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Στόχοι

• Omics & Πρωτεωμική

• Ανάλυση αλληλουχιών σε πρωτεώματα και 
πρωτεΐνες

• Εφαρμογές



Ποιες είναι οι 
ωμικές (omics)
τεχνολογίες;;;



Γιατί τις 
μελέταμε;;



OMICS

Τεχνολογίες υψηλής απόδοσης 
(high-throughput)

που χρησιμοποιούνται για την ολιστική 
ανάλυση των βιολογικών μορίων



OMICS

-Ωμική: 

Η κατάληξη αφορά τη μελέτη ενός 
συνόλου καθολικά

(προηγούμενου συνθετικού της 
λέξης)

✓ προσέγγιση μελέτης



OMICS



-Ωμικές -Omics

Genomics

Transcriptomics

Proteomics

Metabolomics 



Multi-omics

https://olink.com/

Proteogenomics



Multi-omics

Συνδυασμός διαφόρων τεχνολογιών omics

Πλεονεκτήματα στην ανάλυση βιολογικών υγρών

Ταυτόχρονη ταυτοποίηση γονιδίων, πρωτεϊνών και μεταβολιτών

Διευκρίνιση / αποσαφήνιση των μοριακών τους μονοπατιών

Βελτιωμένα προγνωστικά μοντέλα με τη χρήση αλγορίθμων μηχανικής μάθησης



-Ωμικές -Omics

❖>200 ‘-omics’ υποκατηγορίες έχουν 
πια εμφανιστεί

❖Oλιστική μελέτη των σχετικών μορίων

❖Μόδα
glycomics

lipidomics

interactomics

nutrigenomics 

epigenomics

foodomics



Μετα-
μεταφραστικές 
τροποποήσεις

Ροή γενετικής πληροφορίας



Ροή γενετικής πληροφορίας

❖ DNA: αυτό που ενδέχεται να συμβεί

❖ RNA: αυτό που πιθανότατα θα συμβεί

❖ Πρωτεΐνες: αυτό που συμβαίνει

Γονίδια φορείς οδηγιών -> πρωτεΐνες μόρια που εκτελούν τις οδηγίες



Εφαρμογές omics

❖Χρησιμοποιούνται στην ιατρική ακριβείας (precision medicine) ή 
εξατομικευμένη ιατρική

❖Χαρτογράφηση ανθεκτικότητας νέων ασθενειών

❖Χαρτογράφηση ιών (π.χ. covid)



Εφαρμογές omics

❖Μελέτες παθογένειας νοσημάτων

❖Εύρεση βιοδεικτών

❖Ταυτοποίηση φαρμακευτικών στόχων



Πρωτεωμική (Proteomics)

= protein + genome

(Marc Wilkins 1996) 

➢Ανάλυση και μελέτη του συνόλου των πρωτεϊνών ενός ιστού σε μια δεδομένη 

χρονική στιγμή.



Πρωτεωμική: γιατί;

Πρωτεΐνες: ενεργά και κυρίαρχα μόρια που αντικατοπτρίζουν φυσιολογικές 
ή παθολογικές καταστάσεις

Αναγνώριση πρωτεϊνών 
που υπάρχουν σε 

δείγματα ενδιαφέροντος

Ποσοτικοποίηση των 
μεταβολών στην έκφραση 

πρωτεϊνών κατά τη 
διάρκεια παθολογικών ή 

διαφορετικών 
καταστάσεων

Ανίχνευση Βιοδεικτών



Γονιδιωματική vs. Πρωτεωμική

Ίδιο γονιδίωμα...

...διαφορετικά πρωτεώματα



Γονιδιωματική vs. Πρωτεωμική

➢ Το ανθρώπινο γονιδίωμα περιλαμβάνει περίπου 30.000 γονίδια

➢ Το πρωτέωμα ενός ατόμου σε μια δεδομένη χρονική στιγμή μπορεί να 

περιλαμβάνει περίπου 100.000 προϊόντα γονιδίων

Το πρωτέωμα ενός ατόμου καθ’ όλη τη διάρκεια της ζωής του 

μπορεί να περιλαμβάνει περίπου 1.000.000 προϊόντα γονιδίων



Πρωτεωμική

➢ Ποιοτική & ποσοτική εκτίμηση των πρωτεϊνών ως αποτέλεσμα έκφρασης του

γονιδιώματος

➢ Μαζική & ταυτόχρονη μελέτη μεγάλου αριθμού πρωτεϊνών, ειδικότερα:

✓ της δομής

✓ των μετα-μεταφραστικών μεταβολών

✓ των αλληλεπιδράσεων με άλλα βιολογικά μόρια



Πρωτεωμική

❑Εφαρμογές:

✓διαλεύκανση παθογενετικών μηχανισμών νοσημάτων

✓ταυτοποίηση βιοδεικτών για πρώιμη και ακριβή διάγνωση

νοσημάτων

✓παραγωγή εμβολίων



Μεθοδολογίες

❑ Ηλεκτροφόρηση 2 διαστάσεων (2-DE ή 2-D gel 

electrophoresis)

❑ Υγρή χρωματογραφία (LC ή HPLC)

❑Φασματομετρία Μάζας (MS ή MS/MS)

❑ Βιοπληροφορική (Bioinformatics)



Υπολογιστική 
Ανάλυση 

Αλληλουχιών;;

➢ H ταυτοποίηση πρωτεϊνών με φασματομετρία μάζας μπορεί 

να ιδωθεί καθαρά ως πρόβλημα ανάλυσης αλληλουχιών.

➢ Σε αντίθεση με το DNA ή το RNA, δεν παρατηρούμε ποτέ 

άμεσα την αλληλουχία της πρωτεΐνης. 

➢ Αυτό που έχουμε είναι έμμεσες μετρήσεις μάζας.

“We never see the protein sequence directly 
— we infer it.”



Proteomic analysis-methodologies
• Protein separation

2D gel electrophoresis                    Gel free methods (LC-MS/MS)
(gel dependent) 



Bottom-up proteomics

➢ Προσέγγιση από κάτω-προς-τα-πάνω (bottom-up proteomics):  
ανάλυση των πεπτιδίων ή των θραυσμάτων τους διότι ξεκινά με τα κομμάτια της 
πρωτεΐνης και όχι με ολόκληρη την πρωτεΐνη. 

➢ Υδρόλυση με θρυψίνη (tryptic digest peptides):
υδρολύει τις πρωτεΐνες, κόβοντας την αλληλουχία τους στην καρβοξυλική περιοχή της 
λυσίνης (K) ή της αργινίνης (R), όταν δεν ακολουθούνται από το αμινοξύ προλίνη (P)



Bottom-up προσέγγιση: Protein → peptides → spectra → sequences → protein

Denaturation – Reduction – Alkylation -> Πέψη με τρυψίνη -> Sequence link -> Προβλέψιμα πεπτιδικά άκρα In silico digestion 
από databases



Top-down proteomics

➢ Προσέγγιση από πάνω-προς-τα-κάτω (top-down proteomics): αρχίζει με 
την ακέραιη πρωτεΐνη

➢ Πρωτεΐνες μοριακού βάρους < 50 ΚDa μπορούν να ιονιστούν και να κατακερματιστούν 
μέσω μιας διαδικασίας ανάλογης της ανάλυσης θραυσμάτων πεπτιδικών ιόντων, με τη 
διαφορά ότι δημιουργούνται μεγαλύτερα θραύσματα. 

➢ μεγαλύτερη πρόκληση για πρωτεΐνες των οποίων η μάζα ξεπερνά σε μέγεθος τα 50ΚDa 
(κατά προσέγγιση 500 αμινοξέα)- ανώτερο αξιόπιστο όριο
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Two-dimensional Electrophoresis
(isoelectric focusing, SDS-PAGE)

In-gel Digestion 

Mass Spectrometry
(MALDI-TOF-MS, Ion Trap, Qq-TOF)

Protein Identification
(changes, modifications)

Data Storage

Sample Preparation
(protein extraction, fractionation)

Workflow in Proteomics

Spot excision 
(manually, automatically)

2D GEL DEPENDENT METHODS



Ισοηλεκτρικό σημείο πρωτεΐνης

➢ Τα αμινοξέα μπορούν να εμφανίσουν τόσο τον όξινο (-COOH) όσο και το βασικό (-NH2) 
χαρακτήρα, έχουν δηλαδή αμφολυτικο χαρακτήρα.

➢ Σε ουδέτερο pH, στις πρωτεΐνες, κάποια αμινοξικά κατάλοιπα είναι γενικά θετικά 
φορτισμένα, ενώ άλλα κατάλοιπα είναι γενικά αρνητικά φορτισμένα.

➢ Η ισορροπία μεταξύ αρνητικών και θετικών φορτίων σε ένα πρωτεϊνικό μόριο εξαρτάται 
από το pH του περιβάλλοντος

Iσοηλεκτρικό σημείο πρωτεΐνης (pI):
το pΗ όπου το δίκτυο φορτίων της πρωτεΐνης είναι μηδέν



SAMPLE PREPARATION

BIOLOGICAL MATERIALS

Solid materials
(cells, tissues, biopsies etc)

Biological fluids
(plasma, serum, urines,

amniotic fluid etc)

Homogenization                      

(pressure, sonication, liquid nitrogen etc)

Subcellular 

fractionation

Protein extraction

High protein conc.
(plasma, serum)

Low protein conc.
(urines, amniotic fluid)

Protein Dialysis

Sample concentration
(ultra filtration, precipitation)

SAMPLE BUFFER
[Urea (7M), Thiourea (2M), CHAPS (4%), 

DTE (10mM), Protease  and Phosphatase 

inhibitors]

Protein 

Fractionation

Workflow in Proteomics



Ισοηλεκτική εστίαση - πρώτη διάσταση



Ποσοτικοποίηση πρωτεϊνών

• 1mg/ml

• Bradford protein assay



Μεθοδολογίες- Ηλεκτροφόρηση δυο 
διαστάσεων

Ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων (2-D gel)

1η διάσταση: Ισοηλεκτρική εστίαση 
οριζόντιος διαχωρισμός πρωτεϊνών 1mg/ml τεχνική που διαχωρίζει τις 
πρωτεΐνες σύμφωνα με το ηλεκτρικό τους φορτίο



Μεθοδολογίες- Ηλεκτροφόρηση δυο 
διαστάσεων

Δεύτερη διάσταση

➢ 2η διάσταση: κατακόρυφος διαχωρισμός πρωτεϊνών σε διάλυμα 12% 

gel polyacrylammide





Μεθοδολογίες- Ηλεκτροφόρηση δυο διαστάσεων

Xρώση των πηκτωμάτων (gel) με κυανό της κουμασίνης – 2-DE gels

2 άξονες Χ, Υ



Acidic region Basic region

High MW

proteins

Low MW

proteins

Strip







MALDI Target Plate



Πρωτεωμικός χάρτης γάλακτος



Πρωτεωμικός χάρτης αίματος



Ανάλυση με Υγρή Χρωματογραφία 
(nano LC-MS/MS)





Υγρή χρωματογραφία 
Μείωση πολυπλοκότητας
•Χρονική διάσταση πληροφορίας

Κάθε peptide → συγκεκριμένο retention
time

What happens if we skip LC?

https://www.ssi.shimadzu.com/



Proteomic analysis-methodologies
• Protein separation

• Protein Identification

2D gel electrophoresis                    Gel free methods (LC-MS/MS)

(gel dependent) 

Mass spectrometry

•MALDI-TOF-TOF MS

•LTQ-Orbitrap MS

•Tandem MS (Qq-TOF)

•SELDI MS

• Data analysis-Bioinformatics

• Interpretation



Φασματομετρία μάζας – Βασικές αρχές &
όργανα

➢ H φασματομετρία μάζας διαχωρίζει μόρια  με βάση τη σχέση 

μάζα/φορτίο τους (m/z) των ιόντων στο κενό 

➢ μπορεί να προσδιοριστεί η μάζα των μορίων με υψηλό βαθμό 

ακρίβειας, καθιστώντας εφικτό τον προσδιορισμό της μοριακής 

σύνθεσης ενός συνόλου πεπτιδίων

Η MS-based proteomics είναι εφαρμοσμένη sequence analysis σε θορυβώδη δεδομένα



Φασματομετρία μάζας – Βασικές αρχές & 
όργανα

➢ έχουν τρία βασικά λειτουργικά στοιχεία: 

➢ μια πηγή ιόντων (μετατρέπει το αναλυόμενο δείγμα σε ιόντα στην αέρια 

φάση σε συνθήκες κενού)

➢ έναν αναλυτή μάζας (ιόντα επιταχύνονται σε ένα ηλεκτρικό πεδίο προς τον 

αναλυτή, ο οποίος τα διαχωρίζει ανάλογα με το λόγο m/z που έχει το καθένα 

καθώς κατευθύνονται στον ανιχνευτή)

➢ ανιχνευτή ιόντων (καταγράφει το σήμα κάθε ιόντος ξεχωριστά. 





MALDI-TOF (MS)

Το όνομά του είναι συντόμευση της λειτουργίας του: 
Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time Of Flight



MALDI TOF-TOF MS-MS



LTQ-Orbitrap MS



Πώς φτάνουμε 
στην 

ταυτοποίηση…



Pipeline
Protein → peptides → spectra → sequences → protein

https://agile-bioscience.com/



Ionization



Ionization & MS¹

•m/z
•charge states
•isotopic envelopes

Δεν δίνει αλληλουχία
Μόνο υποψήφια peptide features We still don’t know the sequence.



Φάσματα μάζας

Γραφική παράσταση της έντασης του ιοντικού σήματος ως συνάρτηση του λόγου μάζας 
προς φορτίο (m/z) των ιόντων που ανιχνεύονται

•x-axis: mass-to-charge 
ratio (m/z)
•y-axis: ion intensity 
(relative abundance)

Each peak represents an ion detected by the instrument



Η πρώτη ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδος για την ταυτοποίηση πρωτεϊνών με 
τη χρήση φασματομετρίας μάζας ήταν το δακτυλικό αποτύπωμα πεπτιδικών 
μαζών (peptide mass fingerprinting, PMF), η οποία αφορά την ταυτοποίηση 
πρωτεϊνών μέσω της χρήσης δεδομένων από τις μάζες των ακέραιων πεπτιδίων 



m /z
10 00 12 50 15 00 17 50 20 00 22 50 25 00 27 50 30 00 32 50 35 00

      2 .5

      5 .0

      7 .5

     10 .0

     12 .5

     15 .0

     17 .5

     20 .0

     22 .5

     25 .0

     27 .5

     30 .0

     32 .5

     35 .0

     37 .5

     40 .0

     42 .5

     45 .0

[Abs . In t. * 10 00 ]

94 7 .5 63
14 8-1 55

10 51 .500
46 -53

10 67 .503
46 -53

10 94 .635
37 8-3 86

11 72 .652
24 0-2 51

12 06 .553
73 3-7 41

12 42 .613
36 6-3 77

12 51 .605
51 3-5 24

13 29 .682
45 4-4 65

14 46 .808
32 4-3 36

15 40 .795
96 -10 9

15 56 .847
63 9-6 51

15 78 .787
53 0-5 43

16 29 .798
75 4-7 66

16 45 .793
75 4-7 66

16 95 .911
21 8-2 31

17 11 .812
60 0-6 14

17 99 .792
67 8-6 93

18 10 .977
29 6-3 12

18 15 .788
67 8-6 93

18 23 .935
60 0-6 15

19 23 .943
56 8-5 84

21 09 .956
66 -83

21 46 .152
33 9-3 58

21 62 .134
33 9-3 58

21 70 .110
26 -45

21 71 .941
71 4-7 32

21 85 .928
19 2-2 10

22 72 .142
25 7-2 77

23 18 .274
36 6-3 86

24 98 .270
46 6-4 87

25 18 .416
61 6-6 38

Peak Identification

Peptide Mass Fingerprint (PMF)

Protein Identification



MS/MS φάσματα

➢ κατάτμηση ακέραιων πεπτιδίων και εξάγοντας περισσότερα δεδομένα από τις 
μάζες των τυχαίως παραγόμενων ιοντικών θραυσμάτων. 

➢ Precursor ion: Μια πρόδρομη ιοντική μορφή (precursor ion) είναι ένα ιόν που 
ανιχνεύεται στο φάσμα MS1, το οποίο απομονώνεται και υφίσταται 
κατακερματισμό ώστε να παραχθεί ένα φάσμα MS2 (MS/MS).

➢ Το MS/MS φάσμα με άγνωστη αλληλουχία μπορεί τότε να συγκριθεί με θεωρητικά 
φάσματα των τμημάτων που προκύπτουν από πεπτίδια σε όποια βάση 
επιθυμούμε. 

Γιατί η MS¹ πληροφορία δεν επαρκεί για sequence identification, ενώ η MS/MS είναι 
κρίσιμη;



MS¹ (Precursor Mass Information)
•Παρέχει μόνο m/z, charge state και ισοτοπική κατανομή
•Πολλά διαφορετικά πεπτίδια μπορεί να έχουν:

• ίδια ή σχεδόν ίδια μάζα
• ισοβαρή ή ισομερή αμινοξέα (π.χ. Leu / Ile)

•Δεν περιέχει πληροφορία για τη σειρά των αμινοξέων
Η MS¹ πληροφορία είναι αναγκαία αλλά όχι επαρκής για ταυτοποίηση αλληλουχίας

MS/MS (Fragmentation Information)
•Η ελεγχόμενη θραύση του πεπτιδίου παράγει σειρές θραυσμάτων (b/y ions)
•Οι διαφορές m/z μεταξύ διαδοχικών ιόντων αντιστοιχούν σε:

• συγκεκριμένα αμινοξέα
• τμήματα της πεπτιδικής αλυσίδας

•Το MS/MS φάσμα κωδικοποιεί πληροφορία αλληλουχίας
Το MS/MS μετατρέπει τη φασματομετρία μάζας σε πρόβλημα sequence matching

Γιατί η MS¹ πληροφορία δεν επαρκεί για sequence identification, ενώ η MS/MS είναι 
κρίσιμη;

Η MS¹ περιορίζει τον χώρο αναζήτησης, ενώ η MS/MS επιτρέπει την ανακατασκευή της αλληλουχίας



Χαρακτηριστικό
DDA (Data-Dependent 
Acquisition)

DIA (Data-Independent 
Acquisition)

Επιλογή προδρόμων ιόντων
Επιλογή των Top N πιο έντονων 
ιόντων

Όλα τα ιόντα εντός 
προκαθορισμένων παραθύρων 
m/z

Φάσματα MS/MS
Καθαρά, χαμηλής 
πολυπλοκότητας

Πολύπλοκα, πολυπλεγμένα

Κάλυψη πρωτεώματος Μέτρια Υψηλή

Αναπαραγωγιμότητα Χαμηλότερη Υψηλότερη

Ελλείπουσες τιμές Συχνές Σπάνιες

Ευαισθησία σε χαμηλής αφθονίας 
πεπτίδια

Περιορισμένη Βελτιωμένη

Ποσοτική συνέπεια Μέτρια Υψηλή

Ανάλυση δεδομένων Απλούστερη Υπολογιστικά απαιτητική

Φασματικές βιβλιοθήκες Προαιρετικές Συχνά απαραίτητες

Τυπική χρήση Ανακάλυψη, ταυτοποίηση
Ποσοτικοποίηση, μελέτες μεγάλης 
κλίμακας

•DDA → Who is there?
•DIA → How much is there, reproducibly?

Πώς επιλέγεται το Precursor ion? •One ion (DDA)

•A range of ions (DIA)



Babaei, et al. Quant. Biol., 2024, 12(1): 53-69



Feature MS1 Spectrum MS2 Spectrum (MS/MS)

What is measured Intact (precursor) ions
Fragment ions of a selected 
precursor

Acquisition stage First stage of MS Second stage after fragmentation

m/z represents Whole peptides (or metabolites)
Peptide fragments (b/y ions in 
proteomics)

Fragmentation No Yes (CID, HCD, ETD, etc.)

Spectral complexity Lower Higher

Main purpose Quantification, precursor selection Identification, sequence inference

Information obtained Mass and abundance of precursors Amino acid sequence information

Used for
Feature detection, DIA windows, 
isotope patterns

Database searching, peptide-
spectrum matching

Typical output Chromatographic peaks Fragment ion patterns

Example question answered How much is present? What is it?

Comparison of MS1 and MS2 Spectra

•MS1 → Detect and quantify intact molecules
•MS2 → Identify molecules by their fragments

• Fragmentation produces smaller ions (b-ions, y-ions)
• These are called fragment ions (or product ions)



Tandem MS (MS/MS): Where Sequence Appears

•Επιλογή precursor (ion detected in the MS1 spectrum that is 
isolated and fragmented to generate an MS2 spectrum)
•Θραύση (CID / HCD / ETD)
•Παραγωγή b/y ions

Το MS/MS φάσμα περιέχει πληροφορία αλληλουχίας
m/z differences → amino acids



From Spectrum to Sequence

Δυσκολίες
•Shared peptides
•Isoforms
•Redundancy databases

Protein ID ≠ απλή ένωση peptides

Protein Inference Problem

Zhang et al. J Proteom. 2015, 129:25-32



From Spectrum to Sequence

Υπολογιστικό πρόβλημα
•Experimental spectrum
•Theoretical spectra από database peptides
•Scoring & matching

Sequence alignment υπό θόρυβο

https://csbiology.github.io/



Database Searching & Validation

Protein ID is probabilistic

•Peptide–spectrum matches (PSMs) are
assigned statistical scores
•Protein IDs are reported with confidence
measures (e.g. p-values, FDR)
•Multiple proteins can share peptides → 
ambiguity
•Final identification reflects the most likely
explanation of the data







Φασματογράφος Μάζας (MS)

Τα αποτελέσματα 

προκύπτουν έπειτα 

από τη χρήση 

κατάλληλου Software 



Myelin Basic Protein (MBP)

DTGILDSIGR





Myelin Basic Protein (MBP)

~5ppm accuracy



Άλλες εφαρμογές 
ανάλυσης 

αλληλουχιών σε 
πρωτεΐνες & 
πρωτεώματα

Διερεύνηση μοναδικών πεπτιδίων της καθελισιδίνης-1

για την πρώιμη διάγνωση της μαστίτιδας — in silico

ανάλυση

• Εντοπισμός μοναδικών πεπτιδίων → ενδεχόμενοι 

στόχοι

για ακριβή ανίχνευση της πρωτεΐνης 

• Εντοπισμός μοναδικών πεπτιδίων σε πεπτίδια 

προερχόμενα μετά από χρήση θρυψίνης → βελτίωση 

της ακρίβειας ταυτοποίησης της πρωτεΐνης

κατά την ανάλυση με φασματομετρία μάζας





Μοναδικό πεπτίδιο 

• Μοναδικό πεπτίδιο (Unique peptide): πεπτίδιο, του οποίου η αμινοξική αλληλουχία 

εμφανίζεται μόνον σε μία πρωτεΐνη σε κάποιο πρωτέωμα



Ελάχιστου μήκους μοναδικό πεπτίδιο 

• Ελάχιστου μήκους μοναδικό πεπτίδιο (Core unique peptide, CrUP): πεπτίδιο με 

ελάχιστο μήκος αλληλουχίας αμινοξέων που εμφανίζεται μόνον σε μια πρωτεΐνη σε 

κάποιο πρωτέωμα



Σύνθετο μοναδικό πεπτίδιο 

• Σύνθετο μοναδικό πεπτίδιο (Composite unique peptide, CmUP): πεπτίδιο το οποίο 

σχηματίζεται από την ένωση δύο ή περισσότερων μοναδικών πεπτιδίων ελάχιστου 

μήκους, όταν το ένα επικαλύπτει το δεύτερο





Cathelicidins

❑ Κύρια ομάδα αντιμικροβιακών πεπτιδίων με άμεση δράση έναντι πολλών παθογόνων

❑ Εντοπίζονται στα δευτερογενή κοκκία των ουδετερόφιλων και απελευθερώνονται μετά την 

ενεργοποίηση

❑ Απαντώνται σε ουδετερόφιλα και επιθηλιακά κύτταρα 

του μαστικού αδένα, με αυξημένα επίπεδα στα πρώιμα 

στάδια μαστίτιδας



Ανάλυση αλληλουχιών Cathelicidins

❑ Αναζήτηση της καθελισιδίνης-1 στο πρωτέωμα και στις πρωτεΐνες των προβάτων, των 

γιδιών και των βοοειδών που λήφθηκαν από τη βάση δεδομένων Uniprot 

(https://www.uniprot.org/)

❑ Ανάλυση: εργαλείο βιοπληροφορικής που είχε βασιστεί σε αλγόριθμο μεγάλων 

δεδομένων

https://www.uniprot.org/


Ανάλυση αλληλουχιών Cathelicidins

Input: Proteome, minimum and maximum peptide lengths
Goal: Identify peptides unique to a single protein

Method (Rolling Window Approach):
•Process window sizes from Wₘᵢₙ to Wₘₐₓ
•For each protein (length L), generate peptides using a rolling window

𝐶 = 𝐿 −𝑊 + 1

Filtering Rule (Priority):
•Discard any peptide that contains a previously identified CUP
from smaller window sizes (same protein)

Uniqueness Test:
•Search remaining peptides against all other proteins
•Stop immediately if a match is found

CUP Definition:
•A peptide is a Core Unique Peptide (CUP) if no other protein 
contains it

Iteration:
•Repeat for all peptides, all proteins, and all window sizes



Ανάλυση αλληλουχιών Cathelicidins

❑ Διερευνήθηκε η ενδεχόμενη μοναδικότητα κάθε πεπτιδικής αλληλουχίας της 

καθελισιδίνης-1 σε σύγκριση με όλες τις πρωτεΐνες που ανιχνεύονται σε πρόβατα, γίδια ή 

βοοειδή

❑ Ανίχνευση μοναδικών πεπτιδίων ελάχιστου μήκους (Core unique peptides)

❑ Ανίχνευση σύνθετων μοναδικών πεπτιδίων (Composite core unique peptides)



Ανάλυση αλληλουχιών Cathelicidins

❑ Πεπτίδια προερχόμενα μετά από υδρόλυση με θρυψίνη (tryptic digest peptides)

❑ Η θρυψίνη υδρολύει τις πρωτεΐνες, κόβοντας την αλληλουχία τους στην καρβοξυλική

περιοχή της λυσίνης (K) ή της αργινίνης (R), όταν δεν ακολουθούνται από το αμινοξύ

προλίνη

❑ Πεπτίδια προερχόμενα μετά από υδρόλυση με θρυψίνη αναλύθηκαν όπως παραπάνω, για 

τον εντοπισμό μοναδικών πεπτιδίων ελάχιστου μήκους σε καθεμιά από τις αλληλουχίες 

τους



Ανάλυση αλληλουχιών Cathelicidins

❑ Εντοπίστηκαν 59 ελάχιστου μήκους μοναδικά πεπτίδια και 4 σύνθετα μοναδικά πεπτίδια 

στην καθελισιδίνη-1 των προβάτων

Θέση
Cathelicidin-1 προβάτου

Αλληλουχία των σύνθετων μοναδικών 
πεπτίδιων

Μήκος
Αριθμός μοναδικών 

πεπτιδίων
1-9

43-79
44-57 QLNEQSSEPNIYRL 14 8

81-154

58-112
LELDQPPQDDEDPDSPKRVSFRVKETVCPRTT

QQPPEQCDFKENGLLKRCEGTVT
55 23

115-121 QVRGNFD 7 3

122-155 ITCNNHQSIRITKQPWAPPQAARICRIIFLRVCR 34 24



Ανάλυση αλληλουχιών Cathelicidins

❑ 6 μοναδικά πεπτίδια ελάχιστου μήκους προερχόμενα μετά από υδρόλυση με θρυψίνη 

Θέση
Αλληλουχία των μοναδικών 
πεπτιδίων ελάχιστου μήκους Μήκος

Αριθμός μοναδικών πεπτιδίων ελάχιστου 
μήκους στην καθελισιδίνη-1 των προβάτων

41-56 AVDQLNEQSSEPNIYR 16 7

57-74 LLELDQPPQDDEDPDSPK 18 9

88-99 TTQQPPEQCDFK 12 1

107-117 CEGTVTLDQVR 11 2

118-131 GNFDITCNNHQSIR 14 6

135-144 QPWAPPQAAR 10 5



Αξιολόγηση πιθανών αντιγονικών στόχων

❑ Κριτήρια για επιλογή πιθανών αντιγονικών στόχων

❑ Περιοχές με ‘αξιόπιστη’ πρόβλεψη τρισδιάστατου προτύπου

❑ Κορμός της πρωτεΐνης σύμφωνα με την τρισδιάστατη δομή της, αλληλουχίες σε α-έλικες ή 
βρόγχους

✓ Ανάκτηση της τρισδιάστατης (3D) δομής της πρωτεΐνης από τη βάση 
δεδομένων AlphaFold

✓ Ανάκτηση της τρισδιάστατης (3D) κρυσταλλικής δομής της καθελισιδίνης-1 από 
τη βάση δεδομένων Swiss Model Repository



Αξιολόγηση πιθανών αντιγονικών στόχων

Θέση

Αλληλουχία των μο-
ναδικών πεπτιδίων 
ελάχιστου μήκους 

Μήκος
Πρότυπα δευτεροταγούς δομής της 

πρωτεΐνης

44–48 QLNEQ 5 44–48: α-έλικα

46–49 NEQS 4 46–48: α-έλικα, 49: βρόγχος

47–51 EQSSE 5 47–48: α-έλικα, 49–51: βρόγχος

48–52 QSSEP 5 48: α-έλικα, 49–52: βρόγχος

68–71 EDPD 4 68–71: βρόγχος

69–72 DPDS 4 69–72: βρόγχος

❑ 6 μοναδικά πεπτίδια ελάχιστου μήκους  προτείνονται ως πιθανοί αντιγονικοί στόχοι για 

την καθελισιδίνη-1 των προβάτων







Συμπεράσματα μελέτης

➢ Εντοπισμός ενδεχόμενων αντιγονικών στόχων για ακριβή ανίχνευση της καθελισιδίνης-1

➢ Βιοδείκτης για πιθανή πρώιμη διάγνωση μαστίτιδας στα πρόβατα

➢ Έξι μοναδικά πεπτίδια ελάχιστου μήκους  (QLNEQ, NEQS, EQSSE, QSSEP, EDPD, DPDS) ως 

ενδεχόμενοι αντιγονικοί στόχοι

➢ Έξι μοναδικά πεπτίδια ελάχιστου μήκους προερχόμενα μετά από υδρόλυση με θρυψίνη



Άλλες εφαρμογές 
ανάλυσης 

αλληλουχιών σε 
πρωτεΐνες & 
πρωτεώματα

• Classification

• Evolution







 HsaSFXN2

 MmuSFXN2

 DreSFXN2

 XtrSFXN2

 ResSFXN2-like

 LvaSFXN2-like

 CscSFXN2-like

 DmeSFXN2

 CelSFXN2

 MgiSFXN2

 AquSFXN2-like

 CelSFXN1.5

 CelSFXN1.4

 CelSFXN1.2

 CelSFXN1.1

 CelSFXN1.3

 AquSFXN1-like

 ResSFXN1-like

 DmeSFXN1/3

 LvaSFXN1-like

 MgiSFXN1

 CscSFXN1-like

 HsaSFXN1

 MmuSFXN1

 DreSFXN1

 XtrSFXN1

 HsaSFXN3

 MmuSFXN3

 DreSFXN3

 XtrSFXN3

 SroSFXN1

 SceFSF1

 SroSFXN5

 SmoSFXN5

 Res5-like

 CelSFXN5

 AquSFXN5-like

 MgiSFXN5

 LvaSFXN5-like

 DreSFXN5a

 DreSFXN5b

 XtrSFXN5

 HsaSFXN5

 MmuSFXN5

 XtrSFXN4

 DreSFXN4

 HsaSFXN4

 MmuSFXN4

0.50

SFXN SFXN





(under review - Human Genomics)

HGNC: assigns unique 
symbols & names to human 
genes and manually curates 
them into functional groups 
based on shared characteris
tics: e.g.
• sequence similarity, 
• structural homology, 
• common function, 
• protein complex 

membership 







Σας ευχαριστώ 
για την 
προσοχή σας…

e-mail: agkatsaf@uth.gr
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