
Genome Sequence Projects 

From “One gene – one hypothesis”....

...To Global, “Systems” approaches

Higher-order networks 

Genomes Interactomes, Kinomes, etc...Proteomes

Novel technologies

Transcriptomics MetabolomicsProteomics etc.



Πξσηεσκηθή ηερλνινγία

Αλάιπζε ηνπ ζπλόινπ (ή ππνζπλόισλ) ησλ εθθξαδόκελσλ πξσηετλώλ ελόο 

θπηηαξηθνύ ηύπνπ ή ηζηνύ:

Δπίπεδα έθθξαζεο

Μεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο

Γεκηνπξγία ζπκπιόθσλ

Δλδπκηθή δξαζηηθόηεηα

Δθαξκνγέο ζηελ βηνταηξηθή έξεπλα:

•Άκεζεο: Σπζρέηηζε πξνθίι έθθξαζεο πξσηετλώλ κε ηελ 

δηάγλσζε (ή πξόγλσζε ηεο εμέιημεο) κηαο αζζέλεηαο

•Έκκεζεο: Βαζηθή έξεπλα, θαιύηεξε θαηαλόεζε κεραληζκώλ, 

ηαπηνπνίεζε λέσλ ζηόρσλ



Αλάιπζε δηαθνξηθήο έθθξαζεο γνληδίσλ

Μεηνλεθηήκαηα ησλ κηθξνζπζηνηρηώλ DNA:

•Γελ αλαγλσξίδνπλ: Μεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο

Μεηνλεθηήκαηα ηεο πξσηεσκηθήο ηερλνινγίαο:

•Φξνλνβόξνο δηαδηθαζία / θόζηνο

•Φακειή επαηζζεζία γηα πξσηεΐλεο πνπ εθθξάδνληαη ζε ιίγα αληίηππα

•Γηαρσξηζκόο κηθξνύ αξηζκνύ πξσηετλώλ (1000-2000)

Δλδνθπηηαξηθέο κεηαηνπίζεηο πξσηετλώλ

Γεκηνπξγία ζπκπιόθσλ

•Δπίπεδα RNA ≠ επίπεδα πξσηεΐλεο



Γείγκα (θπηηαξηθό εθρύιηζκα, θιπ)

Ηιεθηξνθόξεζε δύν δηαζηάζεσλ Φξσκαηνγξαθία πνιιαπιώλ δηαζηάζεσλ

Σύγθξηζε

Δλδπκαηηθή πέςε (ζξπςίλε)

MALDI-TOF
Γηαρσξηζκόο πεπηηδίσλ κε HPLC

Nanospray LC-MS (triple-quad, Q-TOF, ion-trap, etc)

Γηάζπαζε πεπηηδίσλ κε MS/MS

Σύγθξηζε απνηειεζκάησλ κε βάζεηο δεδνκέλσλ

Ταπηνπνίεζε πξσηεΐλεο



Ηιεθηξνθόξεζε δύν δηαζηάζεσλ

1. Ιζνειεθηξηθή εζηίαζε

(δηαρσξηζκόο κε βάζε ην ηζνειεθηξηθό ζεκείν)

2. Ηιεθηξνθόξεζε πεθηώκαηνο SDS - πνιπαθξπιακηδίνπ

(δηαρσξηζκόο κε βάζε ην κνξηαθό βάξνο) 

Υιηθό: Μαθξνκνξηαθά ζύκπινθα

Αλάιπζε ησλ δηαθνξώλ ζηελ έθθξαζε πξσηετλώλ όηαλ έλα θύηηαξν

κεηαβαίλεη από κία θαηάζηαζε ζε άιιε:  

Γηέγεξζε κε θπηνθίλεο / απμεηηθνύο παξάγνληεο

Κπηηαξηθή δηαθνξνπνίεζε

Απόπησζε

Καξθηληθή κεηαβνιή

Σήκαλζε κε θζνξίδνπζεο ελώζεηο ή ρξώζε κε άξγπξν 

Κπηηαξηθέο ζεηξέο

Βηνςίεο / ηζηνί
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Υγξή Φξσκαηνγξαθία Υςειήο Πηέζεσο 

κε ηξηρνεηδείο ζηήιεο (75 κm x 15 cm) 

θαη ξνέο θάησ ησλ 200 nl/min 

Nano - HPLC

Μεγάιε βειηίσζε ζηελ επαηζζεζία 

αλίρλεπζεο πεπηηδίσλ ζε ζύγθξηζε 

κε απιή HPLC

Σύζηεκα nano-LC κε απηόκαην δεηγκαηνιήπηε



Vacuum 

System

Data 

System

Components of a Mass Spectrometer

Atmosphere

Detector
Mass 

Analyser

Ionisation 

Method

Sample 

Inlet



MASS ANALYZERS

Types of Mass Spectrometer

– Sector

– Time-of-flight

– Fourier Transform (ICR)

– Quadrupole

– Ion trap

Mass Spectrometers must be able to separate 

ions by their mass-to-charge (m/z) ratios



Time-of-Flight Analyser

+ + + +

๏ All ions start together

๏ Smaller ions move faster

๏ Measure velocity over known 

distance (time of flight) 



Quadrupole Mass Analyser

+

+

++

• Ions scanned by varying the DC/Rf 

voltage across the quadrupoles



Ion Trap

• Principle very 

similar to 

quadrupole

• Ions stored by RF 

& DC fields

• Scanning field 

can eject ions of 

specific m/z



Multiply Charged Ions

• Mass spectrometers operate on the basis of 

mass to charge ratio (m/z)

• Mass assignments are normally made 

assuming a single charge per ion (i.e. m/z = m)

– Single charge - apparent mass = (M+H)/1

– Double charge - apparent mass = (M+2H)/2

– Triple charge - apparent mass = (M+3H)/3

– n charges - apparent mass = (M+n)/n



520 521 522 523 524 525 526 527 528 529

m/z

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

R
e
la

ti
v
e
 A

b
u
n
d
a
n
c
e

524.3

525.3

526.2

ZoomScan

Single Charge State

Γ = 1.0 amu

Γ = 1.0 amu

Γ = 1.0 amu



258 259 260 261 262 263 264 265 266 267

m/z

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

R
e

la
ti
v
e

 A
b

u
n

d
a

n
c
e

262.6

263.1

263.6

ZoomScan

Double Charge State

Γ = 0.5 amu

Γ = 0.5 amu

Γ = 0.5 amu



20pmol/ul horse heart myoglobin
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Multiply-charged ions:

Deconvolution of complex spectra
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Τα κνξηαθά βάξε ησλ πεπηηδίσλ πνπ πξνέξρνληαη από ηελ 

ελδπκηθή δηάζπαζε κηαο πξσηεΐλεο απνηεινύλ 

ην «δαθηπιηθό απνηύπσκά» ηεο.

Η ηαπηνπνίεζε κηαο πξσηεΐλεο γίλεηαη αλαιύνληαο ηα ζηνηρεία απηά 

ζε ηξάπεδεο δεδνκέλσλ.

Κάζε κία από ηηο θνξπθέο απηέο κπνξεί λα αλαιπζεί πεξαηηέξσ

κε δηαδνρηθό MS/MS γηα ηελ αλάγλσζε ηεο αιιεινπρίαο ησλ ακηλνμέσλ.

Αλάιπζε πξσηετλώλ κε θαζκαηνγξαθία κάδαο



Σπλδηαζκόο ειεθηξνθόξεζεο δύν δηαζηάζεσλ θαη 

MALDI-TOF MS γηα ηελ ηαπηνπνίεζε πξσηετλώλ
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Ταπηνπνίεζε πξσηετλώλ κε ηελ δηαδηθαζία MS-MS 

Ιόληα b θαη y πνπ παξάγνληαη από ηελ δηάζπαζε πεπηηδίνπ



DATA-DEPENDENT

GENERATED

MS/MS SPECTRUM

STEP 1

SEQ 1

SEQ 2

SEQ 3

SEQ 4

PREDICTED  MS/MS

SPECTRA

Searching databases with MS/MS data

STEP 2

MASS

SEARCH

based on a parent ion from

MS/MS spectrum

COMPARE AND CORRELATE

PREDICTED AND

GENERATED MS/MS SPECTRA

STEP 3

STEP 4

RANK hits

Protein I.D.

Sequence and fit 

stats

Protein/DNA

Databases



database=D:\DataBase/sprot.fasta, accession=AOP2_MOUSE

peptide(s)=VVDSLQLTGTK KGESVMVVPTLSEEEAK VVFIFGPDKK VVDSLQLTGTKPVATPVDWK LPFPIIDDK 

PGGLLLGDEAPNFEANTTIGR LIALSIDSVEDHLAWSK FHDFLGDSWGILFSHPR DLAILLGMLDPVEK

Analyzing ...

>AOP2_MOUSE (O08709) ANTIOXIDANT PROTEIN 2 (1-CYS PEROXIREDOXIN)

PGGLLLGDEA PNFEANTTIG RIRFHDFLGD SWGILFSHPR DFTPVCTTEL GRAAKLAPEF AKRNVKLIAL SIDSVEDHLA

WSKDINAYNG ETPTEKLPFP IIDDKGRDLA ILLGMLDPVE KDDNNMPVTA RVVFIFGPDK KLKLSILYPA TTGRNFDEIL 

RVVDSLQLTG TKPVATPVDW KKGESVMVVP TLSEEEAKQC FPKGVFTKEL PSGKKYLRYT PQP

>average mass = 24721

position  sequence (NCBI BLAST link)
-------- --------

162- 172 VVDSLQLTGTK

182- 198  KGESVMVVPTLSEEEAK

132- 141  VVFIFGPDKK

162- 181  VVDSLQLTGTKPVATPVDWK

97- 105  LPFPIIDDK

1- 21 PGGLLLGDEAPNFEANTTIGR

67- 83  LIALSIDSVEDHLAWSK

24- 40  FHDFLGDSWGILFSHPR

108- 121  DLAILLGMLDPVEK
Protein Coverage: 125/223 = 56.1% by amino acid count, 13647/24721 = 55.2% by mass

Search SWISS-PROT with AOP2_MOUSE via accession, descr./ID, or full text field.

Ταπηνπνίεζε πξσηεΐλεο ζε βάζε δεδνκέλσλ



UPREGULATED

1. GLYCOMETABOLISM

Transketolase (P29401)

Phosphoglycerate mutase 1 (P18669)

Triosephosphate isomerase (P60174)

Malate dehydrogenase, cytoplasmic (P40925)

2. BINDING PROTEINS

Cellular retinoic acid-binding protein 2 (P29373)

Annexin A8 (P13928)

Fatty acid binding protein 3 (P05413)

Nucleosome assembly protein 1-like 1 (P55209)

Ran GTP-binding nuclear protein (P62826)

Similar to annexin A2, isoform 1

Poly-(rC)-binding protein 1 (Q15365)

Tumor protein, translationally controlled 1 (P13693)

3. OXIDOREDUCTASE ACTIVITY

Dimethylaniline monoxygenase 5 (N-oxide forming) (P49326)

4. CYTOSKELETAL

Cofilin 1 (P23258)

5. BIOTRANSFORMATION

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A (P62937)

Phenylethanolamine N-methyltransferase (P11086)

6. LIPID METABOLISM

Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic (Q9BWD1)

7. AMINOACID METABOLISM

Fumarylacetoacetase (P16930)

Glutathione synthase (P48637)

8. TRANSCRIPTION AND TRANSLATION

Nucleophosmin (P09748)

Nucleoside diphosphate kinase B (P22392)

Homeobox protein Hox-C12 (P31275)

60S acidic ribosomal protein P0 (P05388)

Tyrosyl-tRNA synthase, cytoplasmic (P54577)

40S ribosomal protein S12 (P25398)

9. PROTEOLYSIS

Ubiquitin conjugated enzyme E2N (P61088)

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 7 (P51665)

Splice isoform 1 of proteasome subunit alpha type 7 (O14818)

Proteasome subunit alpha type 2 (P25787)

Cytosolic non-specific dipeptidase (Q96KP4)

Calpain small subunit 1 (P04632)

10. CHAPERONS

Heat shock protein beta 1 (P04792)

Nascent polypeptide-associated complex alpha subunit (Q13765)

T-complex protein 1, delta subunit (P50991)

Stress-induced phosphoprotein 1 (P31948)

Isoform 1 of proteasome activator complex subunit 3 (P61289-1)

Proteins differentially expressed in RasG12V transformed Caco-2 cells



Τξνπνπνίεζε Γηαθνξά κάδαο

Methylation 14.0157
Hydroxylation 15.9949
Oxidation of Met 15.9949
Formylation 27.9949
Acetylation 42.0106
Carboxylation of Asp and Glu 43.9898
Phosphorylation 79.9663
Sulphation 79.9568
Cysteinylation 119.0041
Pentoses (Ara, Rib, Xyl) 132.0423
Deoxyhexoses (Fuc, Rha) 146.0579
Hexosamines (GalN, GlcN) 161.0688
Hexoses (Fru, Gal, Glc, Man) 162.0528
Lipoic acid (amide bond to lysine) 188.0330
N-acetylhexosamines (GalNAc, GlcNAc) 203.0794
Farnesylation 204.1878
Myristoylation 210.1984
Biotinylation (amide bond to lysine) 226.0776
Pyridoxal phosphate (Schiff Base formed to lysine) 231.0297
Palmitoylation 238.2297
Stearoylation 266.2610
Geranylation 272.2504
N-acetylneuraminic acid 291.0954
Glutathionylation 305.0682
N-glycolylneuraminic acid (NeuGc) 307.0903
ADP-ribosylation (from NAD) 541.0611

Ταπηνπνίεζε κεηα-κεηαθξαζηηθώλ ηξνπνπνηήζεσλ πξσηετλώλ

κε Φαζκαηνγξαθία Μάδαο

Σεκαληηθόο ξόινο ζηε ιεηηνπξγία ησλ πξσηετλώλ θαη ηελ θπηηαξηθή ξύζκηζε 



Identification of phosphorylation sites 

on the M3/6 phosphatase by MS 

Ser 515 and Ser 520

datafile=02100204.1245.1245.1.dta

peptide=DSPGTPSP, precursor mass=915.5

Seq #     b       y    (+1)

--- -- ------ ------ --

D   1   116.1     - 8

*S 2  283.2 802.7 7

P   3  380.3 635.6 6

G   4  437.3 538.5 5

T   5  538.4 481.4 4

P   6  635.6 380.3 3

*S 7  802.6 283.2 2

P   8     - 116.1   1



Αλίρλεπζε ησλ ζέζεσλ θσζθνξπιίσζεο 

πξσηετλώλ κε ρξήζε ΦΜ
1



Αλίρλεπζε ησλ ζέζεσλ θσζθνξπιίσζεο 

πξσηετλώλ κε ρξήζε ΦΜ
2



Akt3: +/+-/-

AOP2

αθηίλε

Τξνπνπνίεζε ηεο AOP2 ζε δείγκαηα Akt3-/-

Cys47: -SH (+IAA)Cys47: -SOOH

Akt3 +/+

Akt3 -/-

Seq  #     b        y     (+1)
--- -- ------ ------ --
D   1   116.1     - 12
F   2   263.3  1256.4 11
T   3   364.4  1109.2 10
P   4   461.5  1008.1 9
V   5  560.6 911.0     8
*C 6   695.8  811.9 7
T   7   796.9  676.7 6
T   8   898.0  575.6 5
E   9  1027.1 474.5 4
L  10  1140.2    345.4     3
G  11  1197.3 232.2     2
R  12  - 175.2     1 

Seq  #     b        y     (+1)
--- -- ------ ------ --
D   1   116.1     - 12
F   2   263.3  1281.4 11
T   3   364.4  1134.3 10
P   4   461.5 1033.2 9
V   5  560.6 936.0     8

C 6   720.8 836.9 7
T   7   821.9 676.7 6
T   8   923.0 575.6 5
E   9  1052.1 474.5 4
L  10  1165.3    345.4     3
G  11  1222.3 232.2     2
R  12  - 175.2     1 



- PDGF

GAPDH

Prohibitin

p47

-

- - EGF

NDRG1

PAK2

PDGF

EGF

2D-electrophoresis of

cytoplasmic extracts RT-PCR



PDGF treatment results in Prohibitin depletion 

from cytoplasmic extracts

0      5       8       11       14    17 hr

- PDGF

Prohibitin

Actin

Total proteins

0 hr 11 hr

Cytoplasmic extract

+ PDGF



m/z

Isotopic labeling of peptides

Beyond 2D Electrophoresis....

Sample 1

Lysate

Trypsinisation in H2O
18

Mass spectrometry

2 Da

Combine

Sample 2

Lysate

Trypsinisation in H2O

Multiple chromatography

m/z

2 Da

No change Quantitative change



Is Proteomics the New Genomics? 

J. Cox and M. Mann1

Cell, 130, 395 (2007)

Αλίρλεπζε θαη πνζνηηθνπνίεζε κεγάινπ 

αξηζκνύ πξσηετλώλ

Ιζνηνπηθή ζήκαλζε κε ακηλνμέα 

(SILAC)

Σύγθξηζε κε κηθξνζπζηνηρείεο Affymetrix



Temporal proteomics for the analysis of global phosphorylation events

Olsen, J.V. et al. (2006)  Cell 127, 635-648.

Mass spectrometric detection of 

6,600 in vivo phosphorylation sites 

on 2,224 proteins



Κιηληθά /

Δξγαζηεξηαθά 

Γίθηπα

Βηνινγηθά 

Γείγκαηα

Σύγθξηζε

Πξσηετληθήο

Έθθξαζεο

Λεηηνπξγηθή

Αλάιπζε 

Γηάγλσζε-Πξόγλσζε

Δμαηνκηθεπκέλε ζεξαπεία

Νένη ζηόρνη γηα λέα θάξκαθα

Πξσηεσκηθή θαη αζζέλεηεο

Βηνπιεξνθνξηθή



Φπζηνινγηθό θύηηαξν Καξθηληθό θύηηαξν

•Γνληδηαθήο έθθξαζεο

•Πξσηετληθήο έθθξαζεο

•Λεηηνπξγίαο πξσηετλώλ

Πώο κεηαηξέπεηαη έλα θπζηνινγηθό θύηηαξν ζε θαξθηληθό; 

Πνηεο δηαθνξέο κπνξνύλ λα αμηνπνηεζνύλ γηα 

δηάγλσζε / πξόγλσζε / ζεξαπεία;

Σύγθξηζε:



Δθαξκνγέο ηηο πξσηεσκηθήο ηερλνινγίαο ζηελ δηάγλσζε

Παξάδεηγκα: Έγθαηξε δηάγλσζε θαξθίλνπ σνζεθώλ

Καηαγξαθή ησλ πξσηετλώλ ηνπ νξνύ ζε 50 πγηείο γπλαίθεο θαη 50 αζζελείο

Αλάπηπμε λέσλ εξγαιείσλ βηνπιεξνθνξηθήο γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ελόο 

πξνθίι έθθξαζεο πνπ θαζνξίδεη κε αθξίβεηα ηελ παξνπζία θαξθίλνπ

Δπαηζζεζία: 100%

Δμεηδίθεπζε: 95%

Θεηηθόο δείθηεο πξόγλσζεο: 94%

Δθαξκνγή ζε 116 άγλσζηα δείγκαηα:

Petricoin et al. Lancet Feb.16, 2002

Ταπηνπνίεζε όισλ ησλ θαξθηληθώλ δεηγκάησλ (50)

Ταπηνπνίεζε 63/66 κε θαξθηληθώλ δεηγκάησλ



Complexity of serum proteome

Huge range of protein concentrations

Heterogeneity between individuals

Irreproducibility across time and between laboratories

Non-specific changes (hormonal status, stress, inflammation, tissue necrosis, etc.)

Lack of standardized collection and storage

Lack of validation reagents

Difficulties in bioinformatic analysis

Problems:





http://www.immunotope.com/

Normal cell

Tumor cell

Identify normal MHC-associated 

“signature” antigens

Identify tumor MHC-associated 

“signature” antigens

Differential MS 

analysis

Signature 

comparison

Tumor-

specific 

antigens

Immunoproteome analysis

Identification of antigens for active immunotherapy

http://www.immunotope.com/Pages/Immunoproteomics%20and%20Immunotherapy.html


Proteomic analysis of Multiple Sclerosis lesions

Identification of novel therapeutic targets

Acute 

plaque

Laser-Capture Microdissection

Comparative proteomic analysis

Identification of tissue factor and protein C 

inhibitor in chonic active plaques

Dysregulation of coagulation / pro-inflammatory thrombin signaling 

Administration of hirudin or recombinant activated protein C 

reduced disease severity in EAE 

Chronic active 

plaque

Chronic 

plaque

Unique proteins:

AP = 158

CAP = 416

CP = 236

Han et al. (2008) Nature 451, 1076



Mechanisms

Biomarkers

Disease Diagnosis & Prognosis

Personalized treatment

Proteomic approaches in biomedical research 

Improve plasma proteome analysis

Achieve better proteome coverage

Improve specimen quality

Independent validation studies

Combine with genomic and metabolomic technologies

Improve bioinformatic tools

Challenges:

Hood L., et al. Systems biology and new technologies enable predictive and preventative medicine. Science 2004;306:640–3.



Μηθξνζπζηνηρίεο πξσηετλώλ / πεπηηδίσλ

Σπλδπάδνπλ ηα πιενλεθηήκαηα ησλ κηθξνζπζηνηρηώλ 

(κεγάιε ηαρύηεηα θαη όγθνο αλαιύζεσλ, επαηζζεζία, θιπ) 

κε ηελ ηθαλόηεηα αλάιπζεο πξσηετλώλ

Σπλνιηθή αλάιπζε ζε θπηηαξηθά εθρπιίζκαηα ηνπ ζρεκαηηζκνύ ζπκπιόθσλ

ή ηεο ελδπκηθήο δξαζηηθόηεηαο

Παξαδείγκαηα:

•Πξνζδηνξηζκόο αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ πξσηετλώλ

•Αλάιπζε ππνζηξσκάησλ θηλαζώλ θαη άιισλ ελδύκσλ

•Αλαγλώξηζε πξσηετληθώλ ζηόρσλ θαξκαθεπηηθώλ νπζηώλ



Global analysis of protein phosphorylation 

using protein microarrays

Proteome array: 

4400 yeast proteins spotted on a chip

87 kinases (out of 122 total)

4200 phosphorylation events

1325 proteins

Ptacek, J. et al. (2005)  Nature 438, 679-684.

Kinases

Substrates



M. E. Hudson, et al. PNAS 104, 17494 (2007)

Identification of differentially expressed proteins in ovarian cancer using high-

density protein microarrays 

Detection of immobilized GST-fusion proteins

Detection with sera from normal controls

Detection with sera from patients



Μειινληηθέο θαηεπζύλζεηο

Απηνκαηηζκόο, δηεθπεξαίσζε πνιιώλ δεηγκάησλ

Καιύηεξα εξγαιεία βηνπιεξνθνξηθήο

‣κηθξνζπζηνηρηώλ πξσηετλώλ (high-throughput, απηνκαηηζκόο)

‣βηναηζζεηήξσλ (αλίρλεπζε ρσξίο ζήκαλζε)

‣θαζκαηνγξάθσλ κάδαο (επαηζζεζία)

Καιύηεξεο κέζνδνη δηαρσξηζκνύ θαη αλίρλεπζεο πξσηετλώλ

Καιύηεξε πνζνηηθνπνίεζε δηαθνξηθήο έθθξαζεο

Σπλδπαζκόο:
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