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Quantitative proteomics
background

• Shortcomings in 2D gel based methods:
poor reproducibility, biased for the most abundant proteins,...

• Mass spectrometry (MS) based quantitative proteomics
MS is inherently not quantitative!

physicochemical properties affect the response

• Absolute vs relative quantification
• Mass tagging

metabolic labelling
isotope tagging
enzymatic labelling
labelled peptide standards

• Labelfree quantification approaches



MS based quantification

Bantscheff et al., Anal Bioanal Chem 389 (2007) 10171031.



Labelfree approaches
• Comparison of two or more experiments:

1) comparison of direct MS signal intensity of any
given peptide

2) comparison of a number of acquired fragment
spectra matching to a peptide/protein = spectral counting
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Workflow
Experiments, mass tagging

Probability density analysis
MIPS functional classes

Protein identification from MS/MS data Relative quantification

Quantitative protein data

Visualisation in network context
Metabolic enzymes

BoxPlot
MIPS
functional
classes

LCMS/MS analysis



Experimental set up

MS analysis run in triplicate

one biological replicate

peptide data



• SEQUEST for interpretation
of MS/MS spectra against
EBI proteome database, two
runs for each data file (14N,
15N peptides)
*each MS/MS spectrum individually
*defines a set of candidate peptides
with a matching mass from a DB
*compares the experimental spectrum
to the theoretical spectra

• Targetdecoy searching for
FDR

Peptide identification

Nesvizhskii et al., Nature Methods 4 (2007) 787797



Targetdecoy
search

• Search against the target
DB

• Search against reversed
(or randomised) DB

• Assumes the same
distribution for matches to
the decoy sequences and
false matches to the
original DB

• Other choice: empirical
Bayes approaches

Elias and Gygi, Nature Methods 4 (2007) 207214



Protein identifications
• DTASelect for assembling the identified peptides into

proteins
• SEQUEST output as input
• Sorts peptides by locus
• Full protein sequences again from the same DB
• Userdefined criteria for selection of identifications
• ... FDR for protein identifications..?
• In the previous publication: minimum Xcorr 1.9, 2.2 and 3.75 for 1+,

2+, and 3+ peptides, respectively, and minimum deltaCNs 0.1 for
each peptide



Relative quantification
• RelEx for calculation of peptide ion current ratios

* Extraction of ion chromatograms
* Smoothing
* Peak detection
* The peak nearest to the MS/MS spectrum is

chosen for the calculation of the isotoper ratio
* Linear least squares correlation
* Sorting peptide ratios by protein locus
* Omitting outliers (Dixon's Qtest)
* Protein mean and std (ttest)



RelEx

MacCoss et al., Anal Chem 75 (2003) 69126921



ON/OFF peptides

reverse
labelling

"forward"
labelling

Kolkmann et al., Mol Syst Biol 2 (2006) 2006.0026.



Generation of a
robust data set

• Peptide stringency?
• PCA for interexperimental

variation (0.34)
the STD of pc2 converges to 0.34

with increasing peptide stringency

• ...why PCA?
...any other suggestions?



Generation of the final data set

• # identified proteins in the triplicate analyses of the two
biological replicates = 1499

• # identified proteins passed the RelEx phase = 892
• # proteins present in both biological replicates = 490
• # proteins within the 95% confidence interval of PC2 = 418
• # on/off proteins = 56
• # proteins in the final data set = 474
• # proteins with at least twofold differential expression =

249 (137 up in anaerobiosis, 112 down in anaerobiosis)



Functional categories and subcellular
locations

• Significance of overrepresentation of functional
categories and subcellular locations determined using a
hypergeometric test

• MIPS (Munich Information Center for Protein Sequances)
functional catalogue database (FunCatDB), 28 main
branches, a hierarchical, tree like structure with up to six
levels of increasing specificity





simulated 2D gels

CAI = codon adaptation index

Subcellular localisation

Kolkmann et al., Mol Syst Biol 2 (2006) 2006.0026.



Regulatory level?

enzyme
structural component
other

gene mRNA protein
transcription translation

modulation

modulationregulation regulation



Probability density test
• Transcript data from:

Tai et al., J Biol Chem 280 (2005) 437447.

• Were the proteins of a specific MIPS
category enriched in a specific part of
the data space covering the protein vs
the mRNA ratios?

• H0: the data points corresponding to a particular
MIPS category are randomly sampled from all
proteins

• To test H0 the PDF of the complete distribution was
compared to the PDF of a particular MIPS category

• PDFs were estimated and evaluated at a grid of
2500 coordinates

• RMS value of the difference between the complete
set and a particular MIPS category was computed

• Permutation tests for significance to the possible
rejection of H0

aminoacyltRNA synthetases

electron transport and
membraneassociated
energy conservation

ribosome biogenesis



Regulatory level box plot

• Significant functional categories
based on the probability density
test



Conclusions
• Quantitative protein data is required for studying cell

regulatory functions
• Quantitative data in relative form
• The main data processing steps:

i) assignment of the fragment ion spectra to peptide sequences
ii) inference of the proteins represented by the identified peptides
iii) determination of the abundancies of the proteins

• Data processing is still in stage of development
data processing includes manual steps
assessment of the quality of the data?

• Integration of omicsdata


