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Synopsis

• LC‐MS (and GC‐MS) analysis generates a lot of 
data and requires alignment of individual data 
sets before statistical analysis can be performed

• We will discuss 

– Uploading data sets

– Alignment principles 

– On February 1, Paul Benton from Scripps Research 
Institute (via Skype) will describe and show you how 
the online software XCMS works
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Go to https://xcmsonline.scripps.edu/

Signing up for XCMS
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Enter the code below password

Enter whatever 
appears here

Starting page for XCMSonline
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Results: Coke vs Pepsi
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Rt correction ‐ Coke vs Pepsi

Variation in retention time
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Cloud plot – Coke vs Pepsi

Principal components analysis plot
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Let's look at the FAAH – WT vs KO data

Overall look at the results page
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Overlay of ion chromatograms
(original data)

Overlay of ion chromatograms
(aligned data)
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Alignment corrections for FAAH data

Viewing the data table for FAAH
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Viewing feature #1

retention variation is greater than 1 min

Viewing feature #3

Example of where the values in the WT data are zero 
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"Connections"

Connections is an online version of mummichog

Uploading Experiments for Metabolomics 
Analyses using XCMS Online Applications

https://xcmsonline.scripps.edu/index.php
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Uploading Experiments for Metabolomics 
Analyses using XCMS Online Applications

continued…

Once you have completed your LC‐MS/MS analyses of samples in your particular experiment,
files can be uploaded directly for most instrumentation types.

Select the option “Stored Datasets,” on the XCMS toolbar to access datasets already 
stored, or to upload new datasets for future analyses.
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Click here to 
select files
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In progress
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Uploading Experiments for Metabolomics 
Analyses using XCMS Online Applications

continued…

Activate the “Upload” button to 
begin the process.  Depending  
on the size and number of the 
files, this process can take up 
several hours.  

If any errors occur in the uploading process, the 
Exclamation point icon will have a number associated 

with the amount of files that have issues.

Uploading Experiments for Metabolomics 
Analyses using XCMS Online Applications

continued…
After the upload is complete,  
give a descriptive name to your 
data set by typing in the 
“DataSet Name” box and 
clicking Save.

Since you will be comparing a minimum of two data sets, you will repeat the process again 
with the additional group(s) you wish to evaluate.  
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Tips for naming files for upload to XCMS Online

• Before uploading, it is a good idea to create separate file folders on your hard drive 
to better organize your data into the groups you want to examine.

• Add enough description to discriminate between different samples  and sample set 
names.

• Adding the ionization mode in the name is preferable, i.e. PosMode or NegMode.

• Eliminate open spaces in the data file name by using “_” (underscore) notation. 
Open spaces can cause upload errors in XCMS Online.

Example of DataSet Name:    Grubbs_UrineGroup2_NegMode

Starting a new XCMS database search… 

Select the type of “Job” or test for your newly uploaded data sets.
From here, you can select the files you wish to evaluate.
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XCMS Online Tutorial Videos

What does a LC‐MS data set consist of?

• A Q‐TOF instrument during the LC run, for 
example, acquires data on a 2‐second duty cycle
– 0‐100 msec

• High resolution/mass accuracy MS spectrum

– 100‐2000 msec
• A succession of selected MSMS spectra
• If each MSMS spectrum is collected for 100 msec, then 19 
precursor ions can be selected in the duty cycle

• The precursor ions are selected from the MS spectrum 
observed in the current duty cycle

• Once an ion has been selected for MSMS it can be placed 
on a “don’t observe” list for say 90 sec
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Overlays on urine data

Overlays of urine data
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Retention time variation for urines

Overlays of urine data
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Overlays of urine data

Retention time variation for urines
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What ions are observed in LC‐MS data?

• Ions coming from the biological system being 
studied

• Ions from compounds introduced into the 
extract during storage and extraction

• Ions from the solvent used for the 
chromatography

• Ions from the column material

• Ions from the previous sample that was run


