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artykuł stanowi przegląd różnych mechani-
zmów, jakimi posługują się poszczególne or-
ganizmy w usprawnianiu reakcji na ponow-
ne wtargnięcie patogenu do ich wnętrza. 

JAK BAKTERIE „ZAPAMIĘTUJĄ” 
INFEKCJĘ? SYSTEM CRISPR-CAS 

Bakterie i archeony są stale narażone na 
inkorporację obcego materiału genetycznego. 
Ma ono miejsce w wyniku pobierania 
plazmidów, wnikania transpozonów (rucho-
mych elementów genetycznych), jak rów-
nież infekcji wirusowych. Nabycie nowych 
cech w wyniku tzw. horyzontalnego trans-
feru genów może być korzystne dla mikro-
organizmów, np. może skutkować nabyciem 
odporności na antybiotyk lub nabyciem no-
wych czynników wirulencji. Może też być 
zgubne, kiedy wirus namnaża się prowadząc 
do lizy komórki. Wirusy, których globalna 
populacja jest bardzo zróżnicowana, a któ-
rych liczba o rząd wielkości przekracza licz-
bę prokariontów (Suttle 2005) są stałym 
zagrożeniem dla organizmów bezjądrowych. 
Dlatego bakterie i archeony rozwinęły róż-
ne strategie, mające na celu ochronę przed 
atakami wirusów. Wśród nich są mechani-
zmy niespecyficzne, takie jak infekcja abor-
tywna, mutacja receptorów na powierzchni 
utrudniająca przyłączenie faga oraz degra-
dacja lub modyfikacja obcego materiału ge-
netycznego. Na szczególną uwagę zasługuje 
zdolność organizmów prokariotycznych do 
nabywania specyficznej odporności przeciw-
wirusowej, co jest cechą odporności adapta-
cyjnej. Opiera się ona na systemie CRISPR/

WSTĘP

Pamięć immunologiczną definiujemy 
jako gotowość organizmu do sprawniejszej 
i efektywniejszej reakcji na ponowne zaka-
żenie danym patogenem. Wiąże się ona ze 
specyficzną odpowiedzią na dany antygen, 
„wypracowaną” po pierwszym kontakcie. W 
powszechnym rozumieniu kojarzy się z na-
byciem odporności, opartym na limfocytach 
pamięci immunologicznej, syntezie przeciw-
ciał i nazwana jest odpornością adaptacyjną 
(nabytą, specyficzną). Tego typu odporność 
istnieje obok tzw. odporności wrodzonej, 
która gwarantuje natychmiastową, choć nie-
specyficzną reakcję i stanowi pierwszą linię 
obrony. W klasycznym rozumieniu odpor-
ność wrodzona pozbawiona jest elementów 
adaptacji w kontekście interakcji gospodarz-
-patogen (co dobrze odzwierciedla nazewnic-
two obu typów odporności). Odporność ada-
ptacyjna sensu stricto, pojawia się w procesie 
ewolucji bardzo późno, bo dopiero u kręgow-
ców (Buchmann 2014). Oznacza to, że około 
95% wszystkich gatunków zwierząt posiada 
jedynie mechanizmy odporności wrodzonej! 
Badania ostatnich dekad wykazały, że mimo 
to, nie są one pozbawione swego rodzaju 
„pamięci immunologicznej”. Przeżycie infek-
cji spowodowanej danym patogenem, może 
odcisnąć piętno na mechanizmach odporno-
ści wrodzonej, skutkujące szybszym zwalcza-
niem patogenu podczas kolejnego kontaktu. 
Co więcej, nawet organizmy jednokomórko-
we, jak bakterie czy archeony, są w stanie 
zapamiętywać wtargnięcie obcego materiału 
genetycznego do wnętrza komórki. Niniejszy 

Iwona wojda

Zakład Immunobiologii 
Instytut Biologii i Biochemii 
Wydział Biologii i Biotechnologii 
Uniwersytet Marii Curie Skłodowskiej 
Akademicka 19, 20-033 Lublin 
E-mail: wojda@hektor.umcs.lublin.pl

RÓŻNE STRATEGIE OSIĄGANIA PAMIĘCI IMMUNOLOGICZNEJ

Słowa kluczowe: CRISPR/Cas, immunoglobuliny, pamięć immunologiczna, RAG, receptory DSCAM, receptory VLR



722 Iwona wojda

Proces ten przypomina interferencję RNA 
u Eucaryota, chociaż degradowane jest tu 
DNA faga, jednak w niektórych typach de-
gradowane może być również RNA (FIneran i 
charpentIer 2012, heler i współaut. 2014, 
Barrangou 2015, rath i współ. 2015).

Powyżej opisano ogólny przebieg działa-
nia mechanizmu CRISPR/Cas. Istnieje kil-
ka typów, a także subtypów tego systemu, 
różniących się szczegółowym mechanizmem 
powstawania crRNA, udziałem białek Cas 
oraz mechanizmem interferencji. Więcej in-
formacji dotyczących klasyfikacji systemu 
CRISPR/Cas znajdzie czytelnik w pracach: 
heler i współaut. 2014, Barrangou 2015, 
rath i współaut. 2015. Warto wspomnieć, 
że sekwencje palindromowe mogą liczyć od 
21 do 48 par zasad, zaś przekładki od 26 
do 72 par zasad (patrz rath i współaut. 
2015). Liczba i rodzaj sekwencji przekładko-
wych stanowią swoisty bank pamięci immu-
nologicznej bakterii czy archeona. Z immu-
nologicznego punktu widzenia mechanizm 
CRISPR/Cas posiada następujące cechy: (i) 
zdolność do rozróżniania swoje/obce, (ii) na-
bywanie odporności, (iii) aktywność swoistą, 
skierowaną przeciw konkretnym elemen-
tom genetycznym, (iv) nabyta odporność jest 
dziedziczona. Poznanie bakteryjnego systemu 
CRISPR/Cas niesie ze sobą wiele możliwości, 
zarówno poznawczych, jak i aplikacyjnych. 
Analiza sekwencji pobranych przez dany 
szczep wiele mówi o jego genezie i patoge-
nach jakie napotkał w swej historii. Ponad-
to, poznanie sekwencji przekładek może być 
wykorzystywane do poszukiwania wybranych 
patogenów bądź zanieczyszczeń danego ma-
teriału biologicznego. Co więcej, człowiek 
może zaprojektować, a następnie technikami 
inżynierii genetycznej wprowadzić określone 
sekwencje CRISPR do genomu bakterii, uzy-
skując w ten sposób szczepy o pożądanym 
fenotypie: np. odporne na wirusy, niepobie-
rające lub pozbywające się plazmidów (tzw. 
plasmid cure). Szczepy takie mogą być wy-
korzystywane zarówno w badaniach podsta-
wowych, jak i do produkcji jogurtów, serów 
czy stosowane jako probiotyki (Barrangou 
2015).

PLASTYCZNOŚĆ ODPOWIEDZI 
IMMUNOLOGICZNEJ OWADÓW

Owady stanowią największą i najbardziej 
różnorodną gromadę zwierząt. Swój ewolu-
cyjny sukces zawdzięczają między innymi 
sprawnie funkcjonującemu układowi immu-
nologicznemu. W reakcji komórkowej biorą 
udział hemocyty, odpowiedzialne za takie 
procesy jak fagocytoza, enkapsulacja i nodu-
lacja (zamykanie intruza w strukturach zwa-
nych odpowiednio kapsułami i nodulami). 

Cas. Obecność genów CRISPR/Cas wykryto 
po raz pierwszy u E. coli w 1987 r. (IShI-
no i współaut. 1987), chociaż dopiero póź-
niej poznano ich rolę w niszczeniu obcego 
materiału genetycznego za pomocą mecha-
nizmu przypominającego interferencję RNA 
i jego znaczenia w nabyciu specyficznej od-
porności na infekcje wirusami (makarova i 
współaut. 2006). Loci genów CRISPR (ang. 
clustered regularly interpaced short palin-
dromic repeats) stanowi szereg krótkich se-
kwencji palindromowych (takich dla których 
sekwencja komplementarna, czytana w kie-
runku 5’-3’ jest identyczna), poprzedziela-
nych tzw. przekładkami (ang. spacers) oraz 
znajdującego się w pobliżu operonu genów 
Cas (ang. CRISPR-associated). Te ostatnie 
kodują zróżnicowaną grupę białek biorących 
udział w „inżynierii” kwasów nukleinowych, 
to jest nukleazy, polimerazy, helikazy oraz 
białka wiążące DNA i RNA. Przekładki są 
to nabyte fragmenty kwasów nukleinowych, 
komplementarne do materiału genetycznego 
wirusów lub innych mobilnych elementów 
genetycznych. Na początku takiego zestawu, 
znajduje się sekwencja liderowa. Odporność 
oparta na CRISPR/Cas obejmuje trzy etapy. 
Są to: adaptacja, ekspresja i interferencja 
(Ryc. 1). Pierwszy etap polega na pozyska-
niu nowej sekwencji (fragmentu DNA) oraz 
wbudowaniu jej do własnego genomu. Od-
bywa się to w wyniku np. infekcji wiruso-
wej, w wyniku której fragment DNA wirusa 
jest wbudowywany jako nowa przekładka, 
tuż za sekwencją liderową, z jednoczesną 
duplikacją najbliższej sekwencji palindro-
mowej. Odbywa się to przy udziale różnych 
białek Cas (wśród których zwykle występują 
Cas1 i Cas2). Tak więc etap ten kończy się 
z chwilą pozyskania nowej jednostki palin-
drom-przekładka. Drugi etap (ekspresja) to 
przepisanie sekwencji CRISPR na mRNA i 
powstanie pierwotnego transkryptu-pre crR-
NA, który w dalszym etapie ulega cięciu na 
fragmenty (crRNA), tworzące tzw. interferen-
cyjne RNA. Każdy zawiera jedną przekład-
kę i jeden palindrom, który po transkrypcji 
przybiera tzw. strukturę spinki do włosów, 
ponieważ zawiera na początku i końcu kom-
plementarne do siebie nukleotydy. Dojrzałe 
crRNA funkcjonują jako sekwencje kierują-
ce białka Cas do specyficznie rozpoznawa-
nej sekwencji (ang. guide RNA). Trzeci etap 
(interferencja) ma miejsce w wyniku ponow-
nej infekcji tym samym wirusem. Przepisa-
ny na RNA fragment włączonego uprzednio 
materiału genetycznego (crRNA), na zasadzie 
komplementarności, „rozpoznaje” DNA faga. 
W wyniku przyłączenia crRNA do komple-
mentarnej sekwencji DNA wirusa, może na-
stąpić jej częściowe rozplecenie, a następnie 
degradacja DNA, z udziałem nukleaz Cas. 
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Ryc. 1. System CRISPR/Cas u bakterii. 

Locus CRISPR/Cas stanowi operon Cas kodujący białka biorące udział w „inżynierii” kwasów nukleinowych (zazna-
czony na niebiesko). Obok, tuż za tzw. sekwencją liderową (L) znajduje się szereg krótkich sekwencji palindromo-
wych (brązowe pięciokąty), poprzedzielanych tzw. przekładkami (zielone kwadraty). Istnieją 3 etapy działania w/w 
systemu. Adaptacja (1), polega na nabyciu nowej przekładki, tj. fragmentu obcego materiału genetycznego. Uczest-
niczą w tym białka Cas. Wbudowane DNA ulega następnie transkrypcji (ekspresja-2), zaś mRNA zostaje pocięte na 
fragmenty zawierające daną przekładkę (zielony prostokąt) oraz strukturę tzw. spinki do włosów (crRNA). W momen-
cie kolejnej infekcji danym wirusem, struktura crRNA „rozpoznaje” obcy DNA na zasadzie komplementarności zasad 
przekładki i materiału genetycznego wirusa. Materiał genetyczny wirusa jest następnie degradowany. Proces rozpo-
znawania i degradacji obcego materiału genetycznego przypomina proces tzw. interferencji RNA (3). Więcej szczegó-
łów w tekście (wg horvath i Barrangou 2010, Barrangou 2015).
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domeny immunoglobulinowe (chociaż nie są 
immunoglobulinami, czyli przeciwciałami). 
U ludzi receptory te regulują wytwarzanie 
otoczki neuronów, zaś ich defekt jest skore-
lowany z zespołem Downa, stąd ich nazwa 
(Yamakawa i współaut. 1998). Ortologi genów 
DSCAM są obecne u owadów i uważa się, że 
pełnią rolę w rozpoznaniu immunologicznym. 
Wykazują one bardzo dużą zmienność se-
kwencji. Białka DSCAM mogą znajdować się 
w hemolimfie, jak również na powierzchni 
hemocytów. Każde z nich składa się z pep-
tydu sygnałowego, 10 tzw. domen immuno-
globulionowych (domeny Ig), 6 tzw. domen 
fibronektyny, domeny transmembranowej 
(DT) oraz części cytoplazmatycznej. Masa 
cząsteczkowa białka wynosi ok. 210 kDa. 
Zmienność sekwencji mającą wpływ na roz-
poznanie danego patogenu obserwuje się 
w trzech domenach immunoglobulinowych. 
Jest ona wynikiem tzw. alternatywnego 
składania transkryptów. Jak wiadomo, wie-
le genów eukariontów to tzw. geny podzie-
lone, tj. zawierające sekwencje nieobecne w 
dojrzałym transkrypcie (tzw. introny, dawniej 
niesłusznie uznawane za sekwencje nieko-
dujące) oraz sekwencje obecne w dojrzałym 
transkrypcie (tzw. eksony, dawniej sekwen-
cje kodujące). Po transkrypcji, to jest prze-
pisaniu informacji z DNA na mRNA, z pier-
wotnego transkryptu zostają wycinane intro-
ny, zaś eksony są scalane. Odbywa się to w 
tzw. procesie składania transkryptów (ang. 
splicing) i jest częścią bardziej złożonego 
mechanizmu zwanego dojrzewaniem mRNA 
(graveleY 2005, cherrY i SIlverman 2006). 
U muszki owocowej Drosophila melanogaster, 
gen kodujący receptory DSCAM, jest genem 
podzielonym. Eksony 4, 6 i 9 posiadają 
wiele alternatywnych form, powstałych naj-
prawdopodobniej w wyniku ich wielokrotnej 
duplikacji i zmienności. Zawierają one od-
powiednio 12, 48 i 33 wersji, znajdujących 
się obok siebie, kodujących różne izoformy 
danego eksonu. Ponadto, ekson 17 zawiera 
dwie alternatywne sekwencje, kodujące frag-
ment domeny DT. W wyniku składania pier-
wotnego transkryptu, tylko jedna forma eks-
onu 4, 6, 9 oraz 17 wchodzi w skład doj-
rzałego mRNA. Tak więc, teoretycznie, u D. 
melanogaster istnieje ponad 38.000 możli-
wych form dojrzałego mRNA kodujących róż-
ne formy receptora DSCAM, z których po-
nad 18.000 różni się w domenie zewnątrz-
komórkowej (watSon i współaut. 2005). Me-
chanizm regulujący dobór konkretnych form 
danego eksonu nie jest znany. Alternatywne 
składanie transkryptów determinuje struk-
turę receptora w części N-terminalnej dru-
giej i trzeciej domeny immunoglobulinowej i 
całej siódmej domenie immunoglobulinowej. 
Ponadto, dojrzałe białko ma jedną z dwóch 

Główną częścią odpowiedzi humoralnej jest 
natomiast synteza peptydów odpornościo-
wych, które wydzielane do hemolimfy nisz-
czą infekujące bakterie lub grzyby (Cytryń-
Ska i współaut. 2016). 

W świetle najnowszych doniesień litera-
turowych okazuje się, iż, mimo że owady 
dysponują jedynie mechanizmami odporno-
ści wrodzonej, nie oznacza, że są całkowicie 
pozbawione „pamięci immunologicznej”. Ta 
zdolność modulacji układu immunologicz-
nego, w zależności od przebytych wcześniej 
infekcji, może być również cechą odporności 
wrodzonej i nosi nazwę piętnowania układu 
immunologicznego (ang. immune priming) 
(chamBerS i SchneIder 2012). Samo zjawi-
sko piętnowania układu odpornościowego u 
owadów jest znane, tzn. istnieje wiele donie-
sień świadczących, że owady zakażone sub-
letalną dawką patogenu są bardziej odporne 
na podanie dawki letalnej. Czasami uzyska-
na odporność jest specyficzna, tzn. mniejszą 
wrażliwość uzyskuje się tylko wobec danego 
mikroorganizmu, czasami zaś niespecyficzna, 
kiedy przebycie infekcji spowodowanej jed-
nym patogenem powoduje wzrost odporności 
na kolejne zakażenie w wyniku dostania się 
innego mikroorganizmu do jamy ciała. Obec-
nie trwają badania dotyczące poznania mo-
lekularnych mechanizmów obserwowanego 
zjawiska. Informacje, które napływają od po-
szczególnych grup badawczych wskazują, że 
przyczyny zwiększonej odporności na kolej-
ne zakażenie mogą być wyjaśnione w różny 
sposób. Jeden z nich (z pozoru najprostszy) 
to taki, że w wyniku podania dawki nieletal-
nej, aktywowany jest układ odpornościowy 
owada, m.in. ma miejsce wzmożona ekspre-
sja genów kodujących białka i peptydy od-
pornościowe (BergIn i współaut. 2006). Tak 
więc, w momencie ponownego zakażenia, 
białka i peptydy odpornościowe są już obec-
ne w hemolimfie, co ułatwia sprawniejszą 
eliminację mikroorganizmów, które dostały 
się do hemocelu owada. Jest to interpretacja 
prosta tylko na pozór, bowiem z reguły dany 
mikroorganizm, nawet jeśli podany w daw-
ce nieletalnej, jest wtedy jeszcze obecny w 
organizmie owada (Wojda, dane niepubliko-
wane). Oznacza to, że w momencie podania 
drugiej, wyższej dawki, ilość danego mikro-
organizmu jest u tych owadów większa, niż 
u tych zakażanych po raz pierwszy. Mimo 
to, ich krzywa przeżywalności wydłuża się, 
w porównaniu do owadów zakażanych po 
raz pierwszy. Inny zaproponowany mecha-
nizm, wyjaśniający podwyższoną odporność 
owadów mających ponowny kontakt z pato-
genem, leży w budowie i sposobie ekspresji, 
a tym samym zmienności tzw. receptorów 
DSCAM. (ang. down syndrom cell adhesion 
molecules). Receptory DSCAM zawierają tzw. 
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(dong i współaut. 2006). Niemniej jednak w 
innej pracy wykazano, że poziom ekspresji 
DSCAM u D. melanogaster po ekspozycji na 
bakterie E. coli nie ulegał podwyższeniu (w 
przeciwieństwie do ekspresji genów kodują-
cych polipeptydy odpornościowe). Co więcej, 
nie wykazano różnic w ilości poszczególnych 
izoform DSCAM w wyniku stymulacji bak-
teriami E. coli (armItage i współaut. 2014). 
Dlatego, niezbędne są dalsze badania nad 
rolą białek DSCAM w „zapamiętywaniu” in-
fekcji i sprawniejszym rozpoznawaniu pato-
genów w wyniku ponownego kontaktu.

Najnowsze dane literaturowe wskazu-
ją na inny, możliwy sposób w jaki przebyta 
infekcja może odciskać piętno w organizmie 
gospodarza. Mianowicie, kontakt owada z 
danym mikroorganizmem może powodować 
zmiany epigenetyczne. Skutkuje to wykształ-
ceniem podwyższonej odporności owadów, 
która może być przekazywana kolejnym po-
koleniom. Jest to tzw. międzypokoleniowe 
piętnowanie układu immunologicznego (ang. 
transgenerational immune priming). Zmia-
ny epigenetyczne powodują zmianę poziomu 
ekspresji danych genów, nie zmieniając se-
kwencji DNA. Skutki zmian epigenetycznych 
mogą wpływać na poziom ekspresji genów na 
poziomie transkrypcji lub potranskrypcyjnie. 

możliwych wersji domeny DT. Alternatywne 
składanie transkryptów DSCAM przedsta-
wia Ryc. 2. Obecność białek DSCAM zna-
leziono w ciele tłuszczowym, hemocytach, a 
także w formie rozpuszczalnej w hemolimfie. 
Mutacja w genach DSCAM czy też zahamo-
wanie ich ekspersji za pomocą inferferencji 
RNA (niszczenie mRNA dla tychże białek) 
skutkuje zahamowaniem procesu fagocyto-
zy mikroorganizmów przez hemocyty (dong 
i współaut. 2006). Jednocześnie wykazano, 
że D. melanogaster, potraktowana subletalną 
dawką (bądź martwymi komórkami) Strep-
tococcus pneumoniae, jest bardziej odporna 
na późniejszą infekcję dawką letalną. Przy-
czyną tego zjawiska jest efektywniejsza fa-
gocytoza bakterii (pham i współaut. 2007). 
Doniesienia literaturowe sugerują więc, że 
białka DSCAM funkcjonują u owadów (i 
skorupiaków) jako PRR (ang pattern reco-
gnition receptors). Konsekwencją tego jest 
przypuszczenie, że ekspresja danych izoform 
DSCAM, zależy od rodzaju infekcji. Istnieją 
doniesienia podtrzymujące tę hipotezę. Mia-
nowicie wykazano, że ekspozycja linii ko-
mórkowej (Sua5) wyprowadzonej z komara 
na różne, inaktywowane termicznie bakterie 
czy składniki ścian komórkowych, powodu-
je ekspresję różnych form białek DSCAM 

Ryc. 2. Zmienność receptorów DSCAM u Drosophila melanogaster. 

Gen kodujący DSCAM zawiera 19 eksonów. Eksony numer 4, 6 i 9 kodujące domeny, bądź fragmenty domen 
immunoglobulinowych posiadają odpowiednio 12, 48 i 33 alternatywnych form. Ponadto, ekson 17 zawiera dwie 
alternatywne sekwencje, kodujące fragment domeny transmembranowej (DT). W wyniku alternatywnego składania 
transkryptów tylko jedna forma danego eksonu jest scalana z pozostałymi. Skutkiem tego istnieje 38000 możliwych 
form receptorów DSCAM, z których ponad 18000 różni się w domenie zewnątrzkomórkowej, tj. wiążącej obce struk-
tury. Możliwość doboru danej wersji eksonu 4 i 6 skutkuje zmiennością w N-terminalnej części odpowiednio II i III 
domeny immunoglobulinowej, zaś eksonu 9, zmiennością w całej domenie immunoglobulinowej VII. Sekwencja eks-
onu 17, determinuje strukturę pierwszorzędową domeny transmembranowej. Zaznaczono to odpowiednimi kolorami: 
jasnoszarym, niebieskim, zielonym i ciemnoszarym (wg graveleY 2005, kurata 2006, ghoSh i współaut. 2011).
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ne przez genom gospodarza (aSgarI 2013). 
Dzięki tylko częściowej komplementarności 
sekwencji miRNA i mRNA docelowego, jedna 
cząstka miRNA może kontrolować ekspresję 
do 100 genów (BuShatI i cohen 2007, Sato 
i współaut. 2011). Jak się okazuje, miRNA 
są zaangażowane w regulację odpowiedzi im-
munologicznej owadów. Badania prowadzo-
ne w zespole profesora Vilcinskasa wykazały 
istnienie u G. mellonella miRNA, których po-
ziom ekspresji jest modulowany przez infek-
cję grzybem entomopatogennym Metarhizium 
anisopliae i bakteriami Serratia entomophila. 
Co więcej, zwiększoną ilość jednego z takich 
miRNA (których ekspresja wzrasta po zaka-
żeniu) stwierdzono także w jajach składa-
nych przez samice. Świadczy to o tym, że 
miRNA odgrywają istotną rolę w międzypo-
koleniowym piętnowaniu immunologicznym 
(mukherjee i vIlcInSkaS 2014).

ODPORNOŚĆ ADAPTACYJNA 
BEZŻUCHWOWCÓW 

U najprostszych kręgowców, czyli bezżu-
chwowców, do których należą minóg i ślu-
zica, istnieje odporność nabyta, oparta na 
tzw. zmiennych receptorach VLR (ang. va-
riable lymphocyte receptors) odkrytych odpo-
wiednio w 2004 i 2005 r. (pancer i współ-
aut. 2004, 2005). Zawierają one liczne se-
kwencje bogate w leucynę (ang. leucine rich 
repeats, LRR). Zarówno u minoga, jak i u 
śluzicy zidentyfikowano 3 geny kodujące re-
ceptory VRL: VLRA, VLRB i VLRC. Struktu-
ra tych genów w linii zarodkowej wykazu-
je duże podobieństwo. Mianowicie, geny te 
posiadają sekwencję 5’ i 3’ końcową, zaś 
„środek genu” nie zawiera eksonów, a jedy-
nie sekwencje niekodujące, czyli upraszcza-
jąc jest w pewnym sensie „pusty”. Jest on 
„wypełniany” w trakcie rozwoju limfocytów 
i cechuje się wysoką zmiennością, umożli-
wiającą efektywne rozpoznawanie wielu an-
tygenów. Struktura genów VLR zostanie 
przedstawiona na przykładzie VLRC u mi-
noga (Ryc. 3). Gen linii zarodkowej zawiera 
sekwencje kodujące regiony stałe białka: N-
-końcową część oraz fragment sekwencji C-
-końcowej, część sekwencji zawierających 
domeny LRR, zaś środek zawiera sekwencje 
niekodujące. W pobliżu znajdują się liczne, 
rozrzucone kasety zawierające domeny LRR. 
W trakcje dojrzewania limfocytu, sekwencje 
niekodujące są stopniowo zastępowane włą-
czanymi kasetami LRR. Sekwencja, która 
ma być wbudowana jest częściowo komple-
mentarna do sekwencji już istniejącej i na 
końcu zawiera sekwencję komplementarną 
do kolejnego segmentu LRR, który ma być 
wbudowany. Taka „insercja” może rozpocząć 
się od końca 5’ lub 3’ genu VLR linii za-

W pierwszym przypadku zmiany epigenetycz-
ne związane są z modyfikacją chromatyny, 
czyli metylacją/demetylacją DNA i histonów 
oraz acetylacją/deacetylacją histonów, co 
ma istotny wpływ na dostępność chromaty-
ny dla czynników transkrypcyjnych określo-
nych genów. Acetylacja histonów powoduje, 
że chromatyna jest bardziej rozluźniona, co 
czyni ją bardziej dostępną dla białek regu-
latorowych. Okazuje się, że organizmy pa-
togenne mogą wpływać na poziom ekspresji 
acetylazy i deacetylazy histonów, modulując 
tym samym poziom ekspresji genów zainfe-
kowanego gospodarza (mukherjee i współ-
aut. 2015). Obecnie prowadzone są badania 
dotyczące tzw. eksperymentalnej koewolucji 
gospodarza (owada) i danego entomopato-
genu (BrockhurSt i koSkella 2013, vIlcIn-
SkaS 2016). Polegają one z jednej strony na 
wielokrotnym pasażowaniu danego entomo-
patogenu przez organizmy jednego gatunku 
owada (tj. patogeny wyizolowane z padłych 
owadów, używane są do infekcji kolejnych 
owadów tego samego gatunku), a następnie 
porównywany jest stopień ich wirulencji z li-
nią niepasażowaną. Z drugiej strony, kolejne 
pokolenia danego gatunku owada, zakaża-
ne są wybranym patogenem, aby sprawdzić 
zmiany w podatności na infekcję w kolej-
nych generacjach. W tego typu eksperymen-
tach wykazano, że 25 pokolenie barciaka 
większego G. mellonella, zakażane grzybem, 
entomopatogennym B. bassiana, było znacz-
nie bardziej odporne na infekcję niż poko-
lenie wyjściowe. W linii wyselekcjonowanej 
(bardziej odpornej) zauważono podwyższony 
poziom ekspresji genów kodujących peptydy 
odpornościowe w kutikuli i nabłonku, czyli 
w miejscach będących pierwszą linią obrony 
przed wniknięciem grzyba poprzez okrywę 
ciała (duBovSkIY i współaut. 2013). Przyczy-
na tego nie jest poznana. Nie można jednak 
wykluczyć zmian epigenetycznych powodu-
jących stały, podwyższony poziom ekspresji 
genów polipeptydów obronnych, które zabez-
pieczają owada przed wniknięciem grzyba 
patogennego do wnętrza ciała barciaka.

Jak wspomniano wyżej, regulacja ekspre-
sji genów może odbywać się również potran-
skrypcyjnie. Biorą w niej udział kodowane w 
genomie organizmów eukariotycznych mikro 
RNA (miRNA). Są to krótkie (18-24 nukle-
otydowe) odcinki RNA, które dzięki częścio-
wej komplementacji z fragmentami 3’ mRNA 
przyłączają się do nich. Razem z białkami, 
tworzą one kompleksy rybonukleoproteino-
we i uniemożliwiają translację wybranych 
mRNA, ponieważ prowadzą do jego degra-
dacji. Mechanizm ich działania jest podobny 
do mechanizmu interferencji RNA, różni się 
tym, że krótkie fragmenty RNA nie pocho-
dzą od infekującego wirusa, ale są kodowa-
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równoczesny montaż VLRA i VLRC, jakkol-
wiek wówczas jeden z tych genów (zwykle 
VLRC) pozostaje nieaktywny (patrz kaSahara 
i Sutoh 2014). U minoga, limfocyty VLRA+ 
i VLRC+ rozwijają się w organie podobnym 
do grasicy (ang. thymus-like, „thymoid”), 
znajdującym się na końcu włókien skrze-
lowych w koszu skrzeli. Białka VLR A i C 
są białkami transbłonowymi, zaś limfocyty 
VLRA+ i VRLC+ po rozpoznaniu antygenu 
ulegają transformacji blastycznej. Funkcjo-
nalnie przypominają one więc limfocyty T 
szczękowców i są określane „T-cell like”. Z 
kolei białka VLRB mogą być zakotwiczone w 
błonie (poprzez GPI-glikozylofosfatydyloinozy-
tol) lub być wydzielane na zewnątrz. Limfo-
cyty VLRB+ określane są jako funkcjonalnie 
podobne do limfocytów B szczękowców. Po 
stymulacji antygenem, komórki te ulegają 
licznym podziałom (ekspansja klonalna) oraz 
wydzielają białka VLRB, podobnie jak lim-
focyty B wydzielają przeciwciała. Cząsteczki 
VLRB+ tworzące tetra- lub pentamery roz-
poznają dany antygen, podobnie jak prze-
ciwciała. Tak więc bezszczękowce posiada-
ją dwie populacje limfocytów: funkcjonalnie 
podobne do limfocytów T (VLRA+ i VLRC+) 
oraz do limfocytów B (VLRB+), zaangażowa-
ne odpowiednio w odpowiedź komórkową i 
humoralną. Opisany mechanizm zwany kon-
wersją genów umożliwia powstanie różnych 
receptorów VLR, specyficznie rozpoznających 
dane antygeny. Rząd wielkości liczby różno-
rodnych form białek VLR jest porównywalny 
z liczbą różnorodnych przeciwciał wytwa-
rzanych przez szczękowce. Więcej informa-
cji, dotyczących białek VLR, podobieństw i 

rodkowej, najprawdopodobniej po przecięciu 
niekodującego fragmentu DNA. Inkorporacja 
kaset VLR do genu odbywa się według mo-
delu zwanego przełączaniem matrycy (ang. 
template swiching) lub wyborem kopii (ang. 
copy choice), w którym polimeraza DNA 
zmienia matrycę, do której dobudowuje nić 
komplementarną, wykorzystując krótkie se-
kwencje homologiczne (nagava i współaut. 
2007). Po zmontowaniu, struktura wszyst-
kich dojrzałych genów VLR jest podobna. 
Składa się z sekwencji nie ulegającej trans-
lacji (5’ UTR-utranslated region), przedzie-
lonej intronem (fragmentem wycinanym w 
procesie dojrzewania mRNA), sekwencji ko-
dującej peptyd sygnałowy (kierujący dane 
białko do błony lub na zewnątrz komórki), 
sekwencji kodującej część N-końcową biał-
ka (LRRNT), LRR1 oraz wiele sekwencji LRR, 
sekwencję CP (kodującą, tzw. peptyd łączą-
cy; ang. connecting peptide), sekwencję ko-
dującą część karboksylową białka (LRRCT), 
sekwencję nieulegającą translacji (3’UTR) i 
sekwencję zwaną trzonem (ang. stalk region) 
(Boehm i współaut. 2012, kIShIShIta i naga-
wa 2013, kaSahara i Sutoh 2014).

Ekspresja poszczególnych genów VLRA, 
VLRB lub VLRC umożliwia wykształcenie 
3 linii limfocytów określanych jako VLRA+, 
VLRB+ i VLRC+. Wynika to z faktu, że w 
danym limfocycie montażowi może ulec tyl-
ko gen VLRA lub VLRB. Oznacza to, że w 
komórkach oznaczanych jako VLRA+, gen 
VLRB pozostaje w konfiguracji jaka istnie-
je w linii zarodkowej i odwrotnie. Podobnie, 
wzajemnie wykluczający się jest montaż ge-
nów VLRB i VLRC. Natomiast możliwy jest 

Ryc. 3. Budowa genu VLRC u minoga.

W linii zarodkowej gen zawiera kodującą część 5’ i 3’ końcową, zaś jego „środek” stanowi część niekodująca. W 
trakcie dojrzewania limfocytu, polimeraza DNA używa jako matryc sekwencji znajdujących się wokół ramki odczy-
tu (kasety LRR), przy czym enzym często zmienia matrycę. Dzięki temu, w czasie syntezy DNA do „wnętrza” genu 
zostają wbudowywane różne sekwencje flankujące (A). Po zmontowaniu, gen VLR w dojrzałym limfocycie zawiera se-
kwencje: UTR (nie ulegającą translacji) przedzieloną intronem, sekwencję kodującą peptyd sygnałowy (PS), sekwencje 
kodujące polipeptydy bogate w leucynę LRR, w tym: kodującą część N-terminalną białka (LRRNT), LRR1, pozostałe 
LRR, część kodującą część karboksylową (LRRCT), sekwencję CP (kodującą peptyd łączący) oraz tzw. trzon. Poszcze-
gólne fragmenty tworzą całość dopiero po złożeniu fragmentów z różnych miejsc flankujących, co odzwierciedlone 
jest różnicą ich kształtów, przed i po połączeniu (wg kIShIta i nagawa 2013, kaSahara i Sutoh 2014). 
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gły przekształceniu w sekwencje wyznaczają-
ce miejsca rekombinacji (ang. recombination 
signal sequence, RSS) (kapItonov i jurka 
2005). Pierwotnie uważano, że powstanie se-
kwencji RAG dokonało się w momencie wy-
kształcania szczękowców, ponieważ u tych 
kręgowców po raz pierwszy obserwuje się 
odporność kombinatoryczną. Obecnie wiado-
mo, że sekwencje homologiczne do RAG1/
RAG2 znajdują się już u początku linii wtó-
roustych (szkarłupnie), które tego typu od-
porności nie posiadają (Fugmann i współ-
aut. 2006). Przypuszczalnie, dopiero w li-
nii prowadzącej do powstania kręgowców 
szczękowych, sekwencje RAG nabyły funkcji 
immunologicznej znanej obecnie. Mogło to 
być związane z wykształceniem nie tylko se-
kwencji RAG, ale także sekwencji RSS. Se-
kwencje RSS zostały wbudowane do genomu 
w locus genu kodującego prekursor recepto-
rów limfocytów T i przeciwciał (kapItonov i 
jurka 2005, Fugmann i współaut. 2006, ka-
pItonov i koonIn 2015). Biorąc pod uwagę 
duplikację genów jako powszechny ewolucyj-
ny mechanizm, skutkuje to tym, że kasety 
kodujące ludzkie immunoglobuliny poprze-
dzielane są sekwencjami RSS wyznaczają-
cymi miejsce rekombinacji DNA. Skutkiem 
tego, poszczególne limfocyty T i poszczególne 
limfocyty B produkują różnorodną grupę od-
powiednio: receptorów i przeciwciał, specy-
ficznie rozpoznających dany antygen. 

W linii zarodkowej, loci genów immuno-
globulin i receptorów TCR składają się z se-
kwencji zgrupowanych w segmenty V (ang. 
variable), D (ang. diverse) i, w przypadku 
łańcuchów ciężkich, J (ang. joining). Każdy 
z eksonów, z obu stron zawiera sekwencję 
wyznaczającą miejsce rekombinacji (RSS). 
Każda sekwencja RSS składa się z motywu 
heptameru i nonameru, o motywie zgodno-
ści odpowiednio CACAGTG i ACAAAAAAA, 
przedzielonych sekwencjami rozdzielający-
mi obydwa motywy, zawierającymi 12 lub 
23 pary zasad. Rekombinacja genów V, D, 
J ma miejsce pomiędzy genami otoczony-
mi sekwencjami RSS o różnej długości se-
kwencji rozdzielającej według reguły 12/23 
(tonegawa 1983). Dzięki temu łączone są 
geny z różnych kaset V, D, J, a nie z tych 
samych, np. D z D itp. Szczegółowy me-
chanizm udziału białek RAG w rearanżacji 
genów znajdzie czytelnik w pracy joneSa i 
gellerta (2004).

Za segmentami kodującymi części zmien-
ne, w kierunku 3’ znajduje się 11 seg-
mentów genowych części stałej przeciwciał 
(Cµ, Cδ, Cγ3, Cγ1, ψ, Cα1, ψ, Cγ2, Cγ4, Cε, 
Cα2, gdzie ψ oznaczają pseudogeny) (Brown 
2009). W trakcie rozwoju limfocytu B, w 
wyniku rearanżacji dokonywanej przez pro-
dukty genów RAG, jeden z segmentów V 

różnic mechanizmów odpornościowych bez-
szczękowców i szczękowców znajdzie czytel-
nik w pracy przeglądowej kaSahara i Sutoh 
(2014).

ZMIENNOŚĆ PRZECIWCIAŁ  
I RECEPTORÓW U CZŁOWIEKA

Nabycie cech związanych z rearanżacją 
DNA, prowadzącą do powstawania tzw. od-
porności kombinatorycznej, określa się w 
literaturze jako immunologiczny wielki wy-
buch (ang. immunological Big-Bang) (Schlu-
ter i współaut. 1999). Jego rezultatem było 
pojawienie się tzw. odporności adaptacyjnej 
(nabytej) sensu stricto. Jest ona oparta na 
różnorodności przeciwciał i receptorów lim-
focytów T (ang. T cell receptor, TCR) oraz 
układzie zgodności tkankowej MHC (ang. 
major histocompatibility complex). W jej re-
zultacie organizm ludzki, posiadający około 
3,5 × 104 genów, jest w stanie wytworzyć 
1014 różnych przeciwciał (market i papavaSI-
lIou 2003).

Aby wyjaśnić, jak do tego doszło, należa-
łoby cofnąć się do początku niniejszego arty-
kułu. Wspominano tam, że mikroorganizmy 
mogą być „atakowane” przez tzw. ruchome 
elementy genetyczne. U Eucaryota trans-
pozony lub elementy transpozycyjne (ang. 
transposable elements, TE) mogą ulegać in-
tegracji w różne miejsca genomu według 
mechanizmu „kopiuj-wklej” (klasa 1, czyli 
tzw. retrotranspozony, które w mechanizmie 
transpozycji wykorzystują proces odwrotnej 
transkrypcji) lub mechanizmu „wytnij-wklej” 
(klasa II, tzw. transpozony DNA, które nie 
wykorzystują procesu odwrotnej transkryp-
cji). Te drugie przemieszczają się w geno-
mie poprzez „wycinanie” z pierwotnego po-
łożenia, a następnie „wklejanie” do innego. 
Transpozycja jest możliwa dzięki dwóm ele-
mentom: sekwencjom DNA kodującym tzw. 
transpozazy oraz terminalnym sekwencjom 
IR (ang. inverted repeats). Transpozazy ka-
talizują integrację i wycinanie DNA transpo-
zonu do/z genomu komórki-gospodarza. Se-
kwencje IR, które znajdują się na flankach, 
są to motywy rozpoznawane przez transpo-
zazy jako miejsca rekombinacji (rogalSka 
i współaut. 2004, Sotero-caIo i współaut. 
2017). 

Kluczowym momentem w ewolucji od-
porności adaptacyjnej było wykształcenie 
genów RAG (ang. recombination activating 
sequences): RAG-1 i RAG-2. Pierwszy z nich 
powstał z transpozazy, kodowanej przez 
transpozon z rodziny Transib, zaś drugi wy-
kształcił się najprawdopodobniej jako dupli-
kat RAG-1, niezbędny do rearanżacji genów 
kodujących zmienne części przeciwciał. Z 
kolei sekwencje IR transpozonu Transib ule-
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podstawą wyodrębnienia różnych klas immu-
noglobulin: IgA, IgM, IgD, IgE, IgG, IgM. Róż-
ne klasy mogą powstawać w wyniku dobo-
ru odpowiedniego fragmentu części stałej w 
trakcie dojrzewania mRNA (IgM i IgD), kiedy 
w transkrypcie złożony zostanie odpowiednio 
ekson Cµ, Cδ. Poza tym, w limfocycie może 
dojść do tzw. zmiany klasy przeciwciał, po-
legającej na delecji odpowiedniego fragmentu 
DNA tak, aby na końcu 5’ części stałej, znaj-
dował się ekson odpowiadający za wytworze-
nie określonej klasy przeciwciał (np. Cδ dla 
klasy IgD, czy Cγ, dla IgG, Cε dla IgE, czy 
Cα dla IgA). Odbywa się to jednak bez udzia-
łu białek RAG. Dojrzałe mRNA będące efek-
tem rearanżacji genów na poziomie DNA oraz 

zostaje połączony z jednym segmentem D, 
a następnie para VD zostaje scalana z seg-
mentem J. W efekcie powstaje gen, który 
zawiera otwartą ramkę odczytu zawierającą 
po jednym segmencie V, D i J, kodującą 
część zmienną immunoglobuliny łańcucha 
ciężkiego. W przypadku łańcuchów lekkich 
segment V zostaje scalony z segmentem J 
na chromosomie 2 lub 22 i powstaje ekson 
kodujący część zmienną odpowiednio łańcu-
cha κ i λ (lYdYard i współaut. 2017).

Po transkrypcji ekson kodujący część 
zmienną zostaje połączony z wybranym ekso-
nem części stałej w procesie składania trans-
kryptu (dojrzewanie mRNA). Niewielkie róż-
nice w częściach stałych immunoglobulin są 

Ryc. 4. Uproszczony model rearanżacji genów łańcucha ciężkiego immunoglobuliny. 

W komórkach linii zarodkowej fragment zmienny (Z) przeciwciała kodowany jest przez trzy grupy segmentów, tj. trzy 
skupiska eksonów: V (zmienne), D (zróżnicowane) i J (łączące). Segmenty te zaznaczono czerwonymi klamrami. Za 
nimi, w kierunku 3’, znajdują się sekwencje kodujące tzw. fragmenty stałe (S, zaznaczone niebieską klamrą), z któ-
rych na rysunku uwzględniono dwa pierwsze: Cµ i Cδ (1). W trakcie rozwoju limfocytu B, dzięki sekwencjom RSS, 
flankującym każdy z eksonów, a rozpoznawanymi przez transpozazy kodowane przez geny RAG, ma miejsce rearan-
żacja DNA. Jeden z eksonów D zostaje scalony z jednym J (2), a następnie para DJ zostaje scalona z jednym z 
eksonów V (3). Różnorodność przeciwciał bierze się z przypadkowego doboru poszczególnych eksonów w różnych 
limfocytach B. Takie DNA po rearanżacji ulega transkrypcji. W wyniku alternatywnego składania transkryptów do 
fragmentu kodującego część zmienną dołączany jest jeden z eksonów części stałej (4). Na matrycy takiego dojrzałego 
mRNA syntetyzowane jest białko, którego dwie cząsteczki, po połączeniu z dwiema cząsteczkami kodującymi łań-
cuchy lekkie tworzy immunoglobulinę, w której każdy z łańcuchów zawiera część stałą (zaznaczoną na niebiesko) i 
zmienną (zaznaczoną na czerwono) (5). Rysunek jest uproszczony i nie pokazuje rzeczywistej ilości elementów ekso-
nów w poszczególnych segmentach. Nie uwzględniono też powstawania innych klas przeciwciał. 
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dzają darwinowską teorię dostosowywania się 
organizmu do warunków jego środowiska i 
wypływających z tego zagrożeń. Innymi słowy, 
organizmy żywe wykorzystują różne strategie, 
na miarę swoich zasobów i możliwości, aby 
osiągnąć ten sam cel - ochronę przed powta-
rzającymi się atakami innych organizmów.

St r es zc zen i e

Odporność nabyta inaczej adaptacyjna (swoista) roz-
winęła się w ewolucji bardzo późno, bo dopiero u krę-
gowców żuchwowych. Oparta jest ona na limfocytach T 
i B oraz syntezie różnorodnych receptorów i przeciwciał. 
Okazuje się jednak, że u bezkręgowców, których odpor-
ność oparta jest jedynie na mechanizmach wrodzonych, 
obserwuje się swego rodzaju pamięć immunologiczną. Co 
więcej, nawet organizmy jednokomórkowe jak bakterie 
czy archeony wykazują cechy „pamięci immunologicz-
nej”. W artykule opisano różne strategie „zapamiętywa-
nia” infekcji: mechanizm CRISPR/Cas u bakterii, recep-
tory DSCAM i inne formy piętnowania układu immuno-
logicznego owadów oraz zmienność receptorów bogatych 
w leucynę (LRR) u bezżuchwowców. Przedstawiono także 
jak doszło do nabycia możliwości syntezy różnorodnych 
przeciwciał oraz receptorów limfocytów. Opisane mecha-
nizmy opierają się na włączaniu obcego materiału gene-
tycznego do genomu gospodarza, mechanizmie konwersji 
genów, alternatywnego składania transkryptów oraz so-
matycznej rearanżacji DNA.
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PODSUMOWANIE

Zarówno organizmy jedno-, jak i wieloko-
mórkowe stale narażone są na infekcje. Or-
ganizmy atakowane (gospodarze), jak i ata-
kujące (patogeny) ulegają tzw. antagonistycz-
nej koewolucji. Oznacza to, że jedne i drugie 
nieustannie udoskonalają odpowiednio swoje 
mechanizmy obronne i mechanizmy wirulen-
cji. Odporność adaptacyjna, związana z pa-
mięcią immunologiczną, oparta na limfocy-
tach, różnorodności przeciwciał i antygenów 
posiada jedynie około 5% gatunków zwierząt. 
Obserwowana jest ona w ewolucji dopiero u 
szczękowców, a dokładnie u ryb niedoskona-
łokostnych (dawniej chrzęstnoszkieletowych) i 
jest wynikiem wielu procesów związanych z 
tzw. horyzontalnym transferem genów, dupli-
kacją genów i związanym z tym nabywaniem 
nowych funkcji. Jednak, nawet organizmy 
stojące na niższych szczeblach drabiny ewo-
lucyjnej wypracowały różne sposoby ochrony 
przed powtarzającymi się infekcjami. Odby-
wa się to nawet u bakterii i archeonów, któ-
re poprzez wbudowanie fragmentu materiału 
genetycznego wirusa do własnego genomu, 
mogą go później specyficznie rozpoznawać na 
zasadzie komplementarności zasad w kwa-
sach nukleinowych. Inny sposób, to induko-
wany pierwszą infekcją wzrost liczby recepto-
rów, specyficznie rozpoznających dany anty-
gen. U podstaw różnorodności cząstek rozpo-
znających może leżeć zmienność na poziomie 
RNA (alternatywne składanie transkryptów u 
owadów) lub zmienność na poziomie DNA. 
Ta druga może wynikać z wykorzystania 
przez polimerazę DNA różnych matryc, który-
mi są sekwencje otaczające daną ramkę od-
czytu. Jest to tzw. mechanizm konwersji ge-
nów spotykany u bezżuchwowców. W końcu, 
kręgowce szczękowe, na których czele stoi 
człowiek, dzięki wykształceniu genów RAG 
oraz sekwencji RSS wypracowały mechanizm 
rearanżacji genów, prowadzących do powsta-
nia różnych domen wiążących antygeny, przy 
jednoczesnym wykorzystaniu mechanizmu 
alternatywnego składania transkryptów oraz 
delecji genów w celu produkcji różnych klas 
przeciwciał. Przytoczone powyżej przykłady 
świadczą o różnorodności wykorzystywanych 
mechanizmów adaptacyjnych oraz potwier-
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DIFFERENT STRATEGIES FOR ATTAINING IMMUNE MEMORY

Summary

Acquired immunity (adaptive, specific) developed late in evolution – in jawed vertebrates. It is based on T and 
B lymphocytes and a diversity of antibodies. It turns out, however, that in invertebrates, which posses only innate 
mechanisms there is a kind of immune memory. Moreover, even single-cell organisms such as bacteria or archaea 
exhibit features of immunological memory. This article describes the various strategies used to achieve a kind of 
rememmbrnace of infection: a CRISPR/Cas system in bacteria, diveristy of DSCAM receptors and other forms of im-
mune priming in insects, leucine-rich receptors in jawless vertebrates. It also describes how it came to acquire the 
possibility of synthesis of various forms of antibodies and lymphocyte receptors by jawed vertebrates. The described 
mechanisms are based on the incorporation of foreign genetic material into host genome, the gene conversion mech-
anisms, alternative splicing and finally, somatic rearrangements of DNA.

Key words: CRISPR/Cas, DSCAM receptors, immune memory, immunoglobulins, RAG,VLR receptors 


