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Working with metabolomics data

Stephen Barnes, PhD
Professor of Pharmacology & Toxicology

sbarnes@uab.edu

Examining output on XCMS

• We’ll logon to XCMS and inspect data from a 
small study

• Then we’ll download the XCMS output file

– Prepare files for MetaboAnalyst
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Logon to XCMS with your name and password

Viewing the datasets

Click on this button
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Viewing the data

The download will take several minutes. However, the folder is on your thumb drive

Next steps

• Opening the .zip file you've downloaded (or 
the folder on your thumbdrive)

• Open the folder and create the Excel file from 
the XCMSdiffreport.xlsx file

• Preparing for MetaboAnalyst



7/21/2018

4

Double click 
on this file

The Excel DiffReport from XCMS

This file has 4,141 lines – we will apply filters
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Preparing for analysis using 
MetaboAnalyst

http://www.metaboanalyst.ca

The analytical method

Loading 

Start of 
gradient

Begin column 
flushing
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Make a copy of the sheet onto a new 
sheet and sort the data by retention time

Keep metabolites eluting between 5.00 and 25.00 minutes
The metabolites eluting before 5 min did not bind to the column, so we’ll delete them since 

their elution times are not reproducible.

Deleting the data after 25 min

Delete the lines shaded in yellow (and those below them in the file)

We now have 3061 features
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Now order them according to peak areas

• The goal here is to consider removing low 
intensity noisy peaks that contribute little to the 
overall separation of groups

• Copy the data to a new sheet and order them 
according to area – use mean 1

Ordered data
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Rationale for data clean up

• It's a good idea to inspect the data with 
MZmine or XCMS to see where the peaks 
become ragged
• It's also important to write down where the cutoff 
is for a given analysis

• MetaboAnalyst can accept 4000 features 
without deletion
• If there are more than 4000 features, then an 
interquartile range filtering is applied (deletes the 
top and bottom 25% of features)

Data inspection – top two most significant

p = 4.1e‐9

p = 2.6e‐7

MZmine

MZmine
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Color code the sample groups
Group 1 Group 2

Creating .csv files for each sample

• Copy the median m/z and median Rt
values into a new Excel file. Then copy 
the column of areas from the first 
sample in Group_1. Save as an Excel 
.csv file.
• Note that the file name must not have 

spaces – use an underscore instead of a 
space.

• Leave the file open and replace the 
yellow column with the areas from the 
next Group_1 sample. Save as a second 
.csv file. 

• Continue until all Group_1 and Group_2 
samples have a corresponding .csv file.
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Preparing a .zip file

• Put each of the .csv files for group_1 samples 
into a folder named “Group_1”.

• Put each of the .csv files for group_2 samples 
into a folder named “Group_2”.

• Click on Group_1 and Group_2 folders and 
combine to form a .zip file. 

– Rename the .zip file as [your_name].zip

• You’re now ready to submit it to MetaboAnalyst

– http://www.metaboanalyst.ca

Click here
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Click on this option

Select MS peak list option and then load the .zip file
Submit the job to MetaboAnalyst

Uploading data to Metaboanalyst
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reset these to 0.001 and 0.005, respectively
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Data normalization

Normalization by sum is used for urine data
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Data transformation and scaling

Effect of normalization
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Effect of normalization and scaling

You're now ready to use the statistical packages of Metaboanalyst



7/21/2018

17

Questions?


