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Evaluating XCMS analysis
Stephen Barnes, PhD

Knowledge that will change your world

The experiment

• These are mouse urines

• Germ‐free mice were inoculated with fecal organisms from 
three breast cancer patients being treated with 
chemotherapy
• The drugs used were doxorubicin and docotaxel
• Fecal samples were collected before and 2‐4 weeks after therapy

•Mice on the GE diet were fed a special corn oil customized 
diet from Teklad/Envigo (TD. 140534‐GE 0.25 g/ Kg)

• The control mice were on the same diet, but without 
genistein
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Upload of data files to XCMS

• We uploaded on Wednesday files C1‐C3 and G1‐G3.

• Now go to XCMS – logon with your ID/Password

Results page
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Results table

Modifying the Results table

• The default is to order by the p‐value (smallest at the top)

• Alternatives:
• By featureIDX
• By m/z

• By retention time

• By peak group
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Note that peak group members 
have the same retention time
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Cloud plot
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Class exercise ‐ MZmine

• Load all the C1‐C6 and G1‐G6 .mzxml files
• Locate the ions that have the ion (in negative) for p‐ethylphenol
glucuronide (C14H18O7) and p‐ethylphenol sulfate (C8H10O4S) ‐ what are 
their m/z values?
• Make composite XICs for each of these ions (you may want to do C1‐C3/G1‐G3 and 
then separately C4‐C6/G4‐G6 – MZmine has only 6 colors to distinguish samples)

• Get MSMS spectra of each one (hint choose the sample that has the most intense 
peak)

• Identify all the masses in each file ‐– from these generate 
chromatograms, and then deconvolute the chromatograms. 
• Look at the notes from the class on Jan 23

• Output the data into a .csv file (choose row ID, m/z, retention time, peak 
height, peak area and FWHM)

• Sort the file by retention time – identify ions that are co‐eluting and are 
isotopes. 
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Class exercise ‐ XCMS

• Create a new job

• Upload the C1‐C6 and G1‐G6 .wiff and .wiffscan files

• Use the parameter settings from last time

• What are the most significant ions? Are their XICs convincing?

• Look at the Cloud plot – are there more significant ions at say 
p<0.01 than with just the group comparisons with n=3?

• How different is the pathway plot?

How to present your findings to me?

• Send the .csv file from MZmine

• Present captured pictures in either: 
• A Powerpoint file – make sure that you provide context, either on the slide or 
in the comment space underneath the slide

• OR
• A Word file – provide in text the background to what you have done in the 
analysis

• All are due before class on Monday, February 11


