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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

   Η διαλυτή γουανυλική κυκλάση (δΓΚ) είναι ετε-

ροδιμερής αιμοπρωτεΐνη που αποτελείται από 

δύο υπομονάδες, την α1 ή την α2 και την β1, και 

παίζει σημαντικό ρόλο σε διάφορα μονοπάτια 

μεταγωγής σήματος μέσα στο κύτταρο. Το έν-

ζυμο αυτό ενεργοποιείται από το οξείδιο του αζώ-

του, όπου αλληλεπιδρά με την ομάδα της αίμης 

που εντοπίζεται στο αμινοτελικό άκρο της β1 

υπομονάδας, οδηγώντας στη μετατροπή του 

GTP σε cGMP.  

   Ο σκοπός της παρούσας μελέτης είναι η ανα-

γνώριση καταλοίπων στη ρυθμιστική περιοχή της 

β1 υπομονάδας που να ρυθμίζουν την απόκριση 

της δΓΚ σε αγωνιστές των οποίων η δράση εξαρ-

τάται ή όχι από την αίμη. 
 

ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ 
 

   Χρησιμοποιώντας τεχνικές Μοριακής Δυναμι-

κής πραγματοποιήθηκε ανάλυση της ρυθμιστικής 

περιοχής της β1 υπομονάδας και συγκεκριμένα 

στην περιοχή των προπιονικών ομάδων της αί-

μης όπου διαπιστώθηκαν σημαντικές ηλεκτρο-

στατικές αλληλεπιδράσεις. Με τοποκατευθυνόμε-

νη μεταλλαξιγένεση δημιουργήθηκαν οι αντίστοι-

χες σημειακές μεταλλάξεις. Πραγματοποιήθηκε 

επιμόλυνση  COS-7 κυττάρων με την αγρίου τύ-

που α1 και την αγρίου τύπου β1 υπομονάδα ή τη 

μεταλλαγμένη β1 υπομονάδα της δΓΚ, επώασή 

τους με ενεργοποιητές εξαρτώμενους από την αί-

μη, όπως το νιτροπρωσσικό νάτριο, και ανεξάρ-

τητους από την αίμη, όπως το HMR-1766 και 

μέτρηση του παραγόμενου cGMP. Τα επίπεδα 

έκφρασης των υπομονάδων της δΓΚ επιβεβαιώ-

θηκαν με ανοσοαποτύπωση.  
 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

   Η δΓΚ με τη πρώτη μετάλλαξη (αντικατάσταση 

ασπαραγίνης στη θέση 45 από γλουταμικό οξύ) 

δεν παρουσίασε καμιά απόκριση είτε στο ΝΟ είτε 

στο HMR-1766, δεικνύοντας ότι το παραγόμενο 

ένζυμο είναι τελείως ανενεργό. Από την άλλη 

πλευρά, η δΓΚ με τη δεύτερη μετάλλαξη (αντι-

κατάσταση αργινίνης στη θέση 116 από αλανίνη) 

ενεργοποιούταν από το ΝΟ, αλλά παρουσίασε 

45% περίπου χαμηλότερα επίπεδα στο cGMP, 

όταν διεγέρθηκε από το νιτροπρωσσικό νάτριο. 

Επιπρόσθετα, το ίδιο ένζυμο παρήγαγε τα ίδια 

επίπεδα cGMP με την κανονική δΓΚ, όταν επωά-

στηκε με το ΗMR-1766.  

 
ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

   Τα αποτελέσματά μας δείχνουν ότι συγκε-

κριμένα κατάλοιπα στο αμινοτελικό άκρο της β1 

υπομονάδας επηρεάζουν διαφορετικά την από-

κριση της δΓΚ σε αγωνιστές των οποίων η δράση 

εξαρτάται ή όχι από την αίμη και το ΝΟ.  
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Soluble guanylate cyclase (sGC) is a het-

erodimeric hemoprotein composed of two sub-

units, α1 or α2 and β1 that plays a key role in 

various signal transduction pathways. The en-

zyme is stimulated by nitric oxide (NO) following 

its interaction with the heme moiety bound to the 

N-terminus of the β1 subunit. The aim of the pre-

sent work was to identify residues in the regula-

tory domain of the β1 subunit that regulate the 

responsiveness of the enzyme on heme depend-

ent and heme independent agonists. Molecular 

dynamics calculations suggested mutations to 

perturb the native network of electrostatic inter-

actions at the area of Heme propionic groups. 

Respective mutants were generated by using 

site-directed mutagenesis. COS-7 cells were then 

co-transfected with the wild type α1 subunit and 

wild-type or mutated β1 subunit of sGC. The ex-

pression levels of the sGC subunits were con-

firmed by Western blot analysis. One of the mu-

tants exhibited no responsiveness to neither NO 

nor HMR-1766, indicating that the generated en-

zyme was devoid of any activity. On the other 

hand, a residue was identified that was 45% less 

responsive to NO, when stimulated by sodium 

nitroprusside. Interestingly, cGMP generation of 

this latter mutant following activation by HMR-

1766 was identical to that of wild-type sGC. In the 

present work we have identified residues that 

differentially affect the responsiveness to heme-

NO- independent sGC activators versus NO-re-

leasing stimulators. 
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