RONSEIN

LAg

Laboratdrio Ronsein de Protedmica
Instituto de Quimica
Universidade de S3o Paulo

Titulo: Roteiro para Andlise de Dados de Ref.: Versao: 2
Prote6mica DDA no Software MaxQuant MAXQUANT_DDA_002
| Preparado por: Mariana P. Massafera | Data: 05/09/2025 |
OBJETIVOS

Workflow especifico para identificacdo e quantificacdo de proteinas no software MaxQuant,
para amostras processadas por nanoLC-MS/MS em abordagem bottom-up?, label-free, e com

aquisicdo de espectros em modo Data-dependent acquisition.
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Tutoriais online sobre o MaxQuant oferecidos nas vérias edi¢cdes da MaxQuant Summer
School. Disponiveis em:
<https://www.youtube.com/channel/UCKYzZYTm1cnmcOCFAMhxDO8w/videos>

! Digestdo das proteinas com a enzima tripsina, alquilacdo dos residuos de cisteinas livres com
iodoacetamida.
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OBSERVACOES
As imagens apresentadas aqui referem-se a versao 2.6.3.0 do MaxQuant.

Os valores default da maioria dos parametros do software serdo mantidos, e vocé sé precisara
ajustar poucos deles.

Na interface grafica do software, ao passar o ponteiro do mouse sobre o nome do parametro,
mostra-se uma caixa de texto explicando a funcdo/detalhes do mesmo.

Antes de iniciar a busca/quantificacdo das proteinas, certifique-se de que vocé tem no PC: a) os
arquivos brutos (ex: formatos ABSciex : *.wiff ; MzXml: *.mzxml; Thermo: *.raw; Uimf:
*.uimf; Agilent: *.d; Bruker: *.d) oriundos da andlise das amostras no espectrémetro de
massas; b) o arquivo fasta (formato *.fasta, descomprimido) contendo todas as proteinas do
organismo em estudo (Homo sapiens, Mus musculus, etc). Esse banco de dados pode ser
baixado, por exemplo, do site Uniprot : https://www.uniprot.org/

Informacgdes adicionais sobre a configuragdo da analise no MaxQuant podem ser encontradas
em: https://cox-labs.github.io/coxdocs/MQ_FirstSteps.html

PROTOCOLO

1) Download do software MaxQuant

a) Siga as instrugdes descritas em: https://www.maxguant.org/

2) Carregamento dos dados brutos

a) Na parte superior do software, ha seis guias. A primeira delas é “Raw data”. Nela, clique
em “Load”? e selecione os arquivos que contém seus dados brutos. Vocé pode
selecionar qualquer nimero de arquivos.

2 0u “Load folder” no caso de arquivos Agilent (*.d) e Bruker (*.d).


https://www.uniprot.org/
https://cox-labs.github.io/coxdocs/MQ_FirstSteps.html
https://www.maxquant.org/
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1) session? - MaxQuant
Sbeligl  Wndow Hep
Rawdata  (bup specifc parameters  Giobal parameters  Perfomance  Visualization - Corfigurafion
Losd  Reffve Wite template Setexpement  Nofractions et PTM
Load older [l Change folder | Readromfie Setfractions  Set parameter grop  Set reference charnels
File
1 DADATAIMARIANA240814 _Testes curso analise dados BrProtiDados sobre mouse liver RT e coldCold-Liver_LDLRKO1-01 raw
2 DiDATA _ Testes lise dados sobre mouse liver RT e cold\Cold-Liver_LDLRKOT-02 raw
3 D:DATAIMARIANAI240814 _Testes curso analise dados BeProtiDados sobre mouse liver RT e cold\Cold-Liver_LDLRKO2-01.raw
4 D:DA  Testes lise dad \Dados sobre mouse liver RT e cold\Cold-Liver_LDLRKO2-02 raw
5 D/DATAIMARIANA240814 Testes curso analise dados BrProtDados sobre mouse liver RT e coldCold-Liver_LDLRKO3-01 raw
6 DIDATA Testes sobre mouse liver RT e coldiCold-Liver_LDLRKO3-02 raw
7 DIDATAMARIANA40814 Testes curso analise dados BrProtiDados sobre mouse liver RT e coldiRT-Liver_LDLRKO1-01.raw
8 DDAT:  Testes lise dados B obre mouse liver RT e coldiRT-Liver_LDLRKO1-02 raw
9 D:\DATAIMARIANAI240814_Testes curso analise dados BrProtiDados sobre mouse liver RT e coldRT-Liver_LDLRKOZ-01.raw
10 DDAT:  Testes lise dadk sobre mouse liver RT e cold\RT-Liver_LDLRKO2-02 raw
1 DDATAMARIANA40814_Testes curso analise dados BeProtiDados sobre mouse liver RT e coldiRT-Liver_LDLRKO3-01 raw
12 DADAT/  Testes lise dadk sobre mouse liver RT e coldRT-Liver_LDLRKD3-02 raw

Exisis

Size
1GB
1GB
1G8
1GB
1G8
1G8
1GB
1G8

1GB

1GB
1GB

Data format
Thermo raw
Thermo raw.
Thermo raw.
Thermo raw.
Thermo raw
Thermo raw.
Thermo raw
Thermo raw.
Thermo raw
Thermo raw.
Thermo raw
Thermo raw.

Parameter group
Growp 0
Group0
Group 0
Group 0
Growp 0
Growp 0
Group 0
Group 0
Group 0
Growp 0
Group0
Group0

Experiment
Cold-Liver_LDLRKO1-01
Cold-Liver_LDLRKD1-02
Cold-Liver_LDLRKO2-01
Cold-Liver_LOLRKO2-02
Cold-Liver_LDLRKD3-01
Cold-Liver_LDLRKD3.02
RT-Liver_LDLRKO1-01
RT-Liver_LDLRKO1-02
RT-Liver_LDLRKO2-01
RT-Liver_LDLRKO2-02
RT-Liver_LDLRKO3-01
RT-Liver_LDLRKO3-02

Selecione todos os arquivos carregados, e clique em “No fractions

n3

Fracton PTM
False
Faise
False
False
False
False
False
False
False
False
False
Faise

Reference channels

para preencher a

coluna “Experiment” automaticamente com os nomes das amostras (alternativamente,

vocé pode preencher os nomes um a um, selecionando a amostra respectiva e clicando

em “Set experiment”).

3) Aba “Group-specific parameters”

a)

b)
c)

etc). No nosso caso, manter “Standard” (que refere-se a experimento de tipo DDA).

Digestion: especificar a(s) protease(s) empregada(s).
Modifications: manter as sele¢des default caso tenha feito alquilagao das cisteinas livres

Type: aqui especifica-se o tipo de experimento realizado (Standard, DIA, TMT, SILAC,

com iodoacetamida. Caso tenha interesse em analisar modificacbes pds-translacionais

(PTMs) especificas, incluir as modificacGes desejadas em “variable modifications”.

pardmetros inalterados.*

3 valido no caso de as amostras n3o terem sido fracionadas (bandas de gel, HPLC offline, etc).

4S30 necessarios pelo menos dois arquivos brutos para o processamento da quantificac3o relativa LFQ.

Label-free quantification: alterar de “None” para “LFQ”, mantendo os demais

3
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| session1 - MaxQuant

Fle Tools Window Help

Raw data
| Group 0 |

Group-specif Global

Peformance  Visualization Configuration
Type Digestion Crosslinks Instument First search

Andomeda  Modfications | Labelfree quantification | Misc

_abel-free quantification

LFQ
LFQ min. ratic count 2
LF@ min. ratic count DIA 5]
LFQ pricritize MS1 DIA =]

Normalization type Classic

Classic LFQ for single shots H

Fast LFQ
LFG min. number of nesghbors 3
LFQ average number of neighbors 3
Use peptde correlation
Top N cormelating peptides 100
Peptide correlation o

4) Aba “Global parameters”

a)

Sequences: clicar em “Add” para selecionar o banco de dados (arquivo *.fasta,
descomprimido). Clicar sequencialmente em “ldentifier rule”, “Description rule”,
“Taxonomy rule”, “Taxonomy ID” e “Variation rule”, selecionando/indicando os
parametros adequados (quando houver). Por fim, clique em “Test” para verificar se o
banco de dados foi corretamente cadastrado (as 100 primeiras proteinas do banco serdo
mostradas — atente-se para que o nome das proteinas esteja aparecendo na ultima
coluna —isso indica que o software estd realizando a leitura do banco de forma correta).
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Fie Toos Wndow Help
Raw data ifi Configuration
[ Sequences | Protein quartfication Tables  MS/MS analyzer Advanced
lentfication  Label free quantiication Folderlocations - MS/MS fragmentation

Parameter section

Fomte s [ Identifier ule  Description rule Taxonomy rule | Taxonomy ID
Edsts  ldenifierrle  Descripionrule  Taxonomyrule  Taxonomy ID Varistion rle
10090
¥ Testing parse rules - =] %
2 Min. entry 1 Max. entry 100
1item 1 sdec(a; [
Include contaminanis =] | Hesder Sequence dentifier Descripion  Taxcnomy D Vaniation i
Min. peptide length h 11 >splADAOBTWPFTIAUTS2_MOUSE Autisms... | MDGPTRGHGL... | ADAOSTWPF7 | splADAGBTWPF Autism suscept |
Max. peptide mass [Da] lae00 2 >splADABSMLTBIIQIP1_MOUSE IQCJ-SCH.. | MRLEELKRLQ.. |ADASSMLTE | splADAGSBMLT 1GCJ-SCHIPT r.
Min_ peptide length for unspecific search ke 3 >8plADAGBASTF4|ARRD4_MOUSE Arrestind.. | MGGEAGADG... |ADAOBAJIFS | splADAOBAJTF Acrestin domsin 1
Max. peptide length for unspecific search ks 4 | >splADADBAI1GOIFCGIA_MOUSE Low affin.. | MWQLLLPTAL . | ADAOBAJIGD | splADAOBAJIG.. | Low affinity imm... I
5 | >splADAOBAIIN3IGP15L_MOUSE Protein G | MRLLALSGLLC . | ADADB&JING | splADAOBAJIN Protein GPR1S 3
Ve mode - s | >splA0AOG2)DV3IGEPE_MOUSE Guanylate.. | MTQPGMAPIC.. |ADAOG2JDV3 | splADAOG2IDV... | Guanylate-bind .
Noge 7 | >splADAQUTRPREIGUC2D_MOUSE Guanyla.. | MAGLQQGCHF.. |AOAQUTRPRS | splADAOUIRPR.. | Guanylate cycla r
] >splADAT4OLIBBIANRI1_MOUSE Ankyrin rep.. | MENGAEASDC.. | ADA140LISS | splabAT40LISS. | Ankyrin repeatd. .
) | >splADAT4OLIF8IRGM2_MOUSE Immunity-r.. | MEEAVESPEV.. |ADATOLIFS | splADAT4OLIFS.. Immunity-relate.
10 |ADATDIBZFOIGCNA_MOUSE Germcell.. | AAIDIBZFO |3 ; Germ cell nucle..
n >3plADATW2PE72INOVA2_MOUSE RNA-bin.. | MEPEAPDSRK . | ADATW2PST2 | splAOATWRPST RNA-binding pr
2 >splADAZRBVHRSIDT3UO_MOUSE DDIM3u.. | ML [ | : DDIT3 upstream...
13 | >splADMO4BAT1IBIAS_MOUSE Anion exch.. | MKLPGQGDFE.. | ADMO4BAZT | splADAS4BAS Anion exchange.
1% | >3plADASFBMPU3CTSRT_MOUSE Cationc.. | MELPPPGNRR... | ADASFEMPUI | splADASFEMPU Cation channel...
15 >splADASK7RLPOIMEIOS_MOUSE Meiosisi.. | MLGSDKFSCF.. |ADASKTRLPO | splAOASKTRLP.. | Meiosis initiator.
1% >splADINTIIBICLT_MOUSE BICD family-like . | MSAFCLGLAG.. | ADINTS spIADINTIIBIC .. BICD family-ike...
7 >splADINU3ILPPE0_MOUSE 60 kDa lysopho... | MARAMGPERR.. | ADINU3 spIAOINUILPP, 50KDa lysopho.
18 >splATAS46/ISK_ MOUSE Intestine-specifich... | MAGPTIHRDM.. | ATASAS | splATASABISX . | Intestine-specif...
1 enl£18R47IPGRPA MOIISE Parsidnnlvranr | MIVGWOHPKM | 41547 <nB1ARETIPGR Penédonbicanc
0 items W% e

b) Identification: em “Min. peptides” alterar para 2, e em “Min. unique peptides” alterar
para 1. Ativar a opgdo “Match between runs” para transferéncia de identificacGes entre
amostras (opgdo vélida apenas quando se tem amostra semelhantes entre si: mesmo
organismo, mesmo método de preparo, mesmo compartimento celular, e etc).
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[ session1 - MaxQuant

Fie Tools Window Help

Rawdata Group-specific parameters  Global parameters | Pedonmance  Visualizlion  Corfiguration
Sequences Prolein quantfication Tables MS/MS analyzer Advanced

Label free quanification Folder locations  MS/MS fragmentation

Parameter secton

PSM FDR 0. 01
Protein FOR 0.01
Site decoy fraction 0.01
Min. peptides 2
Min. razor + unique peptides 1
Min. unique peptides 1
Min. score for unmodified peptides ]
Min. score for modified peptides 40
Min. delta score for unmodified peptides o
Min. delta score for modified peptides (3
Main search max. combinations 200
Base FDR calculations on delta score O
Razor protein FDR =
Split protein groups by taxonomy D
Level Species
PSM FDR Crosslink 001
Second peptides =]
Match between runs

Match time window [min] lo.a
Match ion mobility window [irlo .05
Alignment time window [min] 20
Alignment ion mobility windeL

Match unidentfied features

Dependant peptides O

5) Iniciar a analise

a) Na parte inferior esquerda da tela, indicar o nimero de processadores do computador
a serem utilizados, e clicar em “Start”. Em seguida, vocé podera monitorar o progresso
da andlise na guia “Performance”. Uma janela pop-up dizendo “Done” aparecera
guando o MaxQuant terminar o processamento.
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Surnibe of shresscs

18

ar
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Fartial processing

6) Resultados

a) Todos os arquivos de resultados aparecerdo na pasta ...\combined\txt como arquivos
de texto delimitados por tabulagdes. Um documento pdf com uma descricdo de todas
as colunas em todas as tabelas sera gravado em...\combined\txt\tables.pdf.

» USUARIOS RONSEIN LAB (D:) » DATA > MARIANA > 240814 Testes curso analise dados BrProt » Dados sobre mouse liver RTecold » combined » txt
Nome Data de modificacic Tipo Tamanho

u evidencetxt

u matchedFeatures.txt
ﬂ modificationSpecificPeptides.txt
3l ms3Scans.ixt

ﬂ msms.bxt

u msmsScans.txt

a mzRange.txt

£ Oxidation (M)Sites.txt
1 parameters.ixt

a peptides.txt

ﬂ proteinGroups.txt

Kl summary.txt

[#) tables.paf

2
)
c
s
I
5 o

b) Na aba “Visualization” é possivel inspecionar cromatogramas, espectros MS1, MS2,
modificac¢Oes, etc.
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() sessiont - MaxQuant
Fe Tods Wndow Hep
Rawdata Group speciic parameters Giobal parameters  Perfomance  Visuaization  Corfiuration

Heatmap.
B @ -/ v4F + Nofestures + lsotopepattem + [ 1) 7 - fil + Size
mEmMRt UG @PTRR

iz (ull)
0 L

wn uoquaiRy

MSspectra MS/MSspectra Chromatogram 30 viewer - Multi map
i PRARABDFPNL® M senderd

Raw File Scan M Score m/z
Cold-Liver_LDLRKO1-01 19760 FTMS, HCD 28.17 61534
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