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The Problem

• The genome databases of complex organisms 
contain many families of related genes

– Functional redundancy
– Products of evolution/hybridization
– Immune evasion (presumed for parasitic organisms)

• Label‐free (relative) quantitation depends on 
accurate intensity measurements of individual 
proteins

– Spectral counting
• How to calculate accurate intensity 

measurements using peptides shared by 
multiple proteins?



Case Study: Proteomics of Trypanosoma cruzi
• About T. cruzi

– Protozoan parasite
– Causative agent of Chagas Disease

• 16‐18 million infected, 500,000 deaths annually
• No vaccine

– 4 distinct life‐cycle stages
• The T. cruzi genome

– Reference strain was hybrid of 2 distinct parental strains
– > 22K annotated genes

• Alleles of heterozygous genes present (multiple sequences for 1 locus)
• Multiple copies of members of gene families present (multiple loci)

• T. cruzi Proteomics
– Which genes are functional in which life‐cycle stages?

Goal: Create high‐confidence, high‐coverage quantitative proteome of 
T. cruzi across the 4 life‐cycle stages

Problem: How can we differentiate alleles and/or gene family members?



T. cruzi – Cycle of Development



Each chromosome consists of 2 
sequenced/annotated homologous 
chromosomes (alleles)

Chromosomes of T. cruzi:  Large, complex, repetitive



A Proteome of T. cruzi:  
Unresolved Groups of Proteins



What is a Protein Group?

• Groups of proteins that share a set of peptides
– Nesvizhskii et al 2003: “A statistical model for 
identifying proteins by tandem mass 
spectrometry”

• Protein Prophet:  probabilities of peptides matching to 
multiple proteins are penalized

• Occam’s Razor assumption:  Protein that could be 
responsible for all peptides is most likely identification

– Choose 1 protein to represent the expression of all peptides



Occam’s Razor representative:
Tc00.1047053509495.30

Protein Group Probability vs
Protein Probability

Expression evidence for these 
proteins is non‐existent



Identification of novel peptide to 
Tc00.1047053508913.10 resolves its 
expression from the group

Id’d:  LQLWLTDNQR

Limiting factor for Occam’s Razor 
assumption is the degree of proteomic 
sampling

Tc00.1047053506515.29 still 
unresolved.
Note:  Proteins have different 
lengths and weights



Why are Protein Groups a Problem?

Protein Appears to be 
up‐regulated in 
epimastigote LCS



Remove Common Peptides: Quantitation Affected

Based upon unique peptides, 
protein appears down‐regulated



Gel‐C Approach:  Resolve Expression by Peptide Identifications 
to Proteins by Molecular Weight?

No peptides found in 
molecular weight range 
of smaller isoform

Separation profile suggests multiple isoforms
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20 Gel Bands 
Per Replicate 

20 LC-MS/MS
Per Replicate

Native Data 

Database Search

mzXML Peak list

Decoy DB TargetDB

40 Search Results
per Prep 

ProteoIQ Validation 
and Analysis

Quantitative, 
Comparative Proteome

Quantitative, GelC
Proteomics Approach



2D Gel View to Assess GelC Proteome Quality

Predicted Mol Wts of Proteins 
(genome) correlate w/ gel migration



Trimers, Dimers, Isoforms

Intact Form

Truncated or 
Degraded 
Products

BSA:  Method Validation

GelC Approach is 
sensitive enough to 
resolve isoforms



Resolution of 2 similar pairs (alleles) of 
hypothetical genes

Overlapping 
separation profiles

Peptides unique 
to top proteins



Other isoform?
Degraded Product?
Modified Version?

Resolution of 3 ATPase proteins



Expanded 1D Gel to ID Proteins of Interest

Proteins resolving to the 
correct Gel‐band based on 
calculated molecular weight



Expanded 1D Gel to ID Proteins of Interest

Proteins w/ a lower‐weight 
isoform or truncated/degraded 
products

Proteins w/ a higher‐weight 
isoform or modified proteins



Band 13: ~60‐90Kda

Band 16: ~30‐50Kda

Unresolved 
hypotheticals.
Degraded 
product? Or 
sequencing 
error?



Conclusions

• Protein isoforms can be resolved by assigning 
peptides uniquely to proteins by molecular 
weight and gel band identification
– Protein coverage must be high in order to have 
high‐confidence de‐convolution

– Truncated/degraded products and/or modified 
proteins complicate the problem

• Label‐free quantitation calculations will 
improve with the additional intensity 
information 
– i.e. spectral counts of resolved peptides
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