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Synopsis

• Need for quantitative analysis of 
specific peptides in proteomicsspecific peptides in proteomics

• Principle of reaction ion monitoring
• Selection of peptides for analysis
• The problem of the complexity of mass 

space
• Advantages of, indeed need for, a high 

speed, high resolution, high mass 
accuracy analyzer
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2/4/2014

2

Challenges in biological mass 
spectrometry

Discovery  Quantificationy
• MudPIT
• 4D‐fractionation
• Top‐down

• Isotope labeling
• Label‐free
• MRM approaches

Operational planningOperational planning

BMG744 1‐31‐14BMG744 2‐1‐13

Validation
• MS‐MS spectra
• Multi‐channel MRM

Operational planning
• Pre‐experiment planning
• Will the plane fly, as 
opposed to determining 
why it didn’t crash?

Operational planning
• Pre‐experiment planning
• Will the plane fly, as 
opposed to determining 
why it didn’t crash?

Quantitative proteomics

• Proteomics is rapidly moving out of just being 
about discoveryabout discovery

• Investigators want to measure changes 
occurring in protein levels in whole networks
– 2‐fold changes are not sufficient

– Critical proteins have important changes in 
amounts that are 20% or lessamounts that are 20% or less

• Some proteins are only theoretical
– Others are a result of truncations, mRNA splicing

BMG744 1‐31‐14
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Selecting peptides for MRM

• Doing so empirically
Based on previously obtained MS/MS data on “your”– Based on previously obtained MS/MS data on  your  
mass spectrometer

• Using published/accumulated data
– Skyline (optimizes for the most sensitive)

• Predicting suitable peptides
– MRMPath/MRMutation (optimizes for biologicallyMRMPath/MRMutation (optimizes for biologically 
and informatically relevant)

• Carefully assessing mass space complexity
– MRMSpace

BMG744 1‐31‐14

Pragmatic selection of a peptide

MASCOT PROTEIN SUMMARY REPORT
BMG744 1‐31‐14
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Pragmatic selection of a peptide
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MASCOT PROTEIN SUMMARY REPORT
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Selecting peptides

• There are databases of peptides from a 
tproteome

– These have tools to indicate the best peptides for 
analysis

– http://www.srmatlas.org/mrmassays.php

• Limited to yeasts

BMG744 1‐31‐14

– MRMPilot – AB Sciex

– Skyline 1.1 ‐ https://skyline.gs.washington.edu/
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Directed selection of a peptide

• In some experiments the choice of the peptide is 
not based on any previous MSMS datanot based on any previous MSMS data

– The protein may have resulted from mRNA splicing 
or to nucleotide deletion within a gene, a premature 
stop codon, or to protease activity after a protein has 
been synthesized

– In these cases, the peptide that might be formed isIn these cases, the peptide that might be formed is 
theoretical and its detection may not be optimal – on 
the other hand, the scientific question being posed is 
critical

BMG744 1‐31‐14

Searching pathways ‐MRMPath

• Proteins rarely operate all on their own, but 
rather in pathways or groupsrather in pathways or groups

• MRMPath is web‐based software that was 
developed to facilitate recovery of 
information about suitable proteotypic
peptides

It’ b d d t i i f th KEGG (K t• It’s based on data mining of the KEGG (Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes) 
databases 

BMG744 1‐31‐14
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Use of MRMPath

http://tmpl.uab.edu/MRMPath/
Users select the protease they want to use, the pathwayUsers select the protease they want to use, the pathway 
of interest and the species in which the research was 
carried out

– An image of the pathway is presented to them and they 
can select either a specific protein by clicking on it, or all 
the proteins in the pathway

– The software does an in silico digestion of each protein 
and filters the peptides to produce those with 7‐25 aminoand filters the peptides to produce those with 7 25 amino 
acid residues

• It also removes peptides containing Cys or Met residues

– The user can BLAST each peptide one at a time, or all at 
once

BMG744 1‐31‐14

MRMutation
Are there canonical protein sequences??

BMG744 1‐31‐14



2/4/2014

8

Multiple reaction ion monitoring

Quantitative analysis of peptides in a 
complex mixture carried out using a triple 

LC
quadrupole instrument

BMG744 1‐31‐14

Q1                              Q2                            Q3           DetectorIonizer

Based on precursor ion/product ion pair(s)
Courtesy, John Cutts

BMG744 1‐31‐14
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Q236SPLQAGPPTGR247

BMG744 1‐31‐14

Liquid Chromatography‐Triple TOF 
Mass Spectrometry (LC‐QQTOF MS)

LC

Detector

BMG744 1‐31‐14

Q1                              Q2Ionizer

TOF

John Cutts
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Pseudo MRM Analysis

Select Peptide
Detect All 
Fragments

Fragment 
peptide

TOF MS/MS 
Spectrum 

Q1 Q2

p

• The key difference between the TripleTOF and the triple quad is that the 
entire MSMS spectrum is collected by the TripleTOF in a single 50 sec (or 
shorter) data acquisition – the selection of product ions is made post‐
data acquisition

• The mass accuracy of the product ions is 3‐5 ppm

TOF

BMG744 1‐31‐14

Specificity of a peptide transition

• A BLAST search only tells us about sequence, 
t i il itnot mass similarity

• Sherman et al. (2009) identified unique ion 
signature peptides 

– i.e., peptide molecular ions that give rise to 
fragment ions that cannot come from other g
peptides that pass through the mass filter (0.7 
m/z wide) of a quadrupole analyzer set for the 
peptide of interest

BMG744 1‐31‐14
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How complex is the peptidome “soup”?

Doubly charged 
precursor ions 

Singly charged 
product ions p

(400‐1100 m/z) 

1,000 0.7 m/z boxes

Total number of distinct boxes 
= 2,857,000/2

p
(200‐2200 m/z) 

2,857 0.7 m/z boxes

BMG744 1‐31‐14

“Theoretic” tryptidome of the human proteome for unmodified
proteins has 3,883,436 b‐ions and 4,230,819 y‐ions

 2,857,000/2
= 1,428,500

Goals

• To generate a web‐based visual tool to evaluate 
the complexity of mass space for trypticthe complexity of mass space for tryptic
peptides derived from the human proteome
– Building on the work of Jamie Sherman et al. (2009)

• In the region where the precursor ion and 
product ions for a “proteotypic” peptide have 
been chosen, to identify the names of other 

BMG744 1‐31‐14

, y
proteins that would satisfy the mass criteria

• To evaluate regions of mass uniqueness and the 
impact of reducing the size of the mass window
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General procedure

• We have data mined the Expasy.org/Uniprot 
web site to automaticallyweb site to automatically
– Download the amino acid sequences of the curated 
human proteome

– Extract the known amino acid variants for each 
protein (e.g., human p53 has 1361 different amino 
acid mutations out of 393 aa residues)

E t t th t d tt l ti l difi ti

BMG744 1‐31‐14

– Extract the curated posttranslational modifications 
and the amino acids on which they are located

• Develop web‐based tools to inspect the data

Let’s look at a small region of mass space

http://tmpl.uab.edu/MRMPath

BMG744 1‐31‐14
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The masses of peptide ions and their z)

Blue = b‐ions; Red = y‐ions

p p
fragments are not continuously variable

Ions are not found for every mass combination
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BMG744 1‐31‐14[M+2H]2+ precursor ion (m/z)

Expanding the resolution – 2 m/z by 2 m/z

z)

Blue = b‐ions; Red = y‐ions

Now we can see in more detail ions coming 
from different peptides, and hence proteins, 
that would be detected by the quadrupole
mass filters
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BMG744 1‐31‐14[M+2H]2+ precursor ion (m/z)
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Maximum mass resolution (0.5 m/z by 0.5 m/z) reveals that the 
precursor and product ions are distributed over 100‐200 mDa

z)

Blue = b‐ions; Red = y‐ions

0.1706 Da

0.0932 Da
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SASHTEGTHDYGR|K0556 HUMAN
http:// 

BMG744 1‐31‐14[M+2H]2+ precursor ion (m/z)

709.3111 805.3640
SASHTEGTHDYGR|K0556_HUMAN 
Uncharacterized protein

http://
www.uniprot.org/unipro
t/O60303

709.3160 805.3738
DSPQGQTTDPSER|SIN3B_HUMAN Paired 
amphipathic helix protein Sin3b

http://www.uniprot.org/
uniprot/O75182

709.3783 805.4256
QSLQVGPDSAIFR|CAD19_HUMAN 
Cadherin‐19 

http://www.uniprot.org/
uniprot/Q9H159

709.3964 805.4572
IHTVEKPHELSK|ZNF81_HUMAN Zinc finger 
protein 81

http://www.uniprot.org/
uniprot/P51508

Mass defect depends on the amino acid residue
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Ions not to use in MRM experiments

• y1 ions are very redundant

F h i id i h h h– For human tryptic peptides passing through the 
710.8 m/z quadrupole filter, there are 90 that have 
Lys and 78 that have an Arg C‐terminal residue

• The same applies to bn‐1 ions since they also 
result from the loss of Lys or Arg C‐terminal 
residues

BMG744 1‐31‐14

residues

• y2 and bn‐2 ions are also highly redundant, as are 
yn‐1, yn‐2 and b2 ions  

ANDDLLSEFPDK, [M+2H]2+ = 682.3224

Testing peptide validity in mass space

Y11 = 1292.6005
Y10 = 1178.5576
etc.

BMG744 1‐31‐14
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1294.0

1 Da larger parent ion

1293.0

15 peptides

1292.0
681.0                                                                 682.0                                                   683.0

0.7 by 0.7 m/z box

BMG744 1‐31‐14

BMG744 1‐31‐14
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1180.0

1179.0

1178.0
681.0                                                                682.0                                                    683.0    

BMG744 1‐31‐14

BMG744 1‐31‐14
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Assessing uniqueness and redundancy 
using MRMSpace

BMG744 1‐31‐14

Narrowing the mass window helps to distinguish different peptides

BMG744 1‐31‐14
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SWATH – fast, deep MSMS

• This approach was described last year by 
Rudi Aebersold at a user meeting at ASMSRudi Aebersold at a user meeting at ASMS 
where a 25 m/zmass window was used 
– Published in Mol Cell Proteomics (Gillet et al.)

– All ions passing through the window were 
fragmented 

– If we selectm/z 500‐525 for the precursor ion

BMG744 1‐31‐14

– If we select m/z 500‐525 for the precursor ion 
window and m/z 600‐600.7 for the product ion 
window, there are b‐ and y‐ions from 470 
proteins

The ions associated with parent ions are in a 
narrow mass range (=0.23 Da) 
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)

BMG744 1‐31‐14
[M+2H]2+ precursor ion (m/z)

[M
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• A 50 mDa mass window cannot distinguish these 
ions

• Only three different product ion masses occur for 
the 40 different peptides in this region and thesethe 40 different  peptides in this region, and these 
could only be distinguished with a 10 mDa window

• A 1 mDa mass window is of no further advantage
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BMG744 1‐31‐14[M+2H]2+ precursor ion (m/z)

[M
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BMG744 1‐31‐14[M+2H]2+ precursor ion (m/z)

[M

The y‐ions have the same empirical formulae and many common ions
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Effects of PTMs on mass space

• ExPaSy.org lists 477 known modifications

– We deleted 126 for our analysis since they were 
crosslinks and would be expected to substantially 
increase the mass of the peptide

– Known sites of modification were added to the 
database

BMG744 1‐31‐14

Addition of PTMs into mass space – yellow and green circles
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[M+2H]2+ precursor ion (m/z)

[M

BMG744 1‐31‐14
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Phosphorylation of GRFP‐7 interferes with HIF‐1

Protocadherin beta‐12
DINDHSPVFLEK Hypoxia‐inducible factor 1

ILIASPSPTHIHK
Growth factor receptor‐bound 
protein 7 ‐ HLHPSCLGsPPLR
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[M+2H]2+ precursor ion (m/z)

[M

BMG744 1‐31‐14

Increasers of mass space complexity

• Chemical
– Losses of H2O, NH3 and CO, 

13C‐isotope peaks, 
Multiply charged ions

• Biochemical
– RP and KP sequences, RR, RK, KR and KK missed 
cleavages

– A(cet)ylation of lysine groups, Deamidation of 
peptides

• Biological
 Cl (th d i t i th l ) t Cleavages (these predominate in the lens) to 

produce subpeptides
 Sequence variations in somatic tissues – NEXTGen

deep sequencing and RNA‐seq will overwhelm 
existing databases

BMG744 1‐31‐14
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Decreases in complexity

• Absence of b‐ or y‐ions

– Need to integrate the database with known 
fragmentation patterns for your instrument or 
instrument types

– The abundance of the protein

• Chromatography

– Better resolution will speed up the overall 
analysis and reduce need for stabilization

BMG744 1‐31‐14

Summary

• We have created web browser accessible software to 
inspect mass space of the human tryptidomeinspect mass space of the human tryptidome

• Mass space for the human tryptidome in MRM‐style 
experiments is very complex, but is not random since 
it has structure

• Redundancy is the highest for the smallest and largest 
product ions from a tryptic peptide – these should be 
avoidedavoided

• Narrowing the mass window for the analysis of 
product ions decreases redundancy
– However, little is gained in going from 0.7 m/z to 0.2 m/z

BMG744 1‐31‐14
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Conclusions

• MRMSpace reveals that low mass resolution 
t i l d l i t t h di ti ttriple quadrupole instruments have distinct 
limitations for analysis of complex samples 
from the human tryptidome

– Presence/absence of b‐ and y‐ions in the MSMS 
spectrum (would reduce complexity)

– Differential mRNA splicing and the mutations 
expected in cancer and even normal (pre‐
disease) subjects (would increase complexity)

BMG744 1‐31‐14

What do we need?

• It’s critical to collect the whole MSMS 
t i t j t 3 4 h l fspectrum in one go, not just 3‐4 channels of 

precursor ion/product ion pairs

• The MS/MS spectrum should be collected 
with the same sensitivity as ion pairs on a 
triple quadrupole instrument and in the same p q p
time‐frame (let’s say 10 msec – that would 
allow analysis of 100 peptides per sec)

BMG744 1‐31‐14
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High Mass Resolution (30,000+)
and High Mass Accuracy (3‐5ppm)

Using the TripleTOF™ 5600, 
the whole MS/MS spectra can and High Mass Accuracy (3 5ppm)

11.2 11.4 11.6 11.8 12.0 12.2 12.4 12.6 12.8 13.0 13.2 13.4 13.6 13.8 14.0 14.2 14.4

Time, min

the whole MS/MS spectra can 
be obtained in < 50 msec.

900
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*808.3683

*622.2993
*130.0607

*285.0845

*302.1119
*170.0560

*349.1816 *373.1502
*497.7244

*202.0827 (1)
*245.1210 (1)

*514.2104
*848.3637*419.1885

*763.3589

*791.3439

*605.2729 *675.3245 (1) *720.3000

BMG744 1‐31‐14

Verifying and quantifying C‐terminal 
truncation

• In the rat full-length A-crystallin is found endogenously at 173 amino 
acids. Previous MALDI-TOF Imaging and FT-ICR top-down MS experiments 
demonstrated the presence of multiple C-terminal truncations of the A-
crystallin.  

• Full-length rat A-crystallin has a chymotrypsin cleavage site at 141Phe, 
which can be observed as an [M+3H]3+ ion.

– FSGPKVQSGLDAGHSERAIPVSREEKPSSAPSS

• Chymotryptic cleavages of C-terminal truncations:

– SGPKVQSGLD (truncation at residue 151)

SGPKVQSGLDAGHSE (truncation at residue 156)– SGPKVQSGLDAGHSE (truncation at residue 156)

– SGPKVQSGLDAGHSER (truncation at residue 157)

– SGPKVQSGLDAGHSERAIPVSR (truncation at residue 163)

– SGPKVQSGLDAGHSERAIPVSREEKPS (truncation at residue 168)

BMG744 1‐31‐14
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DAY 21 Lens

DAY 50 Lens

DAY 100 Lens

XIC from I21 C.wiff (sample 1) - I21 C, Experiment 10, +TOF MS^2 of 461.8 (100 - 2000): 722.404 +/- 0.025 Da, Gaussian smoothed
XIC from I50 C wiff (sample 1) - I50 C  Experiment 10  +TOF MS^2 of 461 8 (100 - 2000): 722 404 +/- 0 025 Da  Gaussian smoothed

SGPKVQSGLD

1‐151 aa. Truncation 
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XIC from I100 C.wiff (sample 1) - I100 C, Experiment 10, +TOF MS^2 of 461.8 (100 - 2000): 722.404 +/- 0.025 Da, Gaussian smoothed

Bovine Serum Albumin Loading Control Peptide:
(1fmole/µl)

AEFVEVTK
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NanoLC‐MS of peptides and 
reproducibility of retention time

• Many people prepare their own capillaryMany people prepare their own capillary 
columns which sit between the nanoLC
pump and the mass spectrometer

• The columns are subjected to the whims of 
of the packing procedure and of air 
conditioning in the mass spec laboratory

BMG744 1‐31‐14

Solutions to retention time variability

• Use machined columns 
on a Chip foron a Chip for 
reproducibility

• Controlled heating 
reduces solvent viscosity 
and hence back pressure

L d t id d– Leads to more rapid and 
reproducible retention 
times, and elution of 
hydrophobic peptides

Eksigent Nanoflex
and Chip column

BMG744 1‐31‐14
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14 

16 

8.81%

• Five injections of the same sample, from zebrafish diet study. 
• Data shown are the average peak areas for each crystallin, 

normalized with the BSA internal Standard, with the standard 
deviation for the five analyses, and the percent of the SD from 
the average normalized value. 

Reproducibility using the Eksigent‐5600 system
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