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En conclusión, los receptores se comportan de forma parecida tanto en células de insecto como en 
células HEK293T y SH-SY5Y. Como las células HEK293T que sobre-expresan los receptores sufren 
una mayor muerte celular que las correspondientes células sin transfectar, se deduce que los receptores 
son funcionales; o al menos el GPR3 (mayor localización en superficie y mayor estimulación de 
prolongaciones celulares). Esto se confirma más adelante mediante ensayos de funcionalidad del 
receptor GPR3 y 12 expresados en células de insecto (ver apartado Resultados: Análisis de la actividad 
constitutiva de receptores huérfanos y Optimización de producción de GPR3, 6 y 12 para estudios de 
estructura-función). Sin embargo, el GPR6 se comporta algo peor o con localización más interna que el 
GPR3 y 12.  

 

4.2. ANÁLISIS DE ACTIVIDAD CONSTITUTIVA DE RECEPTORES HUÉRFANOS. 

Para determinar si los receptores intracelulares y en la membrana son funcionales, así como para ver si 
poseen actividad constitutiva, se co-expresarán los receptores huérfanos y las MiniGs fusionadas a GFP, 
para seguir mediante fluorescencia la localización sub-celular de las proteínas GS y GO, que indicará 
únicamente la posición subcelular donde se exprese el receptor funcional y constitutivamente activo. 
Para ello, se hace uso de las proteínas MiniGS399 y MiniGO12 producidas por ingeniería genética y 
formadas únicamente por la subunidad α de la correspondiente proteína G, con capacidad de bloquear 
el receptor en el estado activo y quedarse unida (30,31). Para ello, se clonaron por un lado los receptores 
GPR3, 6 y 12 sin la GFP y, por otro, las MiniGS y MiniGO con una GFP en el N-terminal en el 
plásmido pCDNA4/TO (Fig. 9).  

 

 

 

Figura 9. Representación esquemática de los constructos a clonar en pCDNA4 para estudio de la actividad 
constitutiva. HASS: HA signal sequence; GPR3, 6, 12: gen de interés; 3xGGGS: linker; TEV site: sitio de corte 
de la proteasa; 10xHis: cola de histidinas; proteína GS/GO: gen de interés; GFP: proteína fluorescente verde. 

 

Para confirmar que los receptores sin GFP se expresan correctamente, se transfectaron células HEK293T 
con dichos receptores y se observó que estas células (Fig. 10b-d) presentan la misma morfología que al 
transfectar con los receptores fusionados con GFP (Fig. 6) y que la sobre-expresión de los receptores 
induce la muerte de las células. Eso contrasta con el control sin GPCR (Fig. 10a) que posee la morfología 
típica de las células HEK293T. 
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Figura 8. Expresión proporcional de los 
receptores GPR3, 6 y 12 en el interior celular (FT) 
y en la superficie (E). Obtenido por purificación 
a baja escala de células Tni usando columnas de 
resina magnética de estreptavidina y detección 
por fluorescencia en gel SDS-PAGE. El MPM no 
se ve en la imagen porque no tiene fluorescencia. 
Los cuadrados rojos indican el peso del receptor. 












































