
ΠΡΩΣΔΟΜΙΚΗ

ΔΙ΢ΗΓΗΣΡΙΑ ΜΑΡΙΑ ΚΟΝΣΟΤ

Οξηζκόο Πξσηεσκηθήο

Αλάιπζε ηνπ ζπλόινπ (ή ππνζπλόισλ) ησλ 
εθθξαδνκέλσλ πξσηετλώλ ελόο νξγαληζκνύ 
(κνλνθύηηαξνο) ή ελόο θπηηαξηθνύ ηύπνπ ή 

ηζηνύ

ζε πνηνηηθό αιιά θαη πνζνηηθό επίπεδν

The term proteomics was coined in 1994 by Marc 
Wilkins who defined it as "the study of proteins, 
how they're modified, when and where they're 
expressed, how they're involved in metabolic 
pathways and how they interact with one another."



Πξσηένκα

genome

transcriptome

proteome

metabolome

 ΠΡΩΣΔΟΜΙΚΗ (proteomics)

 Λεηηνπξγηθή πιεξνθνξία (είδνο, ιεηηνπξγία & 

αιιειεπίδξαζεηο πξσηετλσλ πνπ απνηεινύλ κηα 

κνλάδα)  Πξσηέσκα

 γελνκηθή  πηζαλόλ

 πξσηενκηθή  ιεηηνπξγηθό

 Με ζηαηηθή  δηαθέξεη αλάινγα κε ην είδνο ηνπ 

θπηηάξνπ, ζηάδην αλάπηπμεο θαη δηαθνξνπνίεζεο, 

πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο (π.ρ. παξνπζία νξκνλώλ)

 Δλαιιαθηηθό κάηηζκα RNA, κεηα-κεηαθξαζηηθέο 

ηξνπνπνηήζεηο πξσηετλώλ, ρξνληθή ξύζκηζε 

πξσηετλνζύλζεζεο, αιιειεπίδξαζε ελδνθπηηάξησλ 

κνλνπαηηώλ κεηαγσγήο ζήκαηνο θά 
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Βηνινγηθά Μεηα-γελσκηθά Πξσηετληθά Δξσηήκαηα

 Πνύ

 Πόηε

 Πόζν

 Με πνηέο άιιεο αιιειεπηδξά



Γπλακηθή ηεο Πξσηεσκηθήο

 Δπίπεδα έθθξαζεο

 Μεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο

 Γεκηνπξγία ζπκπιόθσλ

 Γνκή

Καηεγνξίεο Πξσηεσκηθήο



The Human Plasma Proteome
>10 Orders of Magnitude in 

Abundance

Βηνταηξηθέο Δθαξκνγέο 

Πξσηεσκηθήο

 ΢ηελ Γηάγλσζε, ζηελ Πξόγλσζε θαη ζηελ 

θαξκαθεπηηθή Αληηκεηώπηζε-εμαηνκηθεπκέλε 

ζεξαπεία

 Αλαθάιπςε λέσλ εηδηθώλ δεηθηώλ ή πξσηετληθώλ 

πξνθίι 

 Γηαγλσζηηθή ηζηνινγηθή απεηθόληζε πξσηετλώλ

 ΢ηελ βαζηθή έξεπλα-θαηαλόεζε κεραληζκώλ 

ζπζρεηηζκέλεο κε αζζέλεηα

 Νένη ζηόρνη γηα λέα θάξκαθα



US Food and Drug Administration-Approved Cancer Biomarkers



Δξγαιεία

DNA

Genome

RNA

Transcriptome

Protein

Proteome

DNA Sequencing cDNA arrays 2D PAGE?

Expression proteomics

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



Γείγκα (θπηηαξηθό εθρύιηζκα, θιπ)

Ηιεθηξνθόξεζε δύν δηαζηάζεσλ Υξσκαηνγξαθία πνιιαπιώλ δηαζηάζεσλ

΢ύγθξηζε

Δλδπκαηηθή πέςε (ζξπςίλε)

MALDI-TOF
Γηαρσξηζκόο πεπηηδίσλ κε HPLC

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

Γηάζπαζε πεπηηδίσλ κε MS/MS

΢ύγθξηζε απνηειεζκάησλ κε βάζεηο δεδνκέλσλ

Σαπηνπνίεζε πξσηεΐλεο

Ηιεθηξνθόξεζε θαη πξσηενκηθή





Τιηθό

 Κπηηαξηθέο ζεηξέο

 Βηνςίεο  (Laser Capture Microdissection) 

 Ιζηνί

 Βηνινγηθά Τγξά

 Μαθξνκνξηαθά ζύκπινθα

Μέζνδνη Λύζεο ησλ θπηηάξσλ

 Μεραληθνί

 Τπέξερνη (sonication)

 Πίεζε (νκνγελνπνηεηήο)

 Σξηβή (ball mill) 

 Με-κεραληθνί 

 Φπζηθνρεκηθνί (Οζκσηηθά, freeze/thaw)

 Υεκηθνί (απνξξππαληηθό, ρανηξόπα)

 Δλδπκηθνί (Λπζνδύκε)















Ιζνειεθηξηθή Δζηίαζε (IEF)

Γηαρσξίδεη ηηο πξσηεΐλεο αλάινγα 

κε ην ηζνειεθηηθό ηνπο ζεκείν

Κάζε πξσηεΐλε έρεη ην δηθό ηεο 

ηζνειεθηξηθό ζεκείν  

Ιζνειεθηηθό ζεκείν νξίδεηαη ην 

pH ζην νπνίν ε πξσηεΐλε είλαη 

ειεθηξηθά νπδέηεξε 

(ίζνο αξηζκό ζεηηθά θαη αξλεηηθά 

θνξηηζκέλσλ νκάδσλ)

1ε Γηάζηαζε



΢ρεκαηηζκόο πεθηήο πνιπαθξπιακηδίνπ

Σν ζύζηεκα πεξηέρεη καθξνκόξηα θαη έλα εκπνξηθά δηαζέζηκν 

παξαζθεύαζκα ακθνιπηώλ, ην νπνίν ζπλπνιπκεξίδεηαη κε ην αθξπιακίδην

Οη ακθνιύηεο είλαη κηθξνύ κνξηαθνύ βάξνπο πνιπκεξή  πνπ πεξηέρνπλ 

ηπραίεο θαηαλνκέο αζζελώλ νμέσλ θαη βάζεσλ, θαη έρνπλ κεγάιε 

ξπζκηζηηθή ηθαλόηεηα θνληά ζην pI ηνπο. Έηζη δεκηνπξγείηαη κία 

βαζκίδσζε pH.

Ιζνειεθηξηθή Δζηίαζε (IEF)



Ιζνειεθηξηθή Δζηίαζε (IEF)

Σν ζύζηεκα ελώλεηαη κε 

ειεθηξόδηα θαη εθαξκόδεηαη έλα 

δπλακηθό

Οη πξσηεΐλεο θηλνύληαη θαηά κήθνο ηεο 

βαζκίδσζεο pH, κέρξη λα θζάζνπλ ην 

ηζνειεθηξηθό ηνπο ζεκείν

Ιζνειεθηξηθή Δζηίαζε (IEF)



Ιζνειεθηξηθή Δζηίαζε (IEF)

 Απαηηείηαη πιήξεο απνκάθξπλζε κε 

πξσηετληθώλ κνξίσλ

 Γηαρσξίδνληαη νη πξσηεΐλεο κε βάζε ην θνξηίν

 Υξεζηκνπνηνύληαη ακθνιύηεο γηα ηελ δεκηνπξγία 

ηεο βαζκίδσζεο pH

 Δθαξκόδεηαη πνιύ πςειή ηάζε (10000V)

 Υξνλνβόξα δηαδηθαζία (>10h)

 Ο δηαρσξηζκόο εμαξηάηαη από ηελ θαζαξόηεηα 

ηνπ δείγκαηνο, ην εύξνο ηεο βαζκίδσζεο pH θαη 

ηελ έληαζε ηνπ ειεθηξηθνύ πεδίνπ

Ιζνειεθηξηθή Δζηίαζε – ΢ύλνςε



2ε Γηάζηαζε: SDS PAGE 

Βαζηθέο Αξρέο
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SDS-PAGE



SDS – PAGE: Πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ ππό απνδηαηαθηηθέο ζπλζήθεο

Βαζηθό ζπζηαηηθό ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο δείγκαηνο (Sample Buffer):

Αλαγσγηθόο παξάγνληαο: δηζεηνζξετηόιε DTT, β-κεξθαπην-

αηζαλόιε

Γηαζπά δηζνπιθηδηθνύο δεζκνύο, θαηαξγεί ηελ 3D δνκή

SDS – PAGE: Πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ ππό απνδηαηαθηηθέο ζπλζήθεο

Γύν πεθηέο:

Πεθηή ΢πζζώξεπζεο

Πεθηή Γηαρσξηζκνύ 

Δθαξκνγή ειεθηξνδίσλ, 

δηαθνξάο δπλακηθνύ



SDS – PAGE: Πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ 

ππό απνδηαηαθηηθέο ζπλζήθεο

Σα αληόληα γιπθίλεο (pH:8.3-8.8) θηλνύληαη κέζα ζην δείγκα θαη ζηελ πεθηή 

ζπζζώξεπζεο 

΢πλαληνύλ ην ξπζκηζηηθό Tris-HCl pH: 6.8 θαη ηηηινδνηνύληαη ζε pH: 6.9

Με απνηέιεζκα λα κεηώλεηαη ην θνξηίν θαη ε θηλεηηθόηεηά ηνπο

Οη πξσηεΐλεο ζε pH: 6.8 έρνπλ κεγάιν αξλεηηθό θνξηίν, ππεξπεδνύλ ηηο 

δπλάκεηο ηξηβήο θαη θηλνύληαη πην γξήγνξα από ηα ηόληα γιπθίλεο θαη 

ζπζζσξεύνληαη ζε ζηελέο δώλεο κεγάιεο ζπγθέληξσζεο. 

Πεθηή ζπζζώξεπζεο 

Πεθηή Γηαρσξηζκνύ

Καζώο νη πξσηεΐλεο πεξλάλε ζηελ πεθηή δηαρσξηζκνύ ηηηινδνηνύληαη ζε 

pH:8.8 θαη θαζπζηεξνύλ ιόγσ ηεο πςειήο ζπγθέληξσζεο αθξπιακηδίνπ  

SDS – PAGE: Πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ ππό 

απνδηαηαθηηθέο ζπλζήθεο

΢ρέζε ζπγθέληξσζεο αθξπιακηδίνπ κε επίηεπμε θαιύηεξνπ 

δηαρσξηζκνύ πξσηετλώλ αλάινγα κε ην κνξηαθό ηνπο βάξνο

Μηθξνύ κνξηαθνύ βάξνπο πξσηεΐλεο δηαρσξίδνληαη θαιά ζε κεγάιεο 

ζπγθέληξσζεο πεθηή αθξπιακηδίνπ  



Πεθηέο αθξπιακηδίνπ κε βαζκίδσζε ζπγθέληξσζεο αθξπιακηδίνπ

Π.ρ. 4-15%

Πνιύ θαιή δηαρσξηζηηθή ηθαλόηεηα ζπλήζσο αγνξάδνληαη έηνηκα 

SDS – PAGE: Πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ 

ππό απνδηαηαθηηθέο ζπλζήθεο

SDS-PAGE - ΢ύλνςε
 Γηαρσξίδνληαη νη πξσηεΐλεο κε βάζε ην 

κέγεζνο

 Γελ εθαξκόδεηαη πνιύ πςειή ηάζε (200V)

 Απαηηεί κηθξό ρξνληθό δηάζηεκα (2h)

 Η παξνπζία ηνπ SDS είλαη απαξαίηεηε γηα 
ηελ απνδηάηαμε ηεο πξσηεΐλεο θαη ε 
θηλεηηθόηεηα ηνπ κνξίνπ λα είλαη 
αληηζηξόθσο αλάινγε ηνπ κεγέζνπο κόλν

 Ο δηαρσξηζκόο εμαξηάηαη από ηελ %
πεξηεθηηθόηεηα ηνπ αθξπιακηδίνπ θαη ηελ 
έληαζε ηνπ ειεθηξηθνύ πεδίνπ



Ηιεθηξνθόξεζε ππό κε απνδηαηαθηηθέο ζπλζήθεο

Γηαρσξίδεη αλαδηπισκέλεο πξσηεΐλεο, ζύκπινθα πξσηετλώλ, 

ζύκπινθα πξσηετλώλ κε ηνπο αληίζηνηρνπο πξνζδέηεο ηνπο 

Ο δηαρσξηζκόο βαζίδεηαη ζην κέγεζνο, θνξηίν, ζρήκα ησλ πξσηετλώλ

Δθαξκνγέο:

Γηεξεύλεζε πηζαλόλ αιιειεπηδξάζεσλ: 

πξσηετλώλ κε πξσηεΐλεο, 

πξσηετλώλ κε πξνζδέηεο

Αλίρλεπζε ύπαξμεο ηζνκνξθώλ/δηκεξώλ (πνιπκεξώλ)

Ηιεθηξνθόξεζε ππό κε απνδηαηαθηηθέο ζπλζήθεο

Γηαρσξίδεη ηηο πξσηεΐλεο ζηε 

θπζηθή ηνπο δηακόξθσζε.

Οη πξσηεΐλεο ζηακαηνύλ λα 

θηλνύληαη όηαλ θζάζνπλ ζε κία 

ζπγθεθξηκέλε ππθλόηεηα πεθηήο

Απηό κπνξεί λα απαηηεί πνιύ ρξόλν 

Ιδαληθή κέζνδνο γηα αλίρλεπζε 

ύπαξμεο νιηγνκεξώλ



Γηκεξηζκόο KIR2DL1

παξνπζία Co2+

Qing R. Fan et al. JBC 2000

Dai et al EMBO J (2003) 22, 5446-5458

Παξαδείγκαηα ειεθηξνθόξεζεο ππό κε απνδηαηαθηηθέο

ζπλζήθεο

΢ύλνςε 1εο θαη 2εο δηάζηαζεο



Ακέζσο κεηά ηελ ειεθηξνθόξεζε νη πξσηεΐλεο κπνξνύλ λα θαηαθξεκληζηνύλ κε 

πξνζζήθε αιθνόιεο είηε ηζρπξνύ νμένο (π.ρ.TCA).

Οη πξσηεΐλεο επίζεο κπνξνύλ λα αληρλεπηνύλ κε ρξσζηηθέο όπσο ε Coomassie 

Blue ή κε θαηεξγαζία κε AgNO3 (silver staining)

Δίλαη δπλαηή ε ρξώζε θαη κε άιινπο ηρλεζέηεο όπσο ηρλεζέηεο πνπ θζνξίδνπλ 

Αλίρλεπζε πξσηετλώλ

Υξώζε κε coomassie blue

Αλίρλεπζε πξσηετλώλ

Η ρξώζε κε άξγπξν είλαη 10-100 

θνξέο πην επαίζζεηε από απηήλ 

κε Coomassie Blue

Αληρλεύεη πξσηετληθέο δώλεο ηεο 

ηάμεο ησλ ng (π.ρ. 0.5 ng)

Δίλαη πην πνιύπινθε θαη 

ρξνλνβόξα δηαδηθαζία 



Δπαλαιεςηκόηεηα 2D-ειεθηξνθόξεζεο



Differential In-Gel Electrophoresis 

(DIGE) ή

“Πνζνηηθή Πξσηενκηθή”

Σερληθέο αλίρλεπζεο πνηνηηθώλ θαη πνζνηηθώλ δηαθνξώλ

΢ήκαλζε πξσηετλώλ θάζε 

δείγκαηνο πξνο αλάιπζε κε 

δηαθνξεηηθή θζνξίδνπζα  

Differential in-gel electrophoresis (DIGE).

Αλάκεημε ησλ δεηγκάησλ

2D Ηιεθηξνθόξεζε

Έιεγρνο ζήκαλζεο από ηηο 

θζνξίδνπζεο. Π.ρ. Ίδηα πξσηεΐλε, κε 

ίδην επίπεδν έθθξαζεο δίλεη ρξώκα 

από ηελ ίζε αλάκεημε ησλ δύν 

ηρλεζεηώλ.

Πξσηεΐλε πνπ εθθξάδεηαη κόλν ζηε 

κία πεξίπησζε  δίλεη κόλν ηε κία 

θζνξίδνπζα θ.η.ι.

Έιεγρνο πνηνηηθώλ θαη πνζνηηθώλ 

δηαθνξώλ



Λνγηζκηθό αλάιπζεο 2D-Ηιεθηξνθόξεζεο

……………………………………………………………….

Σν ινγηζκηθό κπνξεί λα ηαπηνπνηήζεη

δηαθνξέο κε βάζε ην MW & pI



……………………………………………………………….

Σν ινγηζκηθό κπνξεί λα ηαπηνπνηήζεη

δηαθνξέο κε βάζε ην MW & pI

Πξσηενκηθή αλάιπζε

΢ύλνςε ζύγθξηζεο πξσηετληθνύ πξνθίι δύν θαηαζηάζεσλ 

Δληόπηζε πνηνηηθώλ 

θαη πνζνηηθώλ 

δηαθνξώλ



Σαπηνπνίεζε ησλ πξσηετλώλ

Trx

p53

G6PDH

Trypsin

+ Gel punch

Σαπηνπνίεζε ησλ 

πξσηετλώλ

• Γύν κέζνδνη ρξεζηκνπνηνύληαη:

• Απνηθνδόκεζε θαηά Edman 

• Φαζκαηνζθνπία κάδαο (Mass 

Spectrometry)



1953, ν Frederick Sanger βξήθε ηελ 

αιιεινπρία ηεο ηλζνπιίλεο

1958 Nobel Prize in Chemistry

1980 Nobel Prize in Chemistry: 

DNA sequencing

b. 1918

Αλάιπζε ηεο ακηλνμηθήο αιιεινπρίαο

70

΢ήκαλζε

Απειεπζέξσζε

΢ήκαλζε

Απειεπζέξσζε

1νο

θύθινο

2νο

θύθινο



71

Φαηλπιν-

τζνζεηνθπαληθό ΢ήκαλζε

Απειεπζέξσζε (αζζελέο νμύ)

PTH-αιαλίλε
Πεπηίδην ρσξίο ην ακηλν-

ηειηθό ακηλνμύ

72



Edman Microsequencing

.

• Αλάπηπμε απηνκαηνπνηεκέλσλ 

νξγάλσλ γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο 

πξσηετληθήο αιιεινπρίαο (sequenators)

• Έλαο θύθινο απνηθνδόκεζεο θαηά 

Edman δηαξθεί ιηγόηεξν από 1h

• Δπαηζζεζία pmol πξσηετλεο

• Πξνζδηνξηζκόο αιιεινπρίαο δείγκαηνο 

πξσηετλεο πνπ εθινύεηαη από κηα δώλε 

ειεθηξνθόξεζεο SDS-

πνιπαθξπιακηδίνπ

• Πξσηετλε έσο 50 ακηλνμέα (απόδνζε 

ηεο θάζεο απειεπζέξσζεο  < 100%) 74



Φαζκαηνκεηξία Μάδαο ζηελ 

Πξσηεσκηθή

Απίζηεπηε ηζρπξή ηερλνινγία- (εξγαιείν ησλ 
ρεκηθώλ θαη ηώξα θαη ησλ βηνιόγσλ).

Σερλνινγία πνπ ζπλδπάδεη ηελ ηαπηνπνίεζε 
πξσηετλώλ κε ηνλ ηαπηόρξνλν πνζνηηθό ηνπο 
πξνζδηνξηζκό 



Vacuum 

System

Data 

System

΢πληζηώληα Μέξε Φαζκαηνγξάθνπ Μάδαο

Atmosphere

Detector
Mass 

Analyser

Ionisation 

Method

Sample 

Inlet

Nobel Prize in Chemistry for 2002
 The Royal Swedish Academy of Sciences has decided to award the Nobel Prize 

in Chemistry for 2002

”for the development of methods for identification and structure analyses of 
biological macromolecules”

with one half jointly to

 John B. Fenn
Virginia Commonwealth University, Richmond, USA, and

Koichi Tanaka
Shimadzu Corp., Kyoto, Japan

 ”for their development of soft desorption ionisation methods for mass 
spectrometric analyses of biological macromolecules”

and the other half to

Kurt Wüthrich
Swiss Federal Institute of Technology (ETH), Zürich, Switzerland and The 
Scripps Research Institute, La Jolla, USA

”for his development of nuclear magnetic resonance spectroscopy for determining 
the three-dimensional structure of biological macromolecules in solution”.

http://nobelprize.org/redirect/links_out/prizeawarder.php?from=/nobel_prizes/chemistry/laureates/2002/press.html&object=kva&to=http://www.kva.se/


Mass spectrometry:

Of course proteins can fly!

 With mass spectrometry we can now quickly identify a 
substance in a sample by accurately determining its molecular 
mass. Mass spectrometry is a very widely used method for 
small and medium-sized molecules. John B. Fenn and Koichi 
Tanaka showed, in different ways, that macromolecules could 
also be studied. The trick was to get the proteins to fly, or as 
John Fenn himself said, to give "wings to molecular 
elephants".

Σαπηνπνπνίεζε πξσηετλώλ

Trx

p53

G6PDH

Trypsin

+ Gel punch



Protease Cleavage Rules

Trypsin XXX[KR]--[!P]XXX

Chymotrypsin XX[FYW]--[!P]XXX

Lys C XXXXXK-- XXXXX

Asp N endo XXXXXD-- XXXXX

CNBr XXXXXM--XXXXX

Trypsin

• Robust, stable enzyme

• Inexpensive, easily available/purified 

• Works over a range of pH & temperature

• Specific and consistent in cleavage

• Cuts frequently to produce “ideal” MW 

peptides



Ionization Techniques

Most common for biological samples

(“soft” ionization methods which induce very 

little fragmentation):

Matrix-assisted laser desorption ionization 

(MALDI)

Electrospray ionization (ESI)



Ινληζκόο ESI / MALDI

MALDI

Solid phase technique where the peptide sample is 

mixed with a large excess of matrix material (usually 

a-cyano-4-hydroxycinnamic acid), which is then 

precipitated on a plate

Under vacuum, the matrix material absorbs energy 

at the wavelength of the laser, resulting in emission 

of heat, which vaporizes and ionizes the sample, 

generally by protonation to give a (M+1)+ ion

Can be applied to analysis of gel “plugs” from 2D gel



Matrix-Assisted Laser 

Desorption Ionization

337 nm UV laser

MALDI

cyano-hydroxy

cinnamic acid

MALDI Ionization

• Absorption of UV radiation 
by chromophoric matrix and 
ionization of matrix

• Dissociation of matrix, 
phase change to super-
compressed gas, charge 
transfer to analyte molecule

• Expansion of matrix at 
supersonic velocity, analyte 
trapped in expanding matrix 
plume (explosion/“popping”)

+
+

+
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+

+

-

-
--+
+

Analyte
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Laser
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ESI

•Generally liquid-phase technique coupled with 

HPLC

Ionization occurs by 

spray of sample 

through a highly 

charged narrow-bore 

capillary tip with rapid 

aerosol formation into 

a vacuum 

As the charged 

droplets in the mist are 

desolvated, 

electrostatic repulsion 

forces the droplets 

apart, producing a 

cloud of ionized 

peptides with multiple 

charges 



Time-of-Flight Analyser

+ + + +

 All ions start together

 Smaller ions move faster

 Measure velocity over known 

distance (time of flight) 

Τγξή Υξσκαηνγξαθία Τςειήο 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

΢ύζηεκα nano-LC κε απηόκαην δεηγκαηνιήπηε



200 400 600 800 1000 1200 1400 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

899

1098
567

368

269

1198
1028

1199
568 1100

369 716 901
439 668 834

632350
725

456
934

539
402252 290 964

1204
1117799

1275
1374852 1446

Σα 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 θαζκαηνκεηξία κάδαο

Principles of Fingerprinting

>Protein 1

acedfhsakdfqeasdfp

kivtmeeewendadnfek

qwfe

>Protein 2

acekdfhsadfqeasdfp

kivtmeeewenkdadnfe

qwfe

>Protein 3

acedfhsadfqekasdfp

kivtmeeewendakdnfe

qwfe

Sequence Mass (M+H) Tryptic Fragments

4842.05 

4842.05 

4842.05 

acedfhsak

dfgeasdfpk

ivtmeeewendadnfek

gwfe 

acek

dfhsadfgeasdfpk

ivtmeeewenk

dadnfeqwfe

acedfhsadfgek

asdfpk

ivtmeeewendak

dnfegwfe



Principles of Fingerprinting

>Protein 1

acedfhsakdfqeasdf

pkivtmeeewendadnf

ekqwfe

>Protein 2

acekdfhsadfqeasdf

pkivtmeeewenkdadn

feqwfe

>Protein 3

acedfhsadfqekasdf

pkivtmeeewendakdn

feqwfe

Sequence Mass (M+H) Mass Spectrum

4842.05 

4842.05 

4842.05 

Predicting Peptide Cleavages

http://ca.expasy.org/tools/peptidecutter/



Preparing a Peptide Mass 

Fingerprint Database

• Take a protein sequence database (Swiss-

Prot or nr-GenBank)

• Determine cleavage sites and identify 

resulting peptides for each protein entry

• Calculate the mass for each peptide

• Sort the masses from lowest to highest

• Have a pointer for each calculated mass to 

each protein accession number in databank

Building A PMF Database

>P12345

acedfhsakdfqea

sdfpkivtmeeewe

ndadnfekqwfe

>P21234

acekdfhsadfqea

sdfpkivtmeeewe

nkdadnfeqwfe

>P89212

acedfhsadfqeka

sdfpkivtmeeewe

ndakdnfeqwfe

Sequence DB Calc. Tryptic Frags Mass List

acedfhsak

dfgeasdfpk

ivtmeeewendadnfek

gwfe 

acek

dfhsadfgeasdfpk

ivtmeeewenk

dadnfeqwfe

acedfhsadfgek

asdfpk

ivtmeeewendak

dnfegwfe

450.2017 (P21234) 

609.2667 (P12345) 

664.3300 (P89212) 

1007.4251 (P12345)

1114.4416 (P89212)

1183.5266 (P12345)

1300.5116 (P21234) 

1407.6462 (P21234)

1526.6211 (P89212)

1593.7101 (P89212) 

1740.7501 (P21234) 

2098.8909 (P12345)



Query (MALDI) Spectrum

500           1000          1500          2000          2500

698

2098

1199
1007

609

450

2211 (tryp)

1940 (tryp)

Query vs. Database

Query Masses Database Mass List Results

450.2017 (P21234) 

609.2667 (P12345) 

664.3300 (P89212) 

1007.4251 (P12345)

1114.4416 (P89212)

1183.5266 (P12345)

1300.5116 (P21234) 

1407.6462 (P21234)

1526.6211 (P89212)

1593.7101 (P89212) 

1740.7501 (P21234) 

2098.8909 (P12345)

450.2201

609.3667

698.3100

1007.5391

1199.4916

2098.9909

2 Unknown masses

1 hit on P21234

3 hits on P12345

Conclude the query

protein is P12345



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.

Σαπηνπνίεζε πξσηεΐλεο ζε βάζε δεδνκέλσλ

Identification of Post-translational Modifications (PTMs)

• Phosphorylation, methylation, demethylation, 

deamidation, glycosylation

• Phosphorylation is the most prevalent and dynamic 

form of protein regulation in cells

• >30% of all proteins are phosphorylated during their 

functional life cycle

• Aberrant phosphorylation is a hallmark of human 

disease

• Specific kinases (and in some cases phosphatases) 

are major drug targets



How to find PTMs, e.g., phosphorylations?

• Compare peptide mixture with and without phosphatase 

treatment by MALDI-TOF (mass difference of 80 amu)

• Also most phosphopeptides show a characteristic loss of 

phosphate in the reflectron mode of TOF

• Once the phosphorylated peptide is identified, MS/MS 

sequencing localizes the site

• Important question: to what extent is any one site 

phosphorylated

• If identification of phosphopeptides is the task, these can 

be selectively concentrated by the use of immobilized 

metal affinity chromatography (IMAC), and subsequent 

analysis of phosphopeptides by MALDI-TOF

Imaging

 MALDI Imaging Mass Spectrometry is a 

technology that allows one to simultaneously map 

hundreds of molecular components that are 

present in thin tissue sections with a lateral 

resolution as high as 30-50 µm. 

 An extension of the protein profiling technique, 

imaging allows one to visualize the localized 

distribution of peptides, proteins, lipides, drugs, 

etc. within the tissue. The preparation of a sample 

for imaging is illustrated below:





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

΢πλδπαζκόο:

Μειέηε πξσηετληθώλ 

αιιειεπηδξάζεσλ



-Η κειέηε ησλ πξσηετληθώλ αιιειεπηδξάζεσλ είλαη ζεκαληηθή γηα 

ηελ θαηαλόεζε πνιιώλ βηνινγηθώλ ιεηηνπξγηώλ (ζηε κεηαγσγή 

ζήκαηνο, όπνπ ζήκαηα από ην εμσηεξηθό ηνπ θπηηάξνπ κεηαθέξνληαη 

ζην εζσηεξηθό ηνπ κέζσ αιιειεπηδξάζεσλ πξσηετληθώλ κνξίσλ).

-Η αιιειεπίδξαζε απηή κπνξεί λα είλαη ζηηγκηαία ( π.ρ. νη θηλάζεο 

έξρνληαη ζε επαθή κε ην ππόζηξσκά ηνπο, ην θσζθνξπιηώλνπλ θαη 

απνδεζκεύνληαη από απηό), 

ελώ ππάξρνπλ θαη πεξηπηώζεηο πνπ δύν ή πεξηζζόηεξεο πξσηεΐλεο 

δεζκεύνληαη κεηαμύ ηνπο γηα εθηελέζηεξα ρξνληθά δηαζηήκαηα κέρξη 

λα νινθιεξώζνπλ ηε βηνινγηθή ηνπο δξάζε (π.ρ. νη ηκπνξηίλεο πνπ 

κεηαθέξνπλ πξσηεΐλεο από ην θπηηαξόπιαζκα ζηνλ ππξήλα).

• Σύςτημα διπλού υβριδίου ζύμησ (Yeast Two-Hybrid system)

• Συν-ανοςοκατακρήμνιςη (Co-IP, Co-ImmunoPrecipitation)

• Συγκατακρήμνιςη (Pull-down assay)

• Καζαξηζκόο Γηαδνρηθήο ΢πγγέλεηαο (TAP, Tandem Affinity Purification)

• Φθοριςμό-Μεταφερόμενη Δνέργεια ΢υντονιςμού (FRET, Fluorescence 
Resonance Energy Transfer)

• Μηθξνζεξκηδνκεηξία Ιζόζεξκεο Σηηινδόηεζεο (ITC, Isothermal Titration 
Calorimetry)

• ΢πληνληζκόο Δπηθαλεηαθώλ Πιαζκνλίσλ (SPR, Surface Plasmon 
Resonance)

ΣΔΥΝΙΚΔ΢ ΜΔΛΔΣΗ΢ ΠΡΩΣΔΪΝΙΚΩΝ 

ΑΛΛΗΛΔΠΙΓΡΑ΢ΔΩΝ:





From Giot et al., Science 

302: 1727-36, 2003

Drosophila

Protein Interaction Map

7048 proteins – 20405 interactions

4679 proteins – 4780 interactions

Refinement

with software

From Rual et al., Nature 437, 1173-1178 

(2005)

Preliminary Human

Protein Interaction Map

8100 proteins – 2800 interactions

Yeast two-hybrid:

Verification with co-

precipitation assay: 78%

300 new connections to over 100 

disease-associated proteins

Overlap with 

published interactions



Protein Interaction Maps and Drug Discovery

•Identify proteins, complexes or pathways involved in a specific 

disease

Highly connected protein 

(hub)

Peripheral proteins with few 

interactions
Good target for highly specific 

drugs with no side effects

Good target for 

antibiotics

•Predict and avoid side-effects

-Η ηερληθή βαζίδεηαη ζηελ επηινγή ηνπ θαηάιιεινπ αληηζώκαηνο πνπ ζα 

αλαγλσξίζεη επηιεθηηθά ηελ πξσηεΐλε-ζηόρν (αληηγόλν), κέζα ζε έλα εηεξνδηκεξέο 

ή έλα κεγαιύηεξν πνιππξσηετληθό ζύκπινθν. 

-Σν αληίζσκα επσάδεηαη πάλσ ζηα αθηλεηνπνηεκέλα κόξηα πξσηεΐλεο Α ή G πνπ 

είλαη ηνπνζεηεκέλα ζε κηα επηθάλεηα (gel αγαξόδεο). 

-Σν θπηηαξηθό εθρύιηζκα επσάδεηαη πάλσ ζην αληίζσκα θαη ε πξσηεΐλε-αληηγόλν 

καδί κε ηηο πξσηεΐλεο πνπ είλαη ελσκέλεο κε απηή δεζκεύνληαη ζε απηό.

-Η επηθάλεηα μεπιέλεηαη θαη όιεο νη πξσηεΐλεο πνπ δελ δεζκεύηεθαλ από ην 

αληίζσκα θεύγνπλ.

-Σν ζύκπινθν αληηγόλνπ-αληίζσκαηνο εθινύεηαη κε απνδηαηαθηηθό δηάιπκα 

ρακεινύ pH.

-Οη πξσηεΐλεο πνπ αιιειεπηδξνύλ κε ηελ πξσηεΐλε-αληηγόλν αλαιύνληαη κε 

ειεθηξνθόξεζε, απνηύπσζε θαηά Western, θαζκαηνζθνπία κάδαο.



Coupled antibody

Antigen

Protein Interacting 
with Antigen

Cell Lysate or 
Protein Mixture

Incubation with 
antibody coupled resin

Wash Elute

Analyze

Protein B

Protein A

Υξήζε αληηζώκαηνο Β

Υξήζε αληηζώκαηνο A

Απνηύπσζε θαηά Western

Γηα ηελ επηβεβαίσζε 

ηεο αιιειεπίδξαζεο



-Η ρξήζε θπηηαξηθνύ εθρπιίζκαηνο έρεη ηα εμήο δύν πιενλεθηήκαηα:

1. Σόζν ε πξσηεΐλε αληηγόλν, όζν θαη νη αιιειεπηδξνύζεο κε απηήλ πξσηεΐλεο 

βξίζθνληαη ζηελ αλαινγία όπνπ βξίζθνληαη θαη ζηα δσληαλά θύηηαξα. 

2. Οη πξσηεΐλεο έρνπλ ππνζηεί όιεο ηηο απαξαίηεηεο κεηα-κεηαθξαζηηθέο 

ηξνπνπνηήζεηο, 

...κε απνηέιεζκα ε αιιειεπίδξαζε πνπ παξαηεξείηαη, λα κελ νθείιεηαη ζε θελά 

ηεο ηερληθήο (πνιύ ιηγόηεξα false positive).

-Η ρξήζε ηνπ αληηζώκαηνο πξνζδίδεη ζηελ ηερληθή ηελ εμεηδίθεπζε πνπ απαηηείηαη, 

αιιά ε παξαγσγή ηνπ κπνξεί λα είλαη επίπνλε.

-Δμάιινπ, ε ζύλδεζε αληηγόλνπ-αληηζώκαηνο κπνξεί λα αλαζηέιιεη ηε ζύλδεζε 

ηνπ αληηγόλνπ κε ηηο αιιειεπηδξνύζεο κε απηό πξσηεΐλεο. 

-Όηαλ αθόκα θαη ε αξρή ζηελ νπνία βαζίδεηαη ε ηερληθή ακθηζβεηείηαη, δειαδή 

όηαλ ην αληίζσκα δελ είλαη αξθεηά εηδηθό, ηόηε βξίζθνπλ εθαξκνγή νη πξσηεΐλεο 

‘ζύληεμεο’ κε GST, MBP, …εηηθέηεο ελαληίνλ ησλ νπνίσλ έρνπλ παξαρζεί 

κνλνθισληθά αληηζώκαηα. 

-Η ηερληθή είλαη παξόκνηα κε εθείλε ηεο ζπλ-αλνζνθαηαθξήκληζεο κε ηε δηαθνξά 

όηη ηε ζέζε ηνπ αληηζώκαηνο παίξλεη κηα πξσηεΐλε Β (bait).

-Η πξσηεΐλε Β εθθξάδεηαη σο fusion 

πξσηεΐλε κε GST εηηθέηα από 

αλαζπλδπαζκέλα βαθηεξηαθά 

θύηηαξα.

-H πξσηεΐλε P εθθξάδεηαη είηε από 

θύηηαξα ζειαζηηθώλ είηε από 

αλαζπλδπαζκέλα βαθηεξηαθά θύηηαξα 

θαη ιακβάλεηαη σο θπηηαξηθό 

εθρύιηζκα.

-Σα δπν ελαησξήκαηα επσάδνληαη καδί γηα λα αιιειεπηδξάζεη ε πξσηεΐλε Β κε 

ηελ πξσηεΐλε P, απνκαθξύλνληαη κε έθπιπζε νη πξσηεΐλεο πνπ δελ αιιειεπηδξνύλ 

κε ηελ πξσηεΐλε Β θαη ηειηθά εθινύεηαη ε GST fusion πξσηεΐλε Β ζπδεπγκέλε κε 

ηελ πξσηεΐλε P θαη ηαπηνπνηείηαη κε απνηύπσζε θαηά Western.



Analyse by 
Western Blot 

Bait is expressed as 
GST fusion in E. coli 

Mammali
an Cell 

Endogenous 
expressed Prey protein 
from mammalian cells

P

P

P

Prey

Prepare Cell 
Extract 

GST

GST

GST

GST

B

B

B

B

G.P.

G.P.

Bait

Glutathio
ne 

Particle 

Mix and allow 
interaction to 

occur 

Wash and Elute 
Complex 

-Η ζπγθαηαθξήκληζε ρξεζηκνπνηείηαη θπξίσο σο κέζνδνο 

επηβεβαίσζεο ηεο αιιειεπίδξαζεο πξσηετλώλ.

-Η ζπγθαηαθξήκληζε, όκσο απαηηεί κεγάιε πνζόηεηα θαζαξήο 

αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο.

-Απνθεύγεηαη ε ρξήζε αληηζώκαηνο, πνπ ζα κπνξνύζε λα 

παξεκβιεζεί ζηε ζύλδεζε ηνπ αληηγόλνπ κε ηηο αιιειεπηδξνύζεο 

κε απηό πξσηεΐλεο. 



Καη ε ηερληθή απηή πεξηιακβάλεη ηελ παξαγσγή κηαο πξσηεΐλεο 

πνπ έρεη ζπληερζεί ζην θαξβνμπηειηθό ηεο άθξν, κε κηα εηηθέηα 

πνπ πεξηιακβάλεη, έλα πεπηίδην πνπ δεζκεύεη 

αζβεζηηνηξνπνπνηεηίλε (calmodulin binding peptide, CBP), κηα 

ζέζε θνπήο από TEV πξσηεάζε θαη ηελ πξσηεΐλε Α.

-Η fusion πξσηεΐλε Β εηζάγεηαη ζηα θύηηαξα ηνπ μεληζηή θαη αιιειεπηδξά 

κε ηηο πξσηεΐλεο ηνπο.

-Σα θύηηαξα ιύνληαη θαη ην ελαηώξεκα δηέξρεηαη από ζηήιε ζπγγέλεηαο κε 

IgG ζθαηξίδηα όπνπ δεζκεύεηαη ε πξσηεΐλε Α

-΢ηηο δεζκεπκέλεο πξσηεΐλεο πξνζηίζεηαη TEV πξσηεάζε κε απνηέιεζκα ε 

εηηθέηα ηεο fusion πξσηεΐλεο Β λα θόβεηαη ζηε ζέζε θνπήο από TEV

πξσηεάζε.

-Η ελαπνκείλαζα fusion πξσηεΐλε Β δηέξρεηαη από δεύηεξε ζηήιε 

ζπγγέλεηαο κε ζθαηξίδηα θαικνδνπιίλεο, όπνπ ζπλδέεηαη κέζσ ηνπ CBP.

-Σειηθά, νη αιιειεπηδξνύζεο πξσηεΐλεο εθινύνληαη κε EGTA θαη 

αλαιύνληαη κε απνηύπσζε θαηά Western. (Γηαηί EGTA??)



TAP

-Η θαηλνηνκία ηεο ηερληθήο έγθεηηαη ζηελ εηζαγσγή ηεο πξσηεΐλεο ζηα θύηηαξα ηνπ 

μεληζηή (επηκόιπλζε). Με ηνλ ηξόπν απηό ε πξσηεΐλε αιιειεπηδξά κε άιιεο 

πξσηεΐλεο ζην θπζηθό πεξηβάιινλ ηνπ θπηηάξνπ θαζηζηώληαο ηελ ηερληθή απηή 

ηδηαίηεξα αμηόπηζηε.

-Ωζηόζν, ε ρξήζε κηαο ηόζν κεγάιεο εηηθέηαο, παξόιν πνπ είλαη απαξαίηεηε γηα 

ηελ εθαξκνγή ηεο ηερληθήο κπνξεί λα δεκηνπξγήζεη πξνβιήκαηα ηόζν ζηα επίπεδα 

έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο Β, όζν θαη ζηελ αιιειεπίδξαζή ηεο κε άιιεο πξσηεΐλεο 

(αλ θαη ππάξρνπλ πεξηπηώζεηο πνπ ε αλεπαξθήο έθζεζε ηεο ζηα ζθαηξίδηα 

ζπγγέλεηαο δπζρεξαίλεη ηελ εθαξκνγή).

-Πξόβιεκα κπνξεί λα δεκηνπξγεζεί θαη κε ηελ αλεμέιεγθηε δξάζε ηεο TEV

πξσηεάζεο, όηαλ απηή δελ εληνπίδεηαη κόλν ζηε ζέζε θνπήο από TEV πξσηεάζε.



Υαξαθηεξηζκόο πξσηετληθώλ ζπκπιόθσλ

κε ηε κέζνδν ΣΑΡ θαη θαζκαηνγξαθία καδώλ

Πξσηεΐλε-

«δόισκα» CBP Protein A

΢εκείν πξσηόιπζεο

(πξσηεάζε TEV)

IgG

Agarose

Calmodulin

Agarose 

Πξσηεΐλεο

ζπκπιόθνπ

SDS-PAGE

Φαζκαηνγξαθία καδώλ

«Γόισκα»

Bait Vector

-Η κηθξνζεξκηδνκεηξία ηζόζεξκεο ηηηινδόηεζεο  (ITC) ρξεζηκνπνηείηαη 

γηα ηελ παξαθνινύζεζε αληηδξάζεσλ κεηαμύ βηνκνξίσλ, όπσο 

πξσηετλώλ κε πεπηίδηα ή άιιεο πξσηεΐλεο θαη βαζίδεηαη ζηελ αξρή όηη 

όιεο νη ρεκηθέο θαη βηνινγηθέο δηαδηθαζίεο ζπλνδεύνληαη από έθιπζε 

(εμώζεξκεο) ή απνξξόθεζε (ελδόζεξκεο) ζεξκόηεηαο.

-Σν ζεξκηδόκεηξν απνηειείηαη από ην θειί ηνπ δείγκαηνο θαη ην θειί 

αλαθνξάο (κε κεδεληθή δηαθνξά ζεξκνθξαζίαο αλάκεζα ηνπο), ηε 

ζύξηγγα απηνκαηνπνηεκέλεο έγρπζεο, ην ζύζηεκα επαλαηξνθνδόηεζεο 

ζεξκόηεηαο θαη ην ζύζηεκα κέηξεζεο ζεξκόηεηαο.

-Η ηηηινδόηεζε αξαηνύ πξσηετληθνύ δηαιύκαηνο πνπ πεξηέρεηαη ζην 

θειί ηνπ δείγκαηνο κε δηάιπκα (10-5Μ) πξσηεΐλεο πξαγκαηνπνηείηαη κε 

ζεηξά εγρύζεσλ ηεο πξσηεΐλεο κέζσ ηεο ζύξηγγαο ζην θειί ζε 

αδηαβαηηθέο ζπλζήθεο.

ΜΙΚΡΟΘΔΡΜΙΓΟΜΔΣΡΙΑ Ι΢ΟΘΔΡΜΗ΢ 

ΣΙΣΛΟΓΟΣΗ΢Η΢



ΘΔΡΜΙΓΟΜΔΣΡO Ι΢ΟΘΔΡΜΗ΢ 

ΣΙΣΛΟΓΟΣΗ΢Η΢

ΜΙΚΡΟΘΔΡΜΙΓΟΜΔΣΡΙΑ Ι΢ΟΘΔΡΜΗ΢ 

ΣΙΣΛΟΓΟΣΗ΢Η΢

-Αλ ε αληίδξαζε ηεο πξσηεΐλεο πνπ εγρέεηαη από ηε ζύξηγγα κε 

εθείλε πνπ ππάξρεη ζην θειί είλαη εμώζεξκε, ηόηε ην ζεξκηδόκεηξν 

ζα ρξεζηκνπνηήζεη ιηγόηεξε ελέξγεηα γηα λα δηαηεξήζεη ζηαζεξή ηελ 

ζεξκνθξαζία, ελώ αλ ε αληίδξαζή είλαη ελδόζεξκε, ην ζεξκηδόκεηξν 

ζα ρξεζηκνπνηήζεη πεξηζζόηεξε ελέξγεηα. 

-Η αθξηβήο κέηξεζε ηεο ελέξγεηαο πνπ απαηηείηαη γηα ηε δηαηήξεζε 

ηεο ζεξκνθξαζίαο ηνπ θειηνύ θαζ’ όιε ηε δηάξθεηα ησλ 

αιιεπάιιεισλ εγρύζεσλ νδεγεί ζηνλ ππνινγηζκό ζεξκνδπλακηθώλ 

παξακέηξσλ όπσο ε ειεύζεξε ελέξγεηα, ε ελζαιπία, ε εληξνπία, ε 

ζηαζεξά ζύλδεζεο θαζώο θαη ε ζηνηρεηνκεηξία ηεο ζύλδεζεο.





ΜΙΚΡΟΘΔΡΜΙΓΟΜΔΣΡΙΑ Ι΢ΟΘΔΡΜΗ΢ 

ΣΙΣΛΟΓΟΣΗ΢Η΢ Έλα θαη κόλν πείξακα 

κπνξεί λα ππνινγίζεη ηα 

αθόινπζα ζεξκνδπλακηθά 

κεγέζε:

• Δλζαιπία 

ζύλδεζεο (ΓΗ)

• ΢ηνηρεηνκεηξία 

ζύλδεζεο (Ν)

• ΢ηαζεξά ζύλδεζεο (Κb)

• Διεύζεξε ελέξγεηα 

ζύλδεζεο (ΓG)

• Δληξνπία 

ζύλδεζεο (ΓS)

Μηθξνζπζηνηρίεο πξσηετλώλ / πεπηηδίσλ

΢πλδπάδνπλ ηα πιενλεθηήκαηα ησλ κηθξνζπζηνηρηώλ 

(κεγάιε ηαρύηεηα θαη όγθνο αλαιύζεσλ, επαηζζεζία, θιπ) 

κε ηελ ηθαλόηεηα αλάιπζεο πξσηετλώλ

΢πλνιηθή 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





΢ΤΝΣΟΝΙ΢ΜΟ΢ ΔΠΙΦΑΝΔΙΑΚΩΝ 

ΠΛΑ΢ΜΟΝΙΩΝ
-Γηάζιαζε ραξαθηεξίδεηαη ε εθηξνπή ηεο δηεύζπλζεο ηνπ θσηόο όηαλ απηό πεξάζεη 

από ηε δηεπηθάλεηα πνπ ρσξίδεη δπν πιηθά δηαθνξεηηθήο νπηηθήο ππθλόηεηαο.

-Οιηθή εζσηεξηθή αλάθιαζε ζπκβαίλεη όηαλ ην θσο, πνπ δηαδίδεηαη κέζσ ελόο 

νπηηθά ππθλόηεξνπ πιηθνύ πξνζπίπηεη ζηε δηεπηθάλεηα κε έλα πιηθό κηθξόηεξεο 

νπηηθήο ππθλόηεηαο, κε γσλία πξόζπησζεο ζ κεγαιύηεξε ηεο θξίζηκεο γσλίαο ζc. 

(Ωο ζc νξίδεηαη ε γσλία πξόζπησζεο γηα ηελ νπνία ε δηαζιώκελε αθηηλνβνιία 

θσηόο εμέξρεηαη εθαπηνκεληθά πξνο ηελ επηθάλεηα).

-Όηαλ κηα ιεπηή ζηξώζε ρξπζνύ (50 nm) ηνπνζεηεζεί ζηε δηεπηθάλεηα ησλ δπν 

πιηθώλ, ηόηε  ε ελέξγεηα από ην θσο δηεγείξεη ηα ειεύζεξα ειεθηξόληα ηνπ ρξπζνύ, 

ηα νπνία θαινύληαη επηθαλεηαθά πιαζκόληα (surface plasmons).

-΢πληνληζκόο ζπκβαίλεη όηαλ ε νξκή ησλ πιαζκνλίσλ γίλεη ίζε κε ηελ νξκή ησλ 

εηζεξρόκελσλ θσηνλίσλ (κέγηζηε απνξξόθεζε ηεο πξνζπίπηνπζαο αθηηλνβνιίαο) 

θαη γσλία ζπληνληζκνύ είλαη εθείλε όπνπ ειαρηζηνπνηείηαη ε έληαζε ηεο 

αλαθιώκελεο αθηηλνβνιίαο.

-Ο βηναηζζεηήξαο SPR είλαη έλα ζύζηεκα ζπληνληζκνύ επηθαλεηαθώλ πιαζκνλίσλ, 

όπνπ κηα πξσηεΐλε πξνζδέηεο έρεη αθηλεηνπνηεζεί ζηελ επηθάλεηα ηνπ ρξπζνύ.

-Ο βηναηζζεηήξαο SPR κεηξάεη αιιαγέο ζηε γσλία ζπληνληζκνύ ζε πξαγκαηηθό 

ρξόλν.

-Η αιιαγή ηεο γσλίαο ζπληνληζκνύ ζρεηίδεηαη άκκεζα κε ηελ πνζόηεηα πξσηεΐλεο 

πνπ αληέδξαζε κε ηελ πξσηεΐλε πξνζδέηε.

ΒΙΟΑΙ΢ΘΗΣΗΡΑ΢ ΢ΤΝΣΟΝΙ΢ΜΟΤ 

ΔΠΙΦΑΝΔΙΑΚΩΝ ΠΛΑ΢ΜΟΝΙΩΝ




