogą one wpływać 

na polaryzację makrofagów w kierunku M2, które mają zdolność naprawy i przebudowy 

tkanek oraz ograniczania nadmiernego stanu zapalnego poprzez wydzielanie cytokin 

immunomodulujących (Prieto-Lafuente i wsp. 2009; Zhu i wsp. 2014; Coakley i Harris 

2020; Cai i wsp. 2021). Co więcej, niektóre badania pokazują, że mogą one stymulować 

przejście zróżnicowanych prozapalnie makrofagów M1 do M2 (Zhu i wsp. 2014; He 

i wsp. 2017). Wydaje się więc, że homologi MIF nicieni polaryzują makrofagi w kierunku 

M2 i mają przeciwzapalne działanie (Pastrana i wsp. 1998; Prieto-Lafuente i wsp. 2009; 

Ramani i wsp. 2020; Cai i wsp. 2021; Yin i wsp. 2023). W celu sprawdzenia wpływu 

rDre-MIF-1 na kierunek polaryzacji makrofagów zbadano ekspresję genów kodujących 

białka specyficzne dla makrofagów M1 (INOS, CD80, CD86) oraz M2 (CD206, CD163) 

(Stöger i wsp. 2012; Wei i wsp. 2023; Peng i wsp. 2023). Analizie poddano również geny 

kodujące białka podobne do chitynazy: CHI3L1 i CHI3L2, których podwyższony poziom 

jest obserwowany w przewlekłych chorobach zapalnych i autoimmunologicznych (Park, 

Drazen, i Tschumperlin 2010; Di Rosa i wsp. 2013; Tizaoui i wsp. 2022; Yu i wsp. 2024). 

Ponadto, określono stężenie cytokin prozapalnych (TNF-α, IL-1β i IL-6) oraz 

przeciwzapalnej (IL-10). Po stymulacji makrofagów rDre-MIF-1 zaobserwowano wzrost 

wydzielania IL-10 i TNF-α. Odnotowano wzrost poziomu ekspresji genów M2: CD206, 

CD163 oraz M1: INOS, a także podniesiony poziom fosforylacji zarówno STAT1 

(obserwowany w makrofagach M1) i STAT3 (obserwowany w makrofagach M2) (Peng 

i wsp. 2023). Podwyższony poziom ekspresji INOS w swoich badaniach potwierdził także 

po 24 h zespół badający wpływ T.cp-MIF na makrofagi ustalonej linii komórkowej THP-

1. Po wydłużeniu czasu hodowli do 48 i 72 h zaobserwowali oni jednak wzrost poziomu 

ekspresji markerów M2 (Cai i wsp. 2021). Obserwując zarówno wzrost ekspresji 

markerów M1, jak i M2 trudno określić więc fenotyp badanych komórek po stymulacji 

rDre-MIF-1. Makrofagi są na tyle plastyczne, że mogą znajdować się w stanie 

przejściowym, tworzyć stadia hybrydowe lub zmieniać fenotyp pod wpływem różnych 

czynników (Locati, Curtale, i Mantovani 2020; Avila-Ponce de León i wsp. 2021).  

W kolejnym etapie doświadczenia, makrofagi ustalonej linii komórkowej THP-1 

inkubowano z LPS. Zaobserwowano ich prozapalną aktywację wyrażoną poprzez 
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wielokrotny wzrost ekspresji genów wszystkich badanych markerów, oprócz CD206 

i CD86, oraz zwiększenie wydzielania IL-6, IL-1β, TNF-α. Tak aktywowane makrofagi 

stymulowano rDre-MIF-1, co spowodowało zahamowanie ekspresji genów CD163, 

CHI3L1, CHI3L2, CD86, INOS oraz istotny spadek poziomu cytokin prozapalnych. 

Wyniki te pokazują, że rDre-MIF-1 ma immunomodulacyjne właściwości, a dokładniej, 

znosi działanie prozapalne wywołane przez LPS. Podobne wyniki uzyskano w badaniach 

dotyczących MIF H. contortus w doświadczeniu z wykorzystaniem monocytów kozy 

(Wang i wsp. 2017). Takie działanie wydaje się być korzystne dla przeżycia pasożyta 

w tkankach. Przeciwzapalne właściwości białek nicieni pasożytniczych mogą zostać 

wykorzystane w terapiach chorób autoimmunologicznych i alergicznych. Park i wsp. 

(2009) przeprowadzili badanie, w którym wykazali, że rekombinowany homolog MIF 

A. simplex (rAs-MIF) redukuje stan zapalny w drogach oddechowych u myszy wywołany 

owalbuminą. Rekombinowany As-MIF hamował także zapalenie jelit i wydzielanie 

cytokin prozapalnych, takich jak IL-1β, IL-6, TNF-α i IFN-γ (Cho, Lee, i Yu 2011). 

Podobne badania przeprowadzono z użyciem rekombinowanego MIF W. bancrofti. 

Ekspresja genów kodujących cytokiny prozapalne (TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-17A) 

została znacznie wyciszona w tkance jelita grubego i makrofagach otrzewnowych myszy, 

którym podawano rWba-MIF-2, co sugeruje, że jest on silnym czynnikiem 

immunoregulacyjnym, który może zahamować stan zapalny (Ramani i wsp. 2020). 

Zahamowanie wydzielania cytokin prozapalnych przez makrofagi pobudzone przez LPS 

pod wpływem rDre-MIF-1 sugeruje więc, że białko to może mieć potencjał leczniczy 

w chorobach związanych z nadmierną aktywacją układu immunologicznego. Warto więc 

w przyszłości przeprowadzić badania z wykorzystaniem tego białka na modelu 

zwierzęcym. 
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6. Podsumowanie i wnioski 

1. Pomimo umiarkowanej identyczności sekwencji aminokwasów Dre-MIF-1  

i Dre-MIF-2 (27,8%), ich potencjalne struktury trzeciorzędowe wykazują wysoki 

poziom podobieństwa, co może wskazywać na ich podobny wpływ na układ 

immunologiczny żywiciela. 

2. Poziom ekspresji genów Dre-mif-1 i Dre-mif-2 jest znacznie wyższy 

w osobnikach dorosłych niż w mikrofilariach, co może wskazywać na to, że 

badane białka pełnią funkcje immunomodulacyjne, pozwalające na przeżycie 

dorosłych osobników w tkance podskórnej żywiciela. 

3. Prokariotyczny system ekspresyjny pET umożliwia uzyskanie rekombinowanych 

białek Dre-MIF-1 oraz Dre-MIF-2. 

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

5. Rekombinowane homologi MIF są specyficznie rozpoznawane jedynie przez 

przeciwciała podklasy IgG1 psów naturalnie zarażonych D. repens. 

6. Badane antygeny rekombinowane nie są wystarczająco specyficzne, aby mogły 

być użyte do opracowania nowego narzędzia diagnostycznego. Uzyskane wyniki 

sugerują jednak, że przy projektowaniu testu serologicznego do wykrywania 

inwazji pasożytniczych należy wziąć pod uwagę różnice w specyficzności 

i  reaktywności poszczególnych klas przeciwciał z analizowanymi antygenami, 

zwłaszcza przeciwciał IgG1 i IgG2. 

7. rDre-MIF-1 wpływa na aktywność makrofagów, jednak na podstawie 

otrzymanych wyników nie można stwierdzić, czy powoduje ich polaryzację do 

w kierunku fenotypu M1 lub M2. 

8. rDre-MIF-1 hamuje wydzielanie cytokin prozapalnych przez makrofagi wstępnie 

pobudzone LPS, co świadczy o jego przeciwzapalnych właściwościach 

i potwierdza jego immunomodulacyjne działanie.  

9. Dokładny mechanizm działania Dre-MIF-1, w przebiegu inwazji, pozostaje 

nieznany, ale wyniki badań własnych w połączeniu z danymi literaturowymi 

wskazują na jego właściwości hamujące stan zapalny. Działanie to może być 

korzystne dla przetrwania dorosłych nicieni D. repens w tkankach żywiciela.  
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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-β 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 β–α–β motif, as shown
in Figure 1 [15–17].
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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 (Pro1) 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/CXCR7, 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-α, IL-1β, 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 hMIF.

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

Order Species Accession
Number Acronym References

Rhabditida:
Onchocercidae Brugia malayi U88035.1 Bm-MIF

Bm-MIF-1 [60–63]

Brugia malayi AY004865.1 Bm-MIF-2 [62,63]
Onchocerca volvulus AF384027.1 OvMIF-1 [56,64]
Onchocerca volvulus AF384028.1 OvMIF-2 [56,64]

Wuchereria bancrofti AF040629.1 Wb-MIF
Wb-MIF-1 [60,65]

Wuchereria bancrofti KJ939449.1 Wba-MIF-2 [66]
Rhabditida:
Thelaziidae Thelazia callipaeda No data T.ca-MIF [67]

Rhabditida:
Anisakidae Anisakis simplex EF165010.1 As-MIF [3,68,69]

Rhabditida:
Stronyloididae Strongyloides ratti FJ026392.1 Sra-MIF [57]

Trichinellida:
Trichinellidae Trichinella spiralis AJ012740.1 TsMIF [70]

Strongylida:
Ancylostomatidae

Ancylostoma
ceylanicum EF410151.1 AceMIF [71]

Strongylida:
Haemonchidae

Haemonchus
contortus CB012470.1 HCMIF-1 [72]

Ostertagia ostertagii BQ457911 Oos-MIF-1.1 [22]
Teladorsagia
circumcincta FN599526.1 Tci-MIF-1 [73]

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 Å) 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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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
Ca2+ influx in human monocytes and upregulation of TNF-α and IL-8 expression, which
was about 10-fold lower for the mutant proteins. Other cytokine genes, IL-1β, IL-10, IL-6,
IL-12(p40), IFN-γ, macrophage inhibitory cytokine-1 (MIC-1), monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1), and macrophage inflammatory protein-1α (MIP-1α), 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 (RELMα), 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-
MIF-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-α 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-α 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-β 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-β and IL-10 production in the spleen and
mesenteric lymph nodes, but there was no influence on the levels of IFN-γ, 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 (rHCMIF-1). LPS-induced production of
proinflammatory TNF-α, IL-1β, and IL-12p40 was downmodulated, while IL-10 and TGF-β
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 rHCMIF-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-β 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-1β, IL-6, TNF-α, and IFN-γ 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-β 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-MIF-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-α, IFN-γ, IL-1β, 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 rWba-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 B1 cells in the colon and peritoneal cavity of mice treated with
rWba-MIF-2. The results indicate that rWba-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-α), interleukin (IL)-6, IL-1β, 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 bancrofti, 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 XhoI 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-β-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 × 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 × g for 20 min  

at 4°C. The supernatants containing recombinant fusion 

proteins with 6 × His tags were collected and the proteins 

were purified using a Ni2+-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, Gdańsk, 

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, 

Gdańsk, Poland) according to the manufacturer’s instructions. 

Genomic DNA contamination was removed using 

DNAseI (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 5ʹ GGCTGATGAACT CAAAAT CCC 3ʹ 

Dre-mif-1_R 5ʹ ACCCATTGCCGAAGCACTAATA 3ʹ 

Dre-mif-2_F 5ʹ GATTGGATCATTTTCGGCTGATA 3ʹ 

Dre-mif-2_R 5ʹ CGTACCATTGCATCCCACATTT 3ʹ 

 

F – forward; R – reverse 

 

The qPCR was performed in a 12 µL volume in  

a 96-well PCR plate. The reaction components were as 

follows: 2 µL of cDNA template, 1 ×  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 µM (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 108 to 102 copies per 

reaction and used as a matrix for qPCR. 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 µg 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 2nd 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 μg/mL) diluted in bicarbonate buffer (100 μL/well 

of 0.015 M Na2CO3 and 0.035 M NaHCO3 at pH 9.5) 

overnight at 4°C. The plates were rinsed three times with 

250 μL of phosphate-buffered saline (PBS) supplemented 

with 0.05% Tween-20 and then blocked with 200 μL of 

5% filtered skimmed milk in PBS buffer for 90 min  

at 20°C. The plates were rinsed as described above, and 

subsequently 100 μL 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, IgG1, IgG2 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 IgG2 (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 H2SO4. 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-μg 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 Wysmołek 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, 

IgG1, 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 IgG2; 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. 

 
Fig. 1. Sodium dodecyl sulphate–polyacrylamide gel electrophoresis 

analysis of purified recombinant Dirofilaria repens (rDre)-macrophage 
migration inhibitory factor (MIF)-1 (left) and rDre-MIF-2 (right). 

Lane M – molecular weight marker; Lane 1 – rDre-MIF-1 (10 μL); 

Lane 2 – rDre-MIF-2 (10 μL) 

 

 
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;  

**** – P-value <0.001 

 
 

 

 
Table 2. The protein identity between human macrophage migration 

macrophage migration inhibitory factor (hMIF), dog MIF (dMIF), 

Dirofilaria repens (Dre)-MIF-1 and Dre-MIF-2 
 

Protein hMIF dMIF Dre-MIF-1 Dre-MIF-2 

hMIF - 93.9% 41.7% 27.8% 

dMIF 93.9% - 40.0% 26.9% 

Dre-MIF-1 41.7% 40.0% - 27.8% 

Dre-MIF-2 27.8% 26.9% 27.8% - 

 

 

 

 
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 
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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) 

 
 

 
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, IgG1, IgG2 and IgM – 1 : 51,200; IgE – 1 : 5,120. 

OD – optical density 

 



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

 

 
Fig. 6. Western blot cross-reactivity analysis of mouse anti-recombinant 

Dirofilaria repens (rDre)-macrophage migration inhibitory factor (MIF)-1 

(A) and anti-rDre-MIF-2 (B) antibodies with rDre-MIF-1 and rDre-MIF-2 
 
 

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, IgG1, 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 IgG1-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 IgG1 

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, IgG1, 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 IgG1 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 IgG1 

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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