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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 
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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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View Public Shares page 3

First look at the results of the analysis
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Overlay of all the TICs for each sample

Retention time variation of peaks
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Corrected retention time

Cloud plot of the data
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Scaling plot show plant differences

Results – most significant ions
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Go back to home page and create a job

Select pairwise
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Let’s load the control dataset

Name the control_neg data set
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Locate the control files

Showing progress of uploading
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.wiffscan goes green once uploaded

Moving on to the next dataset
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Load the second set of data

Name the Gen_neg data set
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Selecting genistein files

Gen_neg files uploaded
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Go to stored datasets
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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:    Control_Neg
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What does a LC‐MS data set consist of?

• A Q‐TOF instrument during the LC run, for example, acquires data 
on a 2.25 second duty cycle
– 0‐250 msec 

• High resolution/mass accuracy MS spectrum

– 250‐2250 msec
• A succession of selected MSMS spectra
• If each MSMS spectrum is collected for 100 msec, then 20 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

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
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