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A stoned cat

Goals of the data analysis classes

• To understand the nature of metabolomics data

• To become familiar with three programs
• MS‐DIAL (current version 4.80)

• Mzmine (current version 2.53)

• Metaboanalyst 5.0 (online at http://www.Metaboanalyst.ca)

• At this time, MS‐DIAL is best run on Windows (10) as a GUI
• There are Linux and Mac versions

• Can be run on a Windows box at the command line
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A data set on urines from colleagues at Harvard

• This is part of a study of urines collected from COVID‐19 patients, 
some of whom developed acute kidney injury

• The study has been published in Kidney International Reports 
(Raines et al.)

• There were 14 patients in each group
• Additional samples run were 3 pooled samples, 3 extraction blanks 
and one reagent (methanol) blank

• Full scan MS1 data were collected at 4 Hz over a 0‐8 min gradient

• The pooled sample was re‐run, collecting MS1 data for 100 ms, 
followed by 8 computer selected, 50 ms MSMS spectra

Locate and launch MS‐DIAL
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Start a new project

Define the path 
to the files

This path should be changed to where the 
files are on your computer

5

6



2/14/2022

4

Click on <Browse>

Don’t have to use .abf files anymore

Click on this 
dropdown tab 
and select .wiff
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Highlight all the files

Now click <Open>
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One can assign as class ID 
for each sample and use 
the stats packages in MS‐
DIAL. However, we’ll 
defer this until later. 

Instead click on <Next>

Set <>MS tolerance> to 0.015

Do not click on <Finish>
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Set <Number of threads> to 4

Do not click on <Finish>

Set MS1 begin to 50
Set MS1 end to 1000

No changes from default values

Do not click on <Finish>
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No changes from default values

Do not click on <Finish>

Find the Dbase
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Change the MS2 tolerance to 0.025

Do not click on <Finish>

Select the likely adducts besides [M+H]+

Loss of water

Polar metabolites found in urine

Dimer

Do not click on <Finish>

Na+ adduct

2 Na+ adduct
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Do not click on <Finish>

Higher charge states

Set the reference sample to the middle 
sample or middle pooled sample

Set the retention time tolerance 
to 0.15 min

Now you can click on <Finish>
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MS‐DIAL is running – loaded 
public dBase and now samples

MS‐DIAL is detecting peaks, identifying them from the dBase, aligning and gap filling
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Double click this

Clicked Ref matched
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Click on individual spots to reveal identity and comparison with reference spectra
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Proline‐hydroxyproline
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Hippuric acid

Phenylacetylglutamine
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S‐adenosyl methionine

Uric acid
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Uric acid

Citalopram
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Valsartan

‐glucuronide of acetaminophen
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Fluconazole

37

38



2/14/2022

20

39

40



2/14/2022

21

41

42



2/14/2022

22

43

44



2/14/2022

23

MSMS spectra of isobutyric acid
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Inspecting the elution of trimethylamine N‐oxide 

5‐5’‐methylthioadenosine
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Changing pane to show structure
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Other candidates from the Dbase

Indole‐3‐carboxylic acid – tryptophan metabolite
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Records corresponding to the mass

Exporting the aligned data
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Before exiting MS‐DIAL, go to Export (top bar) and select 
<alignment result>. Then select where you are going to 
save the export file.

De‐select raw data matrix (height) and select raw data 
matrix (area) and retention time matrix.

Then <Export>. The resulting file is in .txt format and can 
be read into Excel on any platform and then saved in a 
.xlsx format – we’ll do that on Friday.

Also in MS‐DIAL, make sure to save the MS‐DIAL file –
click on <file> (top left corner) and <save>.
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