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Dividing up the data
Stephen Barnes

Analysis of the control‐genistein data

• The Excel download from the XCMS analysis contained 7840 ion 
features
• Too many to load them onto MetaboAnalyst (restricted to 5000 features)

• The data on the 5<RT<25 min sheet was ordered (highest to lowest) 
according to the values in the control mean column
• These ordered data were divided into two sets – lines 1‐3921 (the high group) 
and the line 3922‐7841 (the low group) – on new sheets.
• Added line 1 from the high group to the top of the 3922‐7841 sheet (this 
identifies the m/z, RT, and sample names)
• For each new sheet, .csv files were created for each sample, add to the 
control and genistein folders, zipped up and analyzed on Metaboanalyst.
• Note, the ion selection is now NONE instead of INTERQUARTILE RANGE
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First 3920 features

Second 3920 features
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PCA 2D‐plots

PCA 3D‐plots
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PLS‐DA 2D‐plots

PLS‐DA 3D‐plots
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VIP plots

Heat Maps
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Significant ions from VIP sets
Comp 1 >3, ordered by m/z

Resolving the m/z 445, 668 and 891 ions

• m/z 445.077 is genistein glucuronide [M‐H]‐

• M is 446.086

• [2M‐H]‐ is m/z 892.172‐1.007 = 891.165 (obs. m/z 891.163)
• The m/z 891‐893 series are the 2M‐H series with 13C‐isotopes

• The m/z 668‐669 series are doubly charged
• The 13C‐isotope spacing is 0.5
• m/z 668.119 is [m‐2H]2‐

• m is therefore 2 x 668.119 + 2 x 1.0072 = 1336.238 + 2.014 = 1338.252
• Divide 1338.252 by 446.086 = 3

• m/z 668.119 is therefore [3M‐2H]2‐

• All these ions are from genistein glucuronide
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Now let’s go to METLIN
Put METLIN in your browser
use your account information
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Enter the masses 
from PLS_VIP file

Select negative

Select the ion 
types – M‐H, M‐
H2O‐H, 2M‐H, 
3M‐H
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Select ppm = 5

Go search

MSMS spectrum not useful. 
Would be better if METLIN didn’t 
link negative ions to positive 
MSMS spectra
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117.0334

Apigenin is quite stable and needs the higher collision 
energy (‐40 V) which available in this case.

The base peak product ion is m/z 117.0334
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Genistein is quite stable and needs the higher collision 
energy (‐40 V) which available in this case.

Its base peak product ion (m/z 133.0825) is different from 
its isomer apigenin (m/z 117.0334).

133.0825
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Again, no negative ion data
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Again, no negative ion data
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This is really the 13C2‐isotope ion of m/z 445.077

None of the five records are of genistein ‐glucuronide sulfate
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Again, no negative ion data

Class exercise due Friday, Feb 28
• The ordering of the features was based on the control group
• Go back to the 5<RT<25 min spreadsheet
• Copy it to a new spreadsheet and order it according the areas in the genistein 
group (largest to smallest)

• Divide the data into two equal parts and transfer them to two separate sheets 
– the first half of most intense ions (GenCon_1_1) and the second half the 
remaining less intense ions (GenCon_1_2)

• Make .csv files for each sample for each half and place them in the folders
• Make .zip files of the two folders and rename them GenCon_1.zip and 
GenCon_2.zip

• Perform stats analysis with Metaboanalyst
• Make the figures at the beginning of this slide set (volcano plot, PCA, PLS‐DA, 
VIP and Heatmaps). 
• Download the data and generate a report.
• Download the download.zip file and unzip it 
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More on the class exercise

• Locate the plsda_vip file and open it
• Parse the m_z/RT column A (insert a new column B first)

• Highlight column A and go to the Sort tab – scroll down and select the text to column 
option

• Select Other and add a “/” in the box
• You should see that the concatenated info separates into two columns
• Once finished, highlight all the data and sort on Comp 1 (largest to smallest).
• Scroll down until the last row is 3 or greater. 
• Insert an empty row
• Highlight all the rows above the empty row and sort according to column A (m/z,
smallest to largest)

• Identify the all 12C‐ions and their 13Cn‐isotope pairs

• Copy the m/z values of ions with comp 1 >3 into METLIN
• Use negative ions, [M‐H], [M‐H2O‐H], [2M‐H], and [3M‐H] and 5 ppm to do a batch 
search

• Identify as many ions as you can
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