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Knowledge that will change your world

The biggest problem in metabolomics

• When a dataset has been processed to identify 
peaks and then retention time grouped, the 
resulting set of ions may exceed 3,000‐4,000 (more 
if you use an FT‐ICR instrument)

• The dataset is then subjected to statistical analysis 
and 300‐400 ions pass criteria in mono‐ and 
multivariate statistics, causing rejection of the null 
hypothesis

• The significant ions are used to interrogate 
metabolite databases

• Of these, less than 20% can be ascribed to known 
metabolites
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Metabolomics workflow

What is the 
question and/or 
hypothesis?

Samples – can I 
collect enough and 
of the right type?

Storage, 
stability and 
extraction

Choice of the 
analytical method
• NMR
• GC‐MS
• LC‐MS

Data collection

Pre‐processing of 
the data

Statistical analysis
• Adjusted p‐values
• Q‐values
• PCA plots

Database search 
to ID significant 
metabolite ions

Validation of the 
metabolite ID
• MSMS

Pathway analysis 
and design of the 
next experiment
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Crisis in ‐omics

• In the paper by Prosser et al., the authors point 
out there is a serious issue of misannotation of 
the function of genes
• "In silico sequence homology‐based methods ….. are 
unable to identify the functions of novel gene sequences 
that have little to no homology with pre‐existing 
database entries or may lead to the misannotation of 
gene products that share very high homology but 
catalyse fundamentally different reactions."

• "the propagation of such misannotations is a serious 
and growing threat to the accuracy and reliability of 
genome and protein databases."

Prosser et al., EMBO Reports 2014 

Role of metabolomics

• ”The metabolome can be perceived as the ultimate 
readout of the biochemical and physiological state 
of a cell"

• (Using metabolomics) new pathways and 
metabolites can be identified without the need for 
targeted genetic modification or recombinant 
protein studies, simplifying the workflow and 
allowing greater flexibility in the conditions and test 
organisms used.

Prosser et al., EMBO Reports 2014 
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Why did this happen?

This is from a paper I published in the Journal of Lipid Research in 1989. The 
enzyme being purified sulfates bile acids. I purified and chemically 
sequenced BAST I and then others cloned it. BAST II and III have not been 
purified. cDNA cloning and sequencing took over in place of purification.

We need a way to understand 
relationships between metabolites

• The answer is the mummichog approach

• Mummichog is a fish that swims in groups

• Mummichog is a software program that finds 
metabolites that "swim" together
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A talk given by Shuzhao Li

• Available on the UAB Metabolomics Workshop 
2015 website

• http://www.uab.edu/proteomics/metabolomics/w
orkshop/2015/Shuzhao_UAB_20150618_mummich
og_v2.pdf

• http://www.uab.edu/proteomics/metabolomics/w
orkshop/2015/videos/li_day4_1.html

Using mummichog

• Two pieces of software are needed
• Python and mummichog

• The recommended version of Python is Anaconda 
Python 2.7 (higher versions don’t work)

• It is downloaded from 
www.continuum.io/download

• Unzip it – this can take a while since there are 
several hundred python scripts in the file
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Installing and running mummichog

• A new URL for mummichog will become available 
shortly
• I have a mummichog.zip to distribute

• Current version is mummichog‐1.0.7

• Unzipping it will create a mummichog‐1.0.7 folder

• Inside the mummichog‐1.0.7 folder are the following:

Files in the mummichog folder

This is the script that is invoked
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The test folder and preparing a 
data file for mummichog analysis
• The test folder contains testdata.txt for testing

Creating the data.txt file
• From the Metaboanalyst download, open the 
peak_normalized_rt_mz.csv file
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Open a new .txt file and transfer 
data as follows

P‐value = ttest(G2:I2,J2:L2,2,2)

Creating the p‐values

Now move each p‐value over to column C as a number (not a function) 
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Moved the p‐values into place

Now the t‐score = (AVERAGE(F2:H2)‐AVERAGE(I2:K2))/SQRT((STDEV(F2:H2)^2)/3+(STDEV(I2:K2)^2)/3)

Excel function to calculate t‐score

• (AVERAGE(F2:H2)‐AVERAGE(I2:K2))/SQRT((STDEV(F2:H2)^2)/3+(STDEV(I2:K2)^2)/3)

• The squared Standard Deviation for each group should be divided by the number of
samples in the group. Adjust this for your experiment.
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Completing file

Command
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Mummichog options
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Pathway output from mummichog

C = <0.05

C = <0.01

Limitation of digital pathways
• The traditional examination of pathways is 
intragenomic, i.e., within one organism

• In reality, life is intergenomic

• What you eat contains compounds that the body 
cannot make, e.g., vitamins, essential amino acids and 
lipids, and ?????

• Eaten food is exposed to the gut microbiome, either 
during initial ingestion (mostly in the small intestine) 
or after biliary excretion of phase II metabolites (now 
in the large intestine)

• The overall intergenomic pathways are not present in 
databases 

• Better to look for chemical relationships (modules)
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A module from the 
diet_neg data

MW
Melatonin 232.1212
N‐Acetyl‐5‐methoxytryptamine 232.1212
N‐Formyl‐D‐kynurenine 236.0797
Formyl‐N‐acetyl‐

5‐methoxykynurenamine 264.1110
5‐Hydroxy‐L‐tryptophan  220.0848

Note that the molecular ions of these metabolites 
include [M‐H]‐, [M(13C)‐H]‐, [M+ACN‐H]‐, 
[M+formate‐H]‐, [M+Na‐H]‐, [M+K‐H]‐

5‐hydroxy‐tryptophan
C11H12N2O3

Melatonin
N‐Acetyl‐5‐methoxytryptamine

C13H16N2O2

N‐Formyl‐D‐kynurenine
C11H12N2O4

Formyl‐N‐acetyl‐5‐methoxykynurenamine
C13H16N2O4
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Mummichog in XCMSonline
It's called Connections

Mummichog – module 1
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Mummichog – module 2

Mummichog – module 3
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Mummichog – module 4

Mummichog – module 5
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Mummichog – the network

The pathways by mummichog


