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Scopul tezei 

Alimentația nesănătoasă și sedentarismul caracterizează societatea contemporană. 

Consecința devastatoare este reflectată de o glicemie necontrolată care în final poate determina 

creștere în greutate până la obezitate și diabet zaharat  (Calella et al., 2024, Hu, 2011). Glicemia 

este atent reglată de către hormonii glucoreglatori principali: insulina, glucagon și incretina 

glucagon-like peptide 1 (GLP-1, peptida-1 asemănătoare glucagonului). În funcție de contextul 

fiziologic, insulina reduce nivelul de glucoză din sânge, în timp ce glucagonul îl crește, iar 

hormonul GLP-1 are acțiune duală în combatarea hiperglicemiei: insulinotropică și 

glucagonostatică (Aronoff et al., 2004). În timp ce receptorul pentru insulină este un receptor 

tirozin-kinazic membranar, acțiunea glucagonului și a GLP-1 este mediată prin intermediul 

receptorilor cuplați cu proteine G (GPCRs) (Habegger, 2022). Totodată, secreția acestor 

hormoni poate fi potențată de către activarea receptorilor GPCRs (Thor, 2022, Spreckley, 2015). 

Acești receptori reprezintă una dintre cele mai mari familii de proteine de membrană, având 

șapte domenii transmembranare drept semnătură fundamentală. Sunt exprimați ubicuitar și 

răspund la o multitudine de semnale extracelulare, precum neurotransmițătorii și hormonii 

(Lefkowitz, 2007). Există însă în această familie receptori GPCRs a căror funcție și ligand nu 

sunt cunoscute, numindu-se orfani. Având în vedere că peste 34% dintre medicamentele 

aprobate de către FDA (Administraţia Americană pentru Alimente şi Medicamente) sau EMA 

(Agenția Europeană a Medicamentului) țintesc receptorii GPCRs, descoperirea unor ținte 

terapeutice din repertoriul receptorilor orfani reprezintă o prioritate pentru industria 

farmaceutică și cercetarea academică (Jobe and Vijayan, 2024). 

Terapia antidiabetică curentă, care include printre altele și agoniști ai receptorilor GLP-

1, cum ar fi semaglutida (Ozempic), a demonstrat eficiență atât în controlul glicemiei, cât și în 

reducerea riscului de obezitate (Lexchin and Mintzes, 2023). Totuși, identificarea unor 

secretagogii naturali ai peptidei GLP-1 și țintirea receptorilor GPCR orfani exprimați în celulele 

β-pancreatice conduc către o abordare mai completă în tratamentul diabetului de tip II. 

Secretagogii naturali ai peptidei GLP-1 oferă posibilitatea de a stimula producția endogenă a 

acestui hormon, facilitând controlul glicemic fiziologic și reducând dependența de medicamente 

exogene (Bodnaruc et al., 2016). În plus, receptorii GPCRs orfani, odată activați de liganzi 

specifici, ar putea contribui la reglarea metabolismului și a apetitului, oferind noi soluții pentru 

combaterea disfuncțiilor metabolice (Shore and Reggio, 2015). Un astfel de receptor orfan este 
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SREB1 (GPR27) care face parte din familia Superconserved Receptors Expressed in the Brain 

(SREBs) (O'Dowd et al., 1998, Matsumoto et al., 2000). Receptorul GPR27 reprezintă un real 

interes deoarece este exprimat în numeroase țesuturi (https://www.proteinatlas.org 

/ENSG00000170837-GPR27/tissue (Human Protein Atlas)) și există studii, într-adevăr limitate, 

care arată un potențial rol în metabolism, mai precis în reglarea homeostaziei glucozei (Ku et 

al., 2012, Chopra et al., 2020).  Pentru a caracteriza cele două proteine, GLP-1 și GPR27, 

lucrarea a fost structurată în două părți, partea I cuprinzând identificarea de noi secretagogi ai 

hormonului GLP-1, cea de-a doua parte fiind dedicată deorfanizării și caracterizării 

receptorului GPR27, un receptor cu rol potențial în secreția de insulină. Fiecare parte 

cuprinde capitolul INTRODUCERE în care sunt incluse generalitățile și relevanța teoretică care 

sprijină partea experimentală, un capitol de MATERIALE ȘI METODE unde sunt descrise 

tehnicile folosite, câte un capitol dedicat REZULTATELOR ȘI DISCUȚIILOR, un capitol de 

CONCLUZII ȘI PERSPECTIVE unde sunt sumarizate rezultatele și sunt discutate viitoarele 

perspective de cercetare, cât și un capitol de CONCLUZII FINALE care incorporează ambele 

direcții de cercetare abordate.  

Prima parte, numită „Modulatori ai secreției hormonului GLP-1 implicat în boli 

metabolice” include utilizarea unei metode bioluminiscente în scopul identificării potențialilor 

modulatori ai secreției hormonului GLP-1 și caracterizarea compușilor selecționați. În această 

direcție, am folosit o clonă a liniei celulare GLUTag (GLUTag-NLuc) obținută în cadrul 

Institutului de Biochimie al Academiei Române. Prima activitate a cuprins optimizarea metodei 

de determinare a activității luciferazei care reflectă secreția peptidei GLP-1. Cea de-a doua 

activitate a inclus testarea unei librării ce conține 173 de compuși naturali folosind clona celulară 

GLUTag-NLuc. Rezultatul acestei analize funcționale a fost identificarea unor secretagogi 

naturali aparținând în special clasei de flavonoide. A treia activitate a vizat determinarea 

mecanismului de acțiune al secretagogilor peptidei GLP-1 identificați. Dintre compușii 

descoperiți s-a remarcat în special quercetina care are ca efect creșterea secreției peptidei GLP-

1 doar în prezența glucozei. În același timp, quercetina a determinat scăderea transportului 

intracelular al glucozei și amplificarea metabolismului reflectată prin creșterea nivelului de ATP 

intracelular. Așadar, flavonoidele care se regăsesc în numeroase alimente, pot fi folosite în 

alimentația zilnică adăugând beneficiul prevenției bolilor metabolice (Anghel et al., 2022). 
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Cea de-a doua parte, numită „Mecanisme de semnalizare ale receptorului GPR27, un 

nou receptor adrenergic atipic” a avut ca principal obiectiv caracterizarea funcțională a 

receptorului orfan GPR27 și implicarea lui în secreția de insulină stimulată de glucoză. 

Activitatea 1 a cuprins verificarea expresiei receptorului GPR27 la suprafața membranei 

celulare. Cea de-a doua activitate a inclus identificarea liganzilor receptorului GPR27 și calea 

de semnalizare implicată. Am testat căile canonice de semnalizare intracelulară, care includ 

modularea nivelului mesagerilor secundari (AMPc și calciu) determinată de activarea 

proteinelor G heterotrimerice. Ipoteza acestor experimente a fost bazată pe identificarea unei 

posibile activări a receptorului GPR27 independent de ligand, fenomen cunoscut sub numele de 

activitate constitutivă. Astfel, s-a observat o scădere a nivelului de AMPc, sugerând că GPR27 

ar fi un receptor constitutiv activ. Prin folosirea unui set de inhibitori specifici, am demonstrat 

în mod convingător că efectele celulare observate nu sunt mediate de către proteinele Gi 

inhibitorii, infirmând astfel ipoteza inițială. Pe baza acestor rezultate, am considerat că domeniul 

C-terminal al receptorului GPR27 ar putea fi implicat în caracteristicele funcționale observate 

la nivel celular. Astfel, am generat mai mulți receptori himerici în care domeniul C-terminal al 

receptorului GPR27 a fost înlocuit cu domeniul omolog al unor receptori cunoscuți. Prin analiza 

funcțională a himerelor generate, am descoperit în mod neașteptat că receptorul himeric obținut 

prin înlocuirea domeniului C-terminal al GPR27 cu cel al receptorului β1-adrenergic (GPR27-

β1AR) funcționează identic cu receptorul β1-adrenergic prin recunoașterea aceluiași set de 

liganzi și prin activarea aceluiași tip de proteine G (din familia G stimulatoare, Gs). Prin 

aplicarea unei analize integrative, am demonstrat că receptorul GPR27 este un receptor 

adrenergic. Mai mult decât atât, semnalizarea receptorului GPR27, în prezența ligandului 

adrenergic izoproterenol, este una cu totul atipică, fiind independentă de proteinele G și de β-

arestină, el fiind implicat în transinhibarea unui receptor tirozin-kinazic, și anume receptorul 

factorului de creștere epidermică (EGFR). În final, am demonstrat un potențial rol al 

receptorului GPR27 în modularea secreției de insulină stimulată de glucoză (activitatea 3).   
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Partea I  

 
Modulatori ai secreției hormonului GLP-1 implicat 

în boli metabolice 
 

1. INTRODUCERE 

Administrarea intravenoasă a glucozei duce la o valoare a insulinemiei mai mică față de 

cea administrată oral. Acest fenomen a fost atribuit efectului incretinic – la nivelul intestinului, 

celulele enteroendocrine L secretă GLP-1, iar celulele K eliberează GIP. Incretinele au efect 

insulinotropic, însă GLP-1 produce și o suprimare a secreției de glucagon (Kazafeos, 2011). 

Prin legarea de receptorul său GLP-1R, cuplat cu proteine G stimulatorii (Gs), GLP-1 produce 

scăderea motilității gastrointestinale, reglează apetitul și șațietatea, având totodată beneficii 

asupra sistemului cardiovascular (Krieger, 2020, Ferhatbegovic et al., 2023). În celulele β-

pancreatice, promovează biosinteza și secreția insulinei, proliferarea, reducerea stresului de la 

nivelul reticulului endoplasmatic, cât și inhibarea apoptozei (Koole, 2013). 

Hormonul GLP-1 este sintetizat din preproglucagon. Celulele enteroendocrine L sunt 

răspândite de-a lungul întregului intestin subțire (duoden, jejun, ileum), dar și în colon. Cele 

proximale sunt responsabile pentru faza rapidă a secreției de GLP-1, mediată de nutrienți, în 

timp ce celulele L de la nivelul colonului sunt stimulate de acizii biliari și metaboliții bacterieni 

(Kuhre et al., 2021). Declanșarea secreției GLP-1 de către nutrienți se face prin intermediul 

transportorilor sau a activării GPCRs (Dolanc et al.). Reglarea secreției GLP-1 de către 

glucoză seamană în principal cu secreția de insulină din celulele β-pancreatice (Figura 1), însă 

există diferențe în special între specii. Astfel, în linia celulară GLUTag, linie murină obținută 

din tumori colonice, exocitoza GLP-1 are loc dependent de metabolismul glucozei cu închiderea 

canalelor KATP, dar și prin intermediul SGLT1 ce introduce în celulă două molecule de sodiu 

împreună cu una de glucoză (Reimann and Gribble, 2002, Gribble et al., 2003). În mod similar, 

are loc secreția GLP-1 din celule L primare izolate de la șoareci (Reimann et al., 2008), cât și 

în cazul perfuziei intestinului subțire de la șobolani (Kuhre et al., 2015). La oameni, SGLT1 

are un rol major în secreția de GLP-1 stimulată de glucoză, respectându-se depolarizarea 
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membranară în care sunt implicate și canalele voltaj-dependente de calciu și de sodiu (Sun et 

al., 2017). 

Terapia antidiabetică curentă utilizează medicamente bazate pe GLP-1, cuprinzâd două 

clase: agoniști ai receptorului GLP-1 (incretinomimetice) – exenatid, liraglutid, lixisentatid, 

taspoglutid, albiglutid, dulaglutid și semaglutid, împreună cu inhibitori ai enzimei care 

degradează GLP-1, și anume DPP-4 (gliptinele) – sitagliptin, vildagliptin, saxagliptin, alogliptin 

și linagliptin (Gilbert and Pratley, 2020). Ambele clase promovează secreția de insulină prin 

creșterea expunerii la GLP-1, producând o scădere a glicemiei doar în cazul unei stări 

hiperglicemice (DeFronzo et al., 2014). În plus, agoniștii GLP-1R au efecte benefice asupra 

greutății și a sistemului cardiovascular. În ultimii ani s-a observat o creștere a vânzărilor 

Ozempic (Novo Nordisk, semaglutid) pentru utilizarea off-label ca medicament pentru pierderea 

în greutate, având într-adevăr rezultate promițătoare (Han et al., 2023). Prin urmare, având în 

vedere beneficiile terapeutice ale GLP-1, identificarea unor noi secretagogi rămâne o direcție 

de cercetare esențială pentru dezvoltarea unor strategii mai eficiente în tratamentul diabetului și 

al obezității. 

Figura 1. Secreția hormonului GLP-1 

stimulată de glucoză. Postprandial, glucoza 

ajunge la nivel lumenului intestinal de unde 

poate pătrunde în celulele enteroendocrine de 

tip L prin doi transportori dispuși apical, și 

anume GLUT2 și SGLT1. La om, SGLT1 

pare că joacă un rol mai important (Sun et al., 

2017). Glucoza din celulă va fi metabolizată 

cu amplificarea secreției și după caz (în 

funcție de specie), cu închiderea canalelor 

KATP (Sun et al., 2017). De asemenea, GLUT2 

pare că este exprimat și la nivelul membranei 

bazolaterale fiind implicat în transportul 

glucozei în circulație (Schmitt et al., 2017). 

Creat în BioRender. Anghel, S. (2025) 

https://BioRender.com/k75e139. 
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2. MATERIALE ȘI METODE 

În scopul identificării secretagogilor GLP-1, am utilizat o linie celulară reporter 

(GLUTag-NLuc) generată în cadrul Institutului de Biochimie al Academiei Române în care 

hormonul este cosecretat împreună cu luciferaza NanoLuc (Figura 2A). Astfel, prin 

determinarea luminescenței se măsoară indirect cantitatea de hormon secretat. Validarea testului 

luminescent de secreție a fost realizată prin testul imunosorbant legat de enzimă (ELISA). 

Ulterior, metoda optimizată a fost aplicată pentru testarea unei biblioteci de compuși naturali. 

În plus, mecanismul de acțiune al secretagogilor a fost investigat prin metoda luminescentă 

dezvoltată, precum și prin determinarea absorbției glucozei și a nivelului de ATP (Anghel et al., 

2022). 

3. REZULTATE ȘI DISCUȚII 

Inițial, testul de secreție GLP-1 bazat pe luciferază a fost optimizat prin testarea 

diferitelor condiții experimentale (număr de celule, mediu de secreție) folosind secretagogi 

cunoscuți. După ce metoda a fost optimizată, a fost testată o librărie de 173 de compuși naturali. 

Printre stimulatori, se observă o preponderență a flavonoidelor, precum quercetina, luteolina, 

apigenina, baicaleina, miricetina, crisina și fisetina (Figura 2B) (Anghel et al., 2022). 

Flavonoidele din alimentație au fost asociate un risc redus de apariție a diabetului zaharat sau 

cu alte beneficii asociate pre-diabetului sau obezității, cum ar fi creșterea sensibilității la insulină 

(Dinda et al., 2020, Martin and Ramos, 2021). În continuare, am investigat mecanismul celular 

implicat în secreția GLP-1 indusă de către flavoinoide utilizând linia celulară reporter, axându-

ne în principal pe quercetină. În prezența inhibitorului de canalele de calciu voltaj-dependente 

de tip L, nifedipină, stimularea secreției de GLP-1 de către compuși este abolită (Figura 3A). 

Mai mult decât atât, creșterea secreției de GLP-1 de către quercetină se observă doar în prezența 

glucozei (Figura 3B). Secreția de GLP-1 mediată de glucoză implică două mecanisme 1) intrarea 

glucozei în celule prin transportul facilitat de GLUT, creșterea metabolismului intracelular cu 

modificarea balanței ATP/ADP ce permite închiderea canalelor KATP sau 2) intrarea glucozei 

prin transportorul electrogenic SGLT1; ambele evenimente soldându-se cu modificarea 

potențialului de membrană care deschide canalele de calciu de tip L (Sun et al., 2017, Gribble 

et al., 2003). Utilizând inhibitori specifici transportorilor de glucoză – floridzină (inhibitor 

SGLT1) și floretină (inhibitor GLUT) quercetina eșuează în a mai stimula secreția GLP-1 cu  
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Figura 2. Noi compuși naturali au fost identificați ca modulatori ai secreției hormonului 

GLP-1, folosind linia celulară reporter GLUTag-NLuc A. Reprezentare schematică a 

metodei bioluminescente de cuantificare a peptidei GLP-1 secretate. Prin expresia proteinei de 

fuziune proglucagon-NanoLuc are loc clivarea proteolitică generându-se GLP-1 și luciferaza ce 

urmează a fi secretate în mediul extracelular. Luciferaza din mediu poate fi cuantificată prin 

detecția activității sale la un cititor de plăci, reflectând cantitatea de GLP-1 secretat. Creat în 

BioRender. Anghel, S. (2025) https://BioRender.com/l18u762. B. Reprezentare grafică a 

compușilor identificați în funcție de nivelul de creștere/scădere a secreției raportat la control 

(DMSO). Adaptat din (Anghel et al., 2022). 

aceeași eficacitate (Figura 3C). Așadar, quercetina potențează secreția de GLP-1 indusă de 

glucoză, implicând transportorii de glucoză, GLUT și SGLT1, cu creșterea calciului intracelular 

determinată de deschiderea canalele voltaj-dependente de tip L (Anghel et al., 2022). 

Amplificarea secreției de GLP-1 indusă de glucoză de către quercetină ar putea fi consecința 
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unei absorbții crescute a glucozei (prin transportul acesteia) sau prin intensificarea 

metabolismului celular al acesteia. Absorbția glucozei a fost testată folosind un kit non-

radioactiv bazat pe luminescență, quercetina și luteolina scăzând intrarea glucozei în celulă 

(Figura 3D). Însă, în prezența inhibitorilor lanțului respirator mitocrondrial, azida de sodiu 

(inhibitor complex IV) și oligomicina (inhibitor ATP sintază), se remarcă abolirea efectului 

quercetinei asupra secreției de GLP-1 (Figura 3E). Totodată, quercetina crește nivelul de ATP, 

efect blocat de către inhibitorii menționați anterior (Figura 3F). Prin urmare, quercetina 

stimulează secreția de GLP-1 doar în prezența glucozei, prin intensificarea metabolismului 

acesteia, ceea ce se reflectă printr-un nivel crescut de ATP (Anghel et al., 2022).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                                  

                                                                                                                                             

Figura 3. Quercetina intervine în metabolismul celular al glucozei. A. Activitatea luciferazei 
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determinată de compuși sub influența nifedipinei (5 µM). Datele sunt prezentate ca medie ± DS 

(n = 5-6). B. Dependența de glucoză a quercetinei. Datele sunt prezentate ca medie ± DS (n = 

6); ANOVA urmată de testul post-hoc Tukey comparând quercetina în glucoză 0 mM cu 

compușii în glucoză 1 mM și 16.8 mM. C. Activitatea luciferazei determinată de quercetină în 

prezența inhibitorilor de transport al glucozei, floretină și floridzină. Datele sunt prezentate ca 

medie ± DS (n = 5, cu excepția controlului, 20 μΜ floridzină și pentru quercetină în prezența a 

20 sau 100 μΜ floretină unde n = 6); ANOVA urmată de testul post-hoc Tukey comparând 

control sau quercetina minus/plus inhibitor. D. Utilizarea glucozei în celulele GLUTag-NLuc 

sub influența quercetinei și luteolinei. Floretina 100 µM și forskolina 5 µM au fost folosite drept 

control pozitiv. Datele sunt prezentate ca medie ± DS (n = 5); ANOVA urmată de testul post-

hoc Tukey comparând fiecare compus cu controlul (DMSO). E. Activitatea luciferazei măsurată 

în prezența quercetinei și a inhibitorilor de lanț respirator mitocondrial (azidă de sodiu, 2 mM), 

respectiv de ATP sintază (oligomicină, 2 µM). Datele sunt prezentate ca medie ± DS (n = 5); 

ANOVA urmată de testul post-hoc Tukey comparând controlul cu inhibitorii și quercetina cu 

quercetină plus inhibitori. F. Nivelul de ATP determinat în 16.8 mM glucoză, în prezența 

quercetinei și a inhibitorilor de lanț respirator mitocondrial (azidă de sodiu, 2 mM), respectiv de 

ATP sintază (oligomicină, 2 µM). Datele sunt prezentate ca medie ± DS (n = 5); ANOVA 

urmată de testul post-hoc Tukey comparând controlul cu inhibitorii și quercetina cu quercetină 

plus inhibitori. Adaptat din (Anghel et al., 2022). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, 

****p<0.0001. 

 

Partea II 

 
Mecanisme de semnalizare ale receptorului GPR27, 

un nou receptor adrenergic atipic 
 

1. INTRODUCERE 

Receptorii cuplați cu proteine G (GPCRs) reprezintă una dintre cele mai mari și 

importante familii de receptori de la nivelul membranei celulare, exprimarea lor fiind ubicuitară, 

participând în aproape toate procesele fiziopatologice (Lefkowitz, 2007). Activarea lor canonică 
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Figura 4. Semnalizarea GPCRs prin proteinele G și prin β-arestină (internalizare și 

semnalizare) (Jean-Charles et al., 2017, Milligan, 2006).  Creat în BioRender. Anghel, S. 

(2025) https://BioRender.com/q68s413. 

implică interacțiunea cu proteine G heterotrimerice, alcătuite din trei subunități (α, β, γ), care 

prezintă o activitate intrinsecă GTPazică. În funcție de efectorii implicați și de tipul subunității 

α, proteinele G sunt clasificate în Gαs, Gαi/o, Gαq și Gα12/13 (Figura 4) (Milligan, 2006).  
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GPCR-omul uman este constituit din peste 800 de membri (incluzând receptorii 

senzoriali), însă o parte dintre aceștia sunt considerați orfani – ligandul endogen și funcția nu 

sunt cunoscute  (Tang et al., 2012). Având în vedere exprimarea ubicuitară și importanța lor ca 

ținte terapeutice, receptorii orfani reprezintă o frontieră neexplorată în farmacologie care merită 

investigată (Hauser et al., 2017). 

GPR27 (SREB1) face parte din subfamilia SREBs (Superconserved Receptors 

Expressed in the Brain) alături de GPR85 (SREB2) și GPR173 (SREB3), aparținând clasei A 

de receptori (asemănători Rodopsinei), fiind considerați orfani. Cei trei receptori sunt similari 

în procent de 52-63%, fiind de asemenea asemănători receptorilor aminergici (25% identitate) 

(O'Dowd et al., 1998, Matsumoto et al., 2000). Pentru a evidenția versatilitatea receptorului și 

pentru a investiga ce acțiuni poate deține și ce se cunoaște despre farmacologia lui, am căutat 

literatura de specialitate care îl vizează în mai multe baze de date, (Web of Science, PubMed și 

Scopus), folosind „GPR27” și „SREB1” ca termeni cheie. Am ales doar articolele originale 

pentru a fi analizate (Tabelul 1-1 din lucrarea de doctorat in extenso). După eliminarea 

duplicatelor și a articolelor în care nu era prevăzut GPR27, 27 de articole au fost analizate. 

Dintre acestea, 3 articole studiază nivelul de conservare și evoluția GPR27 (Ribrioux et al., 

2008, Breton et al., 2021, Breton et al., 2023), 8 articole demonstrează farmacologia receptorului 

cu potențiali liganzi și căi de semnalizare (Martin et al., 2015, Yanai et al., 2016, Hossain et al., 

2016, Dupuis et al., 2017, Jin et al., 2018, Pillaiyar et al., 2021, Pillaiyar et al., 2023, Kaafarani 

et al., 2023), 5 articole vizează implicarea GPR27 în metabolism (producție de insulină, 

sensibilitatea de insulină, homeostazia lipidelor și a glucozei) (Ku et al., 2012, Chopra et al., 

2020, Nath et al., 2020, Dolanc et al., 2022, Rutkove et al., 2023), 5 dintre ele prevăd rolul 

GPR27 în cancer (Hallett et al., 2012, Lando et al., 2015, Wang et al., 2022, Pan and Gao, 2023, 

Cai et al., 2024), 3 articole prezintă consecințele delețiilor genice în regiunea Gpr27 sau care 

include regiunea GPR27 (Petek et al., 2003, Pariani et al., 2009, Oh et al., 2023), iar alte 3 

articole dovedesc rolul GPR27 în stări inflamatorii, inclusiv reacții alergice (Livingston et al., 

2017, Sharma et al., 2023, Zhang et al., 2023). Așadar, se observă că GPR27 este implicat intr-

o paletă largă de procese celulare, în corelație cu expresia lui larg răspândită. În egală măsură, 

deși au fost identificați câțiva liganzi ai receptorului GPR27 (Dupuis et al., 2017, Pillaiyar et al., 

2021, Pillaiyar et al., 2023, Yanai et al., 2016), el este considerat în continuare ca fiind orfan. 

Aparent, ar putea să recruteze β-arestina 2 printr-un mecanism ligand-depedent (Dupuis et al., 
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2017, Pillaiyar et al., 2021, Pillaiyar et al., 2023), dar și proteinele Gq (Ku et al., 2012) sau 

proteinele Gi (Martin et al., 2015), în lipsa unui ligand, sugerând o activitate constitutivă. 

Totodată, se remarcă un rezultat net inconsecvent în ceea ce privește cancerul (expresia lui 

prezintă risc crescut sau scăzut, supraviețuirea este îmbunătățită sau scade), dar în funcție de 

tipul de cancer poate prezenta consecințe diferite. În aceași timp, în baza de date The Cancer 

Genome Atlas Program (The Cancer Genome Atlas Program) (https://portal.gdc.cancer.gov/), 

receptorul GPR27 este frecvent asociat în diferite cancere cu mutații loss-of-function față de 

gain-of-function ceea ce poate sugera că GPR27 este inactiv/-at în celulele canceroase, posibil 

datorită unui potențial rol protector. Totodată, implicarea lui în metabolism, subliniază 

importanța deorfanizării și caracterizarii sale, putând deservi ca o țintă farmacologică ce 

favorizează homeostazia glucozei prin modularea secreției și/sau acțiunii insulinei. 

2. MATERIALE ȘI METODE 

Receptorul GPR27 a fost caracterizat funcțional prin exprimarea heterologă în linia 

celulară HEK293T. Inițial, prin folosirea testului cito-ELISA, s-a verificat prezența acestuia la 

membrana plasmatică. Apoi, s-au utilizat instrumentele farmacologiei inverse, cât și generarea 

unor construcți himerici care au condus la descoperirea ligandului. Aplicând metode integrative 

prin care se detectează activarea unor elemente de răspuns ale factorilor de transcripție (Cheng 

et al., 2010), o baterie de inhibitori, dar și o metodă de recrutare a β-arestinei bazată pe 

complementaritatea luciferazei Firefly (Dupuis et al., 2017), calea de semnalizare a receptorului 

GPR27 a fost dezvăluită. Implicarea receptorului GPR27 în secreția de insulină a fost realizată 

prin silențierea receptorului într-o linie celulară de insulinoame, INS1E și măsurarea secreției 

de insulină folosind un kit HTRF (Revvity). 

3. REZULTATE ȘI DISCUȚII  

 Receptorul GPR27 se exprimă la membrana plasmatică, după cum se observă prin testul 

cito-ELISA (Figura 5A). Folosind un biosenzor pentru nivelul de AMPc (sistemul Glosensor-

22F), am testat potențiala activitate constitutivă a receptorilor care fac parte din familia SREBs 

(Figura 5B). Se observă că GPR27 și GPR173 reduc nivelul de AMPc bazal, dar și cel stimulat 

de forskolină, inhibarea fiind mai puternică în cazul GPR27, sugerând cuplarea cu proteinele 

Gi/o. Dar folosind inhibitori specifici care ADP-ribozilează proteinele din familia Gi/o blocând 
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interacțiunea GPCR-proteină G, și anume toxina pertussis (PTX, Figura 5C) (Locht and 

Antoine, 1995) sau OZITX (Figura 5D) (Keen et al., 2022), efectul GPR27 nu a putut fi reversat.  

În continuare, am recurs la construirea unor receptori himerici pentru a caracteriza 

receptorul orfan GPR27, astfel: a) prin clonare cu enzime de restricție a fost realizată o versiune 

truncată a receptorului GPR27 în care domeniul C terminal este absent (GPR27ΔCt), b) 

domeniul C terminal al receptorului β1-adrenergic (β1AR) a fost înlocuit cu cel a receptorului 

GPR27, rezultând receptorul himeric β1AR-GPR27 și c) au fost sintetizați mai mulți receptori 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Receptorul GPR27 scade nivelul de AMPc intracelular independent de 

proteinele G. A. Cito-ELISA în celule transfectate cu vector gol (mock) respectiv transfectate 

cu GPR27 sau cu HCA2R. B. SREBs în condiții bazale (solvent) sau stimulate (forskolin, 10 

μM) C., D. Nivelul de AMPc determinat de GPR27 în prezența PTX (inhibitor Gαi/o, w/o Gαz, 

100 ng/mL) (C), respectiv OZITX (GαO, GαZ and Gαi inhibiting ToXin (Keen et al., 2022) (D). 

Receptorul HCA2R (receptor de niacină) a fost folosit drept control pozitiv în cazul 

experimentului cu PTX, în timp ce în cazul experimentului cu OZITX, a fost folosit receptorul 

D2. Datele sunt prezentate ca medie ± DS (n = 4-6); ANOVA urmată de testul post-hoc Tukey 



 

18 

 

comparând semnalul determinat de fiecare receptor cu mock în prezența forskolin (A) sau cel 

dat de prezența liganzilor minus/plus toxine (C, D). ***p<0.001, ****p<0.0001. 

himerici în care domeniul C terminal al receptorului GPR27 a fost înlocuit cu domeniul omolog 

al altor receptori cunoscuți, rezultând receptorii himerici GPR27-β1AR, GPR27-α1AR, GPR27-

β2AR, GPR27-M1 și GPR27-GPR75 (Figura 6A). Nivelul de AMPc indus de către GPR27 și 

de către versiunea truncată, GPR27ΔCt este similar (Figura 6B).  Domeniul C-terminal al 

GPR27 în cadrul himerei β1AR-GPR27 scade semnificativ semnalul dat de AMPc în prezența 

liganzilor adrenergici (izoproterenol și adrenalină), comparativ cu receptorul β1-AR, posibil 

datorită abolirii cuplării cu proteinele Gs (Figura 6C, Figura 6D). Apoi, receptorul himeric 

GPR27-β1AR a fost utilizat pentru a testa o bibliotecă de compuși aprobați FDA (TargetMol) 

alcătuită din 1403 substanțe, folosind sistemul GloSensor-22F (Tabelul 3-1, pag. 63, lucrarea 

de doctorat in extenso). În urma screeningului, au reieșit mai multe observații: 1) similar 

receptorului β1-AR, s-a înregistrat o activitate constitutivă de creștere a AMPc, 2) am identificat 

numeroși liganzi care au crescut nivelul de AMPc, sugerând cuplarea cu proteinele Gs, 3) 

majoritar acești liganzi au fost aminergici, în mod special adrenergici, 4) orice activator al 

himerei GPR27-β1AR, este un activator al receptorului β1AR și 5) curba concentrație-răspuns 

a izoproterenolului (Figura 6E), cât și a adrenalinei (Figura 6F) prezintă un aspect similar în 

cazul celulelor ce exprimă receptorul β1AR versus cele care exprimă himera GPR27-β1AR. 

Așadar, în ceea ce privește nivelul de AMPc intracelular, himera β1AR-GPR27 se comportă 

precum GPR27, în timp ce himera GPR27-β1AR este similară receptorului β1-AR. Celelalte 

himere obținute nu au determinat răspunsul GPR27 la izoproterenol. 

Nivelul de AMPc dependent de GPR27 nu este modificat de izoproterenolul (1 nM), așa 

cum se observă în modul Gs (Figura 7A), dar și în modul Gi (Figura 7B). Astfel, doar în prezența 

domeniului C-terminal al receptorului β1-AR GPR27 poate semnaliza cu recrutarea proteinelor 

Gs care rezultă în stimularea formării de AMPc (Figura 6E). Pentru a elimina limităriile impuse 

de măsurarea mesagerilor secundari rezultați în urma activării GPCRs, am optat pentru o metodă 

mai integrativă a căilor de semnalizare, și anume activarea elementelor de răspuns de către 

factorii de transcripție (Cheng et al., 2010). Se observă că izoproterenolul determină activarea 

elementelor de răspuns la cAMP (CRE) doar în cazul celulelor care exprimă receptorul β1AR, 

nu și în cazul celulelor transfectate cu GPR27 (Figura 7C). În schimb, izoproterenolul (1 μM) 

inhibă activarea elementelor de răspuns la ser prin GPR27 (Figura 7D). În egală măsură, 
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inhibarea activității SRE determinată de izoproterenol în celulele transfectate cu GPR27, este 

dependentă de concentrație (Figura 7E). Antagoniștii β-adrenergici, metoprolol (β1-selectiv) și 

propranolol (neselectiv) reversează inhibarea activității SRE indusă de izoproterenol mediată de 

GPR27, acesta fiind un alt argument puternic care sugerează că GPR27 este un receptor 

adrenergic (Figura 7F). 

Figura 6. Receptorul himeric GPR27-β1AR răspunde la liganzi adrenergici. A. 

Reprezentare schematică a receptorului GPR27 truncat (GPR27ΔCt) și a receptorilor himerici 

β1AR-GPR27 și GPR27-β1AR. Creat în BioRender. Anghel, S. (2025) https:// BioRender.com/ 
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a27p278. B. Nivelul de AMPc determinat de mock, de celulele care exprimă GPR27 și cele care 

exprimă GPR27ΔCt. C., D. Nivelul de AMPc determinat de izoproterenol (C) și adrenalină (D) 

în celulele care exprimă himera β1AR-GPR27. E., F. Nivelul de AMPc determinat de 

izoproterenol (E) și adrenalină în celulele care exprimă himera GPR27-β1AR (F). Datele sunt 

prezentate ca medie ± DS (n = 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Receptorul GPR27 inhibă activitatea SRE în prezența izoproterenolului. A., B. 

Nivelul de AMPc determinat de izoproterenol (1 nM) în absența (A) sau prezența forskolinei 

(10 μM) (B) în celulele transfectate cu vector gol (mock), transfectate cu GPR27 și cu β1-
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adrenoreceptor. C. Activitatea CRE modulată de izoproterenol (1 nM) în celulele care exprimă 

GPR27 sau receptorul β1AR. D. Activitatea SRE determinată de izoproterenol (1 μM) în 

celulele ce exprimă GPR27 sau receptorul β1AR. E. Activitatea SRE determinată de curba 

concentrații crescute progresiv de izoproterenol în celule mock și transfecte cu GPR27. F. 

Activitatea SRE determinată de izoproterenol (1 μM) și antagoniști β-adrenergici (metoprolol, 

propranolol 10 μM) în celulele ce exprimă GPR27. Datele sunt prezentate ca medie ± DS (n = 

4-6); Testul t Student compară semnalul determinat de fiecare receptor în lipsa izoproterenol cu 

cel dat de izoproterenol (A, B, C, D). **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. 

Căile clasice de semnalizare a GPCRs implică căi dependente de proteinele G și căi 

independente de proteinele G guvernate de β-arestină, deși contribuția proteinelor G în 

semnalizarea dependentă de β-arestină este încă dezbătută (Grundmann et al., 2018). Inhibarea 

activității SRE determinată de izoproterenol poate fi mediată de proteinele G, implicarea lor 

fiind analizată farmacologic, folosind inhibitori specifici (Figura 8A). PTX (inhibitor proteine 

Gi/o (Locht and Antoine, 1995)), suramina (blocant al cuplării receptorilor cu proteinele G 

(Chung and Kermode, 2005)), galeina (inhibitor al subunității Gβγ (Karuppagounder et al., 

2018)),  Y-27632 (calea G12/13, inhibitor specific de ROCK (Siehler, 2009)) și YM-254890 

(inhibitorul subunității Gαq (Nishimura et al., 2010)) au eșuat în a reversa inhibarea dată de 

izoproterenol asupra activității SRE dependentă de GPR27 (Figura 8A). Fosforilarea 

receptorului de către GRKs precede recrutarea β-arestinei (Jean-Charles et al., 2017). În 

prezența unui inhibitorul neselectiv pentru GRKs (Wang et al., 2016), activarea SRE de către 

izoproterenol în cazul β1AR este crescută datorită blocării internalizării receptorului, efectul 

GPR27 fiind păstrat (Figura 8B). Implicarea β-arestinei 2 a fost investigată și printr-un test de 

complementaritate a luciferazei (Dupuis et al., 2017). În plus, s-au mai utilizat doi receptori 

himerici, GPR27-V2R și β2AR-V2R, având domeniul C terminal înlocuit cu cel al vasopresinei 

2 (V2R), bogat în situsuri de fosforilare, favorizând recrutarea β-arestinei (Dupuis et al., 2017). 

În timp ce β2AR și β2AR-V2R recrutează β-arestina 2 în prezența izoproterenolului, GPR27 și 

GPR27-V2R nu interacționează cu aceasta (Figura 8C). În același timp, himera GPR27-V2R se 

comportă precum receptorul GPR27 în ceea ce privește activitatea SRE (Figura 8D). 

 O altă cale de semnalizare celulară importantă a GPCRs este aceea descrisă de 

interacțiunea cu receptorii tirozin kinazici (RTKs). Mai exact, în literatură se întâlnește des 

termenul de transactivare – activarea GPCRs de către ligand conduce la activarea RTK, 
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fenomenul putând fi și reciproc (RTKs să ducă la activarea GPCRs) (Delcourt et al., 2007). 

Primul receptor tirozin-kinazic raportat ca fiind transactivat de un GPCR, este receptorul de 

creștere epidermică (EGFR) (Daub et al., 1996). Activarea EGFR determină supraviețuirea,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Inhibarea activității SRE de către izoproterenol prin receptorul GPR27 este 

independentă de proteinele G și β-arestină. A. Activitatea SRE indusă de izoproterenol în 

prezența inhibitorilor de proteine G, și anume PTX (100 ng/mL), suramină (100 µM), galeină 

(100 µM), Y-27632 (10 µM) și YM-254890 (100 nM) în celule care exprimă GPR27. B. 

Activitatea SRE indusă de izoproterenol în prezența inhibitorului de GRK (4A52MB, 100 μM) 

asupra celulelor care exprimă GPR27 sau receptorul β1AR. C. Activitatea luciferazei Firefly în 

testul de complementaritate în prezența izoproterenol asupra mock sau a celulelor ce exprimă 

GPR27-FLuc, GPR27-V2R-FLuc, β2AR-FLuc, β2AR-V2R-FLuc și FLuc-β-arestina 2. D. 

Activitatea SRE determinată de izoproterenol în celulele ce exprimă receptorii corespunzători 

testului de complementaritate a luciferazei Firefly din (C). Datele sunt prezentate ca medie ± 

DS (n = 4-6); ANOVA urmată de testul post-hoc Tukey comparând semnalul determinat de 
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fiecare receptor în prezența inhibitorului de GRK (4A52MB) minus/plus izoproterenol (B). 

Testul t Student compară semnalul determinat de fiecare receptor în lipsa izoproterenol cu cel 

dat de izoproterenol. (C, D). *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001. 

proliferarea și migrarea celulelor (Arteaga and Engelman, 2014). Izoproterenolul (1 μM) inhibă 

activarea SRE indusă de către EGF dependent de GPR27 (Figura 9A). Mai mult decât atât, 

inhibarea determinată de izoproterenol (Figura 9B) sau de adrenalină (Figura 9C) este 

dependentă de concentrație. În prezența inhibitorului tirozin-kinazic al EGFR, erlotinib (Anghel 

et al., 2024), efectul izoproterenolului de inhibare a activității SRE prin GPR27 este abolit 

(Figura 9D). Astfel, se poate preciza că receptorul GPR27 transinhibă receptorul EGFR, 

fenomen descris rareori în literatură ca transinactivare (Duchene et al., 2002). 

Modularea activității SRE indusă de către receptorii himerici, β1AR-GPR27 și GPR27-

β1AR, dar și de către versiunea truncată a receptorului GPR27 (GPR27ΔCt) (Figura 10A), se 

află în corelație cu datele obținute în cazul determinării nivelului de AMPc (Figura 6B, C și E). 

În cazul receptorului β1AR, regiunea ICL3 este esențială pentru cuplarea receptorului cu 

proteinele Gs (Qiu et al., 2024). Așadar, regiunea ICL3 a receptorului β1AR a fost înlocuită cu 

cea a receptorului GPR27 generând receptorul himeric β1ARicl3GPR27. În prezența 

concentrațiilor crescute de izoproterenol, nivelul de AMPc produs de către receptorul himeric 

β1ARicl3GPR27 este similar cu cel indus de receptorul β1AR, observându-se doar o deplasare 

spre dreapta a curbei, deci o reducere minoră a funcționalității (Figura 10B). Prin urmare, se poate 

considera că regiunea ICL3 a receptorului GPR27 este compatibilă cu cea a receptorului β1AR. 

Am generat receptorul himeric reciproc, GPR27icl3β1AR (receptorul GPR27 cu regiunea ICL3 

al receptorului β1AR). Activitatea SRE determinată de această himeră este similară receptorului 

GPR27 (Figura 10C). Totodată, se remarcă din nou asemănarea dintre receptorul himeric 

β1ARicl3GPR27 și β1AR. Însă, nivelul activității SRE produs de himera GPR27icl3β1AR este 

de 10 ori mai mare față de cel indusă de GPR27 (Figura 10D). În consecință, regiunea ICL3 a 

β1AR cauzează o reversare a efectului inhibitor al GPR27.  

Datele prezentate până acum relevă două caracteristici importante ale semnalizării 

GPR27: 1) inhibă activitatea SRE în prezența izoproterenolului independent de proteinele G sau 

β-arestină și 2) transinhibă EGFR. Însă, prin ce mecanism are loc acest fenomen? Inhibarea 

EGFR de către GPR27 prin izoproterenol, poate fi explicată printr-un mecanism de inactivare 
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al EGFR, și anume defosforilarea mediată de o tirozin-fosfatază (Ceresa and Vanlandingham, 

2008) sau inhibarea unei potențiale fosforilări determinată de o kinază. Interacțiunea directă  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Liganzii adrenergici, izoproterenol și adrenalina inhibă activarea SRE indusă 

de către factorul de creștere epidermică (EGF) dependent de receptorul GPR27. A. 

Activitatea SRE indusă de EGF (1 nM) și izoproterenol (1 μM) în celulele transfectate cu vector 

gol (mock) și celulele care exprimă GPR27. B., C. Curbă concentrație-răspuns al 

izoproterenolului (B) sau adrenalinei (C) în prezența a 1 nM EGF atât în cazul celulelor 

transfectate cu vector gol (mock), cât și în cazul celor transfectate cu GPR27. D. Activitatea 

SRE indusă de EGF și de concentrații crescânde de izoproterenol în absența sau în prezența 

erlotinib (10 µM) în mock și în celulele care exprimă GPR27. Datele sunt prezentate ca medie 

± DS (n = 6); ANOVA urmată de testul post-hoc Tukey comparând semnalul determinat de 

prezența EGF minus/plus izoproterenol (A). ****p<0.0001. 

dintre un GPCR și kinazele Src se presupune că are loc prin domeniul C-terminal sau ICL3, 

dacă prezintă regiuni bogate în prolină (Berndt and Liebscher, 2021). GPR27 prezintă în 

regiunea ICL3 astfel de regiuni bogate în prolină, de aceea am ales să testăm un inhibitor de Src, 

și anume PP2 (10 μM). Inhibarea dată de izoproterenol, în prezența EGF, dependentă de GPR27,  
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Figura 10. Izoproterenol inhibă activitatea SRE dependent de receptorul GPR27, fiind 

implicată o kinază din familia Src. A. Activitatea SRE indusă de concentrații crescute 

progresiv de izoproterenol, în prezența EGF, în celule care exprimă GPR27, versiunea truncată 

a receptorului GPR27 (GPR27ΔCt), receptorul β1AR și receptorii himerici β1AR-GPR27 și 

GPR27-β1AR. B. Nivelul de AMPc generat de concentrații crescânde de izoproterenol în celule 

care exprimă GPR27, β1ARicl3GPR27 și  β1AR. C. Activitatea SRE indusă de concentrații 

crescute progresiv de izoproterenol, în prezența EGF, în celule care exprimă GPR27, receptorul 

β1AR și receptorii himerici β1ARicl3GPR27 și GPR27icl3β1AR. D. Activitatea SRE indusă de 

izoproterenol (1 μM) în celulele ce exprimă GPR27 și receptorul himeric GPR27icl3β1AR 
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(datele brute din C). E., F. Activitatea SRE indusă de concetrații crescute de izoproterenol în 

prezența PP2 (10 μM) și a EGF (1 nM) în celule care exprimă GPR27 (E) și în celule care 

exprimă receptorul β1AR (F). Datele sunt exprimate ca medie ± DS (n = 3). Testul t Student 

compară semnalul determinat de fiecare receptor în lipsa izoproterenol cu cel dat de 

izoproterenol (D). *p<0.05, **p<0.01. 

a fost abolită de către PP2 (Figura 10E). În egală măsură, tratamentul cu PP2 asupra celulelor 

care exprimă receptorul β1 adrenergic nu produce un efect semnificativ (Figura 10F).   

Reducerea expresiei receptorului GPR27 în celulele INS1E cauzează o potențare a 

eliberării de insulină dependentă de glucoză (Figura 11A), dar și o amplificare a activității 

receptorilor implicați în secreția de insulină stimulată de glucoză (Figura 11B). Aceste date se 

alinează cu datele obținute anterior, evidențând din nou efectul inhibitor al GPR27.  

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Reducerea expresiei receptorului GPR27 are ca efect creșterea secreției de 

insulină stimulată de glucoză. A. Secreția de insulină stimulată de glucoză, în două condiții – 

2.8G (2.8 mM glucoză) și 16.8G (16.8 mM glucoză) în celulele transfectate cu scr sau cu siRNA 

specific pentru receptorul GPR27 (siGPR27). B. Calciu intracelular determinat de carbacol 

(ligand al receptorilor de acetilcolină muscarinici), Tak-875 (ligand al receptorilor de acizi grași 

1, FFAR1) și Tug-891 (ligand al receptorilor de acizi grași 4, FFAR4) în celulele transfectate 

cu scr sau cu siGPR27. Datele sunt prezentate ca medie ± DS (n = 4-6); Testul t Student compară 

secreția de insulină determinată de celulele transfectate cu scr versus cele cu siGPR27 la 2,8 

mM glucoză (2.8G), respectiv la 16,8 mM glucoză (16.8G) (A); Testul t Student compară 

semnalul determinat de carbacol, Tak-875 sau Tug-891 în celulele transfectate cu scr versus cele 

cu siGPR27 (B). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Concluzii finale 

Prima parte a aceastei lucrări demonstrează descoperirea unor noi secretagogi 

naturali ai hormonului intestinal, GLP-1 care se bazează pe următoarele observații:  

- Metoda pentru determinarea activității luciferazei din mediul secretat de celulele GLUTag-

NLuc este rapidă și eficientă.  

- Celulele GLUTag-NLuc recapitulează secreția fiziologică a hormonului GLP-1.  

- Noii secretagogi identificați acoperă o gamă largă de compuși naturali, predominanți fiind 

flavonoidele. Acestea se regăsesc în numeroase fructe și legume (ceapă, roșie, măr, fructe 

de pădure). 

- Din librăria de 173 compuși un singur compus a prezentat toxicitate și anume dioscina 

(saponină).  

- Secretagogii identificați funcționează doar în prezența calciului extracelular (dovedit prin 

eliminarea calciului din mediu, dar și prin folosirea inhibitorului de canale de calciu de tip 

L, nifedipina).  

- Quercetina, una dintre cele mai potente flavonoide identificate, funcționează doar în 

prezența glucozei, fiind implicați cei doi transportori de glucoză, SGLT1 și GLUT1. Prin 

blocarea farmacologică a celor doi participanți, s-a observat o scădere a secreției de GLP-1 

indusă de quercetină.  

- Quercetina inhibă absorbția glucozei în celule dovedit prin utilizarea unei metode non-

radioactive de determinare a utilizării glucozei.  

- Quercetina stimulează secreția de GLP-1 stimulată de glucoză prin creșterea nivelului de 

ATP, sugerând amplicarea metabolismul glucozei ca efect principal (Anghel et al., 2022).  

 

A doua parte a acestui studiu demonstrează apartenența receptorului GPR27 în 

familia receptorilor adrenergici și ilustrează una dintre problemele deorfanizării 

contemporane, și anume semnalizarea neconvențională, atipică a unor receptori GPCRs. 

Punctele esențiale ale acestei părți sunt: 

- Receptorul GPR27 exprimat heterolog în linia celulară HEK293T scade nivelul de AMPc 

în lipsa unui ligand și independent de activitatea proteinelor Gi.  
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- Am construit receptori himerici în care am înlocuit domeniul C-terminal al  receptorului 

GPR27 cu domeniul C-terminal al altor receptori cunoscuți pentru a determina importanța 

regiunii C-terminale în semnalizarea celulară  

- Am arătat prin determinarea AMPc și SRE similaritatea dintre receptorul GPR27 și 

receptorul himeric β1AR-GPR27 (receptorul β1-adrenergic cu domeniul C-terminal al 

receptorului GPR27), ambii având un efect inhibitor. Pe de altă parte, am arătat similaritatea 

între receptorul β1AR și receptorul himeric GPR27-β1AR (receptorul GPR27 cu domeniul 

C-terminal al receptorului β1AR), amândoi demonstrând un efect stimulator în prezența 

liganzilor adrenergici (adrenalină și izoproterenol).  

- Am testat o bibliotecă de 1403 compuși aprobați de către FDA prin determinarea nivelul de 

AMPc în celulele care exprimă receptorul himeric GPR27-β1AR. Principalii liganzi 

identificați fac parte din compușii clasei aminergice, remarcându-se în special cei 

adrenergici.  

- Am identificat domeniul C-terminal al receptorului β1-adrenergic ca fiind critic pentru 

efectul observat în cazul receptorului himeric GPR27-β1AR deoarece receptorii himerici ai 

GPR27 care conțin domeniul C-terminal al altor receptori (GPR27-α1AR, GPR27-β1AR, 

GPR27-β2AR, GPR27-M1, GPR27-GPR75), nu răspund la izoproterenol.  

- Domeniul C-terminal al receptorului β1-adrenergic nu conferă răspuns la izoproterenol 

altor receptori, demonstrat prin analiza funcțională a receptoriilor himerici GPR75-β1AR și 

GPR173-β1AR care au propriul domeniul C-terminal înlocuit cu domeniul omolog al 

receptorului β1AR.  

- Regiunea ICL3 a receptorului GPR27 este compatibilă cu regiunea ICL3 a receptorului 

β1AR, fiind valabilă și reciproca. 

- Liganzii adrenergici nu induc modificări ale mesagerilor secundari de tipul AMPc și calciu, 

demonstrând în mod convingător că receptorul GPR27 nu funcționează prin activarea 

proteinelor G (Gi, Gs, Gq/11). 

- Printr-o strategie de analiză funcțională integrativă bazată pe determinarea activității 

elementelor de răspuns ale factorilor de transcripție s-a arătat cu succes că stimularea 

receptorului GPR27 induce un efect celular relativ nou, slab prezentat până acum în 

literatura știintifică, și anume transinhibarea funcției unor RTKs, precum ar fi EGFR.  
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- Expresia redusă a receptorului GPR27 determină creșterea secreției de insulină stimulată de 

glucoză. 

Receptorul GPR27 este un receptor adrenergic cu o semnalizare atipică, având 

potențialul de a deschide un nou domeniu de cercetare a GPCRs neconvenționali. Având în 

vedere noutatea absolută a descoperirii și ținând cont de complexitatea fenomenului, analiza 

rolului in vivo al perechii GPR27/liganzi adrenergici va fi continuată după terminarea 

programului doctoral.  
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