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GPR55- неклассический каннабиноидный рецептор, сопряженный с G-белком. Это муль-
тилигандный рецептор. В зависимости от структуры лиганда его активация будет вызы-
вать разный ответ со стороны клетки. Например его активация лизофосфатидилиноизи-
том, который обычно присутствует в большой концентрации в опухолях, стимулирует
пролиферацию опухолевых клеток. Поэтому высокий уровень экспрессии данного белка
в опухолях является маркером плохого прогноза развития заболевания[2][3]. Однако взаи-
модействие GPR55 c анандамидом и различными ацилдофаминами приводит к индукции
клеточной смерти по пути апоптоза[1]. Механизм, который приводит к переключению вида
активности этого рецептора, не установлен, однако он может быть связан с формирова-
нием димеров между GPR55 и каннабиноидными рецепторами CB1 и CB2. Для проверки
этой гипотезы были получены нокаутные по GPR55 и CB2 клеточные линии.

В качестве объекта для экспериментов выбрали клеточную линию MDA-MB-231 (опу-
холь молочной железы), где был зафиксирован значимый уровень экспрессии GPR55 и
CB2. Клетки трансфицировали с помощью вектора PX459, в который клонированы участ-
ки целевых генов, далее проводили селекцию с использованием пуромицина. Выжившие в
результате селекции клетки были расклонированы. Из клонов выделили геномную ДНК
и с помощью ПЦР наработали участок, куда были внесены изменения. ПЦР-фрагменты
заклонировали в Т-вектор. Секвенирование подтвердило наличие делеций в генах, коди-
рующих GPR55 и CB2 во всех аллелях клеток различных клонов. Данные изменения при-
водили к сдвигу рамки считывания таким образом, что модифицированные CRISPR/Cas9
гены более не кодировали функциональный белок. Для оценки действия вызывающих апо-
птоз лигандов GPR55 (дофаминамид докозогексаеновой кислоты (DHA-DA)) на нокаут-
ные линии был использован МТТ-тест. С помощью серии МТТ-тестов было установлено,
что при обработке лигандом GRR55 (DHA-DA) клеток с нокаутом CB2 их выживаемость
достоверно снижалась по сравнению с обычными MDA-MB-231. Это позволяет сделать
предположение о том, что CB2 противодействует сигналу GPR55.
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