
5/28/2021

1

Peaks to pathways
Stephen Barnes, PhD

sbarnes@uab.edu; 205 934‐7117

Knowledge that will change your world

Peaks to pathways in Metaboanalyst

• This feature was added in 2019 and is part of version 5.0

• Necessary to recover the normalized data from the stats analysis
• Go to the download zip file and open the data.normalized file

• In the current version, necessary to transpose the normalized data
• Then undo the concatenated format to get m/z and RT values

• Calculate p‐values and t‐scores for each of the feature
• The format and order of the headers is critical

• m.z, r.t, p.value and t.score
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Steps for today’s class (1)

• Start with the Excel file sent to you (has named +ve metabolites in a 
study with two groups plus three pooled samples)
• Determine the mean, standard deviation and CoV for the values in the three pooled 
samples

• Determine the ratio of the mean values to those in the three extraction blanks

• Where the Ratio is < 10, insert a line space – those that are below this line can be 
discarded

• Note that the group numbers are on the second line (keep these)

• Delete the lines where a drug has been identified

• Sort the data by the m/z value (from low to high) – do not include the 
first two lines

After calculating CoV and ordering by ratio
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After ordering by m/z

Next steps

• Move columns B, C and D to a new file

• Add the pooled samples and the individual samples to this new file
• You do not need to copy the extraction blanks, mean SD, CoV and ratio columns
• Save the file (class database)

• Make a copy of this file and delete those features that are drugs
• Save this file, too (class database‐2)

• In the new file, RT is in column A, and m/z is in column B
• Add two new columns after column B
• In cell C3, enter a concatenate command as follows
• =concatenate(round(B3,3),”/”,round(A2,2))

• Copy to the bottom of the column C
• Copy column C and paste special (values) in column D
• Delete columns A, B and C
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Class database‐2

Getting ready for metaboanalyst

Concatenated column A Now save this file as ‘class_metaboanalyst’ as a .csv file
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PCA plots

The green dots  (group 1) are more compact than 
the blue ones and show separation in the third 
dimension. The red dot is the three pooled 
samples

PLSDA plots
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What are these ion features?

Heat map

There is one ion that is dark in the 
pooled (red) samples – it’s because 
this feature is very strong in pt 192. 

What is it?
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Almost perfect classification of the two patient groups and the pooled samples

Path to peaks‐to‐pathways
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Finish using Metaboanalyst

• Download the data – unzip the .zip file

Normalized and mean centered data

The data need to be transposed – highlight all the data and copy to a new file
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Copy paste special and click 
“transpose”

Transposed file is now in the original format, but organized by groups

Delete the pooled samples and highlight group 1
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De‐concatenate row A

Add two columns ‐ highlight column A – go to the Data tab and select “text to columns”

Text to columns
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Create workspace – add columns and headings

Calculating p‐values – then copy to the rest of the column 
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Transfer p‐values to column C

Copy column D – paste special (values) to column C, then delete column D

Calculate Delta
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Inserting variance terms for groups 1 and 2

=((STDEV(J3:S3))^2)/10

=((STDEV(S3:AC3))^2)/10

Calculate SQRT and then the t‐score
copy to the rest of the file
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Copy t.score values in column E ‐>
then paste special (values) into column D ‐> 

then delete other columns

This file saved in a .csv format is what we 
need to run peaks‐to‐pathways

Class_p2p

Go to metaboanalyst

Select 
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Network visualization
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Changing the background to white and using red/green for “expression”

Magnifying the previous slide
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How could this package be improved?

• What we submitted were the m/z and RT values of “known” 
compounds

• There is a risk that since the m/z value does not have  accompanying 
MSMS data as submitted, the interpretation of that value may be 
erroneous

• It would be better if the name of the metabolite could be used 
instead

• MZ‐tab may be the answer
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