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1.	  Introduc%on	  to	  func%onal	  annota%on	  



Func%onal	  annota%on	  

•  What	  is	  func%onal	  annota%on	  :	  
–  Find	  out	  what	  the	  	  proteins/genes/transcripts	  do	  :	  func%on,	  domains	  …	  

•  Why	  annotate	  RNAseq	  :	  
–  To	  use	  annotated	  transcript	  for	  a	  first	  annota%on	  (reduce	  noise,	  select	  

annotated)	  
–  To	  use	  annotated	  transcript	  aGer	  annota%on	  to	  for	  instance	  improve	  genome	  

annota%on	  
–  Know	  which	  genes	  are	  expressed	  depending	  on	  different	  %ssues	  or	  life	  stages	  



Func%onal	  annota%on	  –	  HOW?	  

Mice	  homozygous	  for	  the	  diabetes	  
3J	  spontaneous	  muta%on	  

•  Experimentally	  
	  =>	  Mutants,	  knockout,	  etc.	  

Precise	  
	  
	  
	  
	  

•  Computa%onally	  
–  Sequence-‐based	  

–  Structure	  based	  

–  Protein-‐protein	  interac%on	  data	  

	  
limited	  accuracy	  
	  
	  



•  Based	  on	  similarity	  
=>Best	  blast	  hit	  	  
	  

•  Based	  on	  Mo%f/Patern	  	  
⇒ Proscan,	  MEME,	  QuasiMo%Finder	  
	  

•  Based	  on	  Profile	  (HMM	  or	  other	  sta%s%cal	  signature	  )	  	  	  

structural	  classifica%on	  
	  e.g.	  	  SUPERFAMILY	  domain	  

	  e.g.	  	  PFAM	  

Whole	  sequence	  
e.g.	  Psi-‐BLAST*,	  PIRSF	  

Localiza%on	  (e.g	  membrane,	  golgi,	  secreted)	  
	  e.g.	  SignalP,	  TMHMM	  

…	  

Methods	  -‐	  Sequence-‐based	  

D-‐X-‐[KR]-‐P-‐{WYF}-‐X5	  

Q	  
	  
S	  



	  
•  Based	  on	  evolu%onary	  rela%onship	  (Orthology)	  

–  Gene	  are	  part	  of	  func%onal	  groups	  :	  KOG	  /	  COG	  
–  Based	  on	  synteny	  to	  check	  gene	  order	  	  *	  

⇒ Whole	  genome	  alignment	  (lastZ)	  
(NBIS)	  Satsuma	  +	  kraken	  +	  custom	  script	  

–  Based	  on	  phylogeny	  to	  look	  at	  the	  evolu%on	  of	  set	  of	  genes*	  
⇒ 	  Quite	  complicated	  at	  large	  scale	  

	  
	  

Methods	  -‐	  Sequence-‐based	  

*	  Can	  not	  be	  done	  on	  transcripts	  



•  Similarity	  to	  known	  structures.	  	  
	  

–  Global	  structure-‐comparison	  	  
•  CATH	  and	  SCOP,	  the	  two	  most	  comprehensive	  structure-‐based	  family	  
resources	  

	  
–  localized	  regions	  

•  might	  be	  relevant	  to	  func%on:	  cleGs,	  pockets	  and	  surfaces	  
	  

–  ac%ve-‐site	  residues	  (cataly%c	  clusters	  and	  ligand-‐binding	  sites)	  
•  ac%ve-‐site	  residues	  is	  oGen	  more	  conserved	  than	  the	  overall	  fold	  
⇒ PDBSiteScan	  	  

no	  single	  method	  is	  always	  successful	  
	  

Methods	  -‐	  Structure-‐based	  



Func%onal	  annota%on	  –	  HOW?	  

It	  is	  actually	  kind	  of	  complex…	  
	  
•  Mul%-‐dimensional	  problem	  :	  

–  	  e.g.	  A	  protein	  can	  have	  a	  molecular	  func%on,	  a	  cellular	  role,	  and	  be	  
part	  of	  a	  func%onal	  complex	  or	  pathway	  

	  
•  Molecular	  func%on	  can	  be	  illustrated	  by	  mul%ple	  descrip%ve	  levels	  	  

–  (e.g.	  'enzyme'	  category	  versus	  a	  more	  specific	  'protease'	  assignment).	  



Func%onal	  annota%on	  –	  HOW?	  

It	  is	  actually	  kind	  of	  complex…	  
	  
•  Similari%es	  (structural	  or	  in	  sequence)	   	   	   	  	  func%on.	  

–  Similar	  sequence	  but	  different	  func%on	  (new	  domain	  =>	  new	  
combina%on	  =>	  different	  func%on)	  

–  Different	  sequence	  may	  have	  same	  func%on	  (convergence)	  :	  Profiles	  
helpful	  

–  Two	  proteins	  may	  have	  a	  similar	  fold	  but	  different	  func%ons	  
	  

•  Looks	  for	  conserved	  domains	  more	  reliable	  than	  whole	  sequence	  ?	  
–  How	  to	  go	  from	  conserved	  domains	  to	  assigning	  a	  func%on	  for	  your	  

protein?	  

=>	  Importance	  to	  gathering	  as	  much	  informa%on	  as	  possible	  



Sequence-‐based	  methods	  
	  

•  The	  most	  used	  (popular)	  
•  Quick	  
•  Easy	  to	  use	  
•  Accurate	  (>70%)	  	  
	  
	  
•  Many	  resources:	  even	  structural	  domains	  informa%on	  
•  Less	  computa%onally	  demanding	  

Func%onal	  annota%on	  –	  HOW?	  

Watson	  JD,	  Sanderson	  S,	  Ezersky	  A,	  Savchenko	  A,	  Edwards	  A,	  Orengo	  C,	  
Joachimiak	  A,	  Laskowski	  RA,	  Thornton	  JM:	  Towards	  fully	  automated	  structure-‐
based	  func%on	  predic%on	  in	  structural	  genomics:	  a	  case	  study.	  J	  Mol	  Biol.	  2007,	  
367:	  1511-‐1522.	  10.1016/j.jmb.2007.01.063.	  



2.	  Blast	  based	  approach	  



Func%onal	  annota%on	  –	  HOW?	  

Get	  sequences	  

Search	  
similar	  
func%on	  

Blast-‐based	  
approach	  



Blast-‐based	  approach	  
	  

Annotate	  the	  sequences	  func%onally	  using	  Blast	  	  

Choose	  
database	  

Uniprot	   Swissprot	  

exhaus%ve	  	   reliable	  



Blast-‐based	  approach	  
	  

Annotate	  the	  sequences	  func%onally	  using	  Blast	  	  

Choose	  
database	  

blast	  

Fasta	  
aa	  



Blast-‐based	  approach	  
	  

Strengths	  	  
•  Fairly	  fast	  and	  easy	  

•  Allow	  gene	  naming	  
	  
Limits	  
•  Orthology	  not	  certain	  -‐	  best	  blast-‐hit	  does	  not	  equal	  orthologous!	  

•  Bias	  due	  to	  well	  conserved	  domains	  

•  Best	  Hit	  (	  use	  as	  template)	  is	  not	  necessary	  the	  best	  annotated	  
sequence	  to	  use	  =>	  Could	  apply	  a	  priori%za%on	  rule	  (Human	  first,	  
then	  mouse,	  etc).	  

	  



Blast-‐based	  annota%on	  are	  %ghtly	  dependent	  to	  the	  quality	  of	  the	  
transcript	  assembly	  
	  
•  Gene	  Fusion	  
•  Gene	  split	  
•  Gene	  Par%al	  (Well	  conserved	  domain)	  
•  Over	  predic%on	  
•  Wrong	  ORF	  

Blast-‐based	  approach	  
	  



3.	  Domains/profiles/paperns	  approach	  



Func%onal	  annota%on	  –	  HOW?	  

Get	  sequences	  

Compare	  
domains	  
(Pfam,	  
interpro)	  

Pathways	  
(KEGG,	  
MetaCyc,	  

Reactome	  …)	  

Controlled	  
vocabulary	  

(GO)	  

Search	  
similar	  
func%on	  



Databases	  

Database	   InformaKon	   Comment	  

KEGG	   Pathway	   Kyoto	  Encyclopedia	  of	  Genes	  and	  Genomes	  

MetaCyc	   Pathway	   Curated	  database	  of	  experimentally	  elucidated	  metabolic	  
pathways	  from	  all	  domains	  of	  life	  (NIH)	  

Reactome	   Pathway	   Curated	  and	  peer	  reviewed	  pathway	  database	  

UniPathway	   Pathway	   Manually	  curated	  resource	  of	  enzyme-‐catalyzed	  and	  spontaneous	  
chemical	  reac%ons.	  

GO	   Gene	  Ontology	   Three	  structured,	  controlled	  vocabularies	  (ontologies)	  :	  biological	  
processes,	  cellular	  components	  and	  molecular	  funcKons	  	  

Pfam	   Protein	  families	   Mul%ple	  sequence	  alignments	  and	  hidden	  Markov	  models	  	  

Interpro	   Protein	  families,	  domains	  and	  
functional	  sites	  

Run	  separate	  search	  applica%ons,	  and	  create	  a	  signature	  to	  search	  
against	  Interpro.	  

Have	  a	  look	  on	  the	  Interpro	  web	  page:	  All	  the	  database	  they	  search	  into	  are	  listed.	  It	  gives	  a	  nice	  overview	  of	  different	  
types	  of	  databases	  available.	  



Gene	  Ontology	  
	  

More	  than	  60	  000	  terms	  

Gene	  Ontology:	  the	  framework	  for	  the	  model	  of	  biology.	  The	  GO	  defines	  concepts/
classes	  used	  to	  describe	  gene	  func%on,	  and	  rela%onships	  between	  these	  concepts.	  It	  
classifies	  func%ons	  along	  three	  aspects:	  	  

pathways	  and	  larger	  processes	  	  
made	  up	  of	  the	  ac%vi%es	  	  
of	  mul%ple	  gene	  products.	  

molecular	  ac%vi%es	  	  
of	  gene	  products	  

where	  gene	  products	  are	  ac%ve	  



Gene	  Ontology	  
	  

hpp://www.geneontology.org/	  



3.	  Tools	  



Tools	  

Tool	   Approach	   Comment	  

Trinotate	   Best	  blast	  hit	  +	  protein	  domain	  idenKficaKon	  (HMMER/
PFAM)	  +	  protein	  signal	  pepKde	  and	  transmembrane	  domain	  
predicKon	  (signalP/tmHMM),	  and	  leveraging	  various	  
annotaKon	  databases	  (eggNOG/GO/Kegg	  databases).	  

Not	  automated	  

Annocript	   Best	  blast	  hit	   Collects	  the	  best-‐hit	  and	  related	  
annota%ons	  (proteins,	  
domains,	  GO	  terms,	  Enzymes,	  
pathways,	  short)	  

Annot8r	   Best	  blast	  hits	   A	  tool	  for	  Gene	  Ontology,	  KEGG	  
biochemical	  pathways	  and	  Enzyme	  
Commission	  EC	  number	  annota%on	  
of	  nucleo%de	  and	  pep%de	  
sequences.	  

Sma3s	   Best	  blast	  hit	  +	  Best	  reciprocal	  blast	  hit	  +	  clusterisa%on	   3	  annota%on	  levels	  

aGerParty	   BLAST,	  InterProScan	  	   web	  applica%on	  	  

Interproscan	   Run	  separate	  search	  applicaKons	  	  
HMMs,	  fingerprints,	  pa_erns	  =>	  InterPro	  	  

Created	  to	  unite	  secondary	  
databases	  	  

Blast2Go	   Best*	  blast	  hits	   Retrieve	  GO	  and	  other	  domains	  
Commercial	  !	  



Interproscan	  



Interproscan	  

“InterPro	  is	  a	  resource	  that	  provides	  func%onal	  analysis	  of	  protein	  
sequences	  by	  classifying	  them	  into	  families	  and	  predic%ng	  the	  
presence	  of	  domains	  and	  important	  sites.	  	  
	  
To	  classify	  proteins	  in	  this	  way,	  InterPro	  uses	  predic%ve	  models,	  
known	  as	  signatures,	  	  
provided	  by	  several	  different	  databases	  (referred	  to	  as	  member	  
databases)	  that	  make	  up	  the	  InterPro	  consor%um.”	  

hpps://www.ebi.ac.uk/interpro/about.html	  



Interproscan	  

Interproscan	  

PROSITE	  

PRINT	  

PFAM	   PRODOM	   SMART	  

TIGRFAMS	  

PIR	  
SUPERFAMILY	  

GENE3D	  

PANTHER	  …	  



Interproscan	  
	  

Quevillon	  E.,	  Silventoinen	  V.,	  Pillai	  S.,	  Harte	  N.,	  Mulder	  N.,	  Apweiler	  
R.,	  et	  al.	  .	  (2005).	  InterProScan:	  protein	  domains	  iden%fier.	  Nucleic	  
Acids	  Res.	  33,	  W116–W120.	  10.1093/nar/gki442	  

Jones,P.etal.InterProScan5:genome-‐
scale	  protein	  func%on	  classifica%on.	  
Bioinforma%cs	  30,	  1236–1240	  (2014).	  	  

•  Annotate	  the	  sequences	  func%onally	  using	  Interproscan	  



Interproscan	  
	  

Structural	  domains	  



Interproscan	  
	  

Not	  integrated	  signatures	  =	  signature	  not	  
yet	  curated	  or	  do	  not	  reach	  InterPro's	  
standards	  for	  integra%on	  

pathway	  informa%on	  available	  as	  well:	  
	  -‐	  KEGG	  
	  -‐	  MetaCyc	  
	  -‐	  Reactome	  
	  -‐	  UniPathway	  



Interproscan	  results	  
	  



Interproscan	  results	  
	  

gene-‐2.44-‐mRNA-‐1	  	  a9deba5837e2614a850c7849c85c8e9c	  	  	  	  	  	  	  	  447	  	  	  	  	  Pfam	  	  	  	  PF02458	  Transferase	  family	  	  	  	  	  	  98	  	  	  	  	  	  425	  	  	  	  	  
1.4E-‐15	  T	  	  	  	  	  	  	  31-‐10-‐2015	  	  	  	  	  	  IPR003480	  	  	  	  	  	  	  Transferase	  	  	  	  	  GO:0016747	  
	  
gene-‐0.13-‐mRNA-‐1	  	  61882f1a46b15c8497ed9584a0eb1a35	  	  	  	  	  	  	  	  459	  	  	  	  	  Pfam	  	  	  	  PF01490	  Transmembrane	  amino	  acid	  
transporter	  protein	  	  	  	  49	  	  	  	  	  	  439	  	  	  	  	  2.0E-‐39	  T	  	  	  	  	  	  	  31-‐10-‐2015	  	  	  	  	  	  IPR013057	  	  	  	  	  	  	  Amino	  acid	  transporter,	  transmembrane	  	  	  	  
	  
gene-‐1.4-‐mRNA-‐1	  	  	  b867bbb377084bba6ea84dcda9f27f4e	  	  	  	  	  	  	  	  511	  	  	  	  	  SUPERFAMILY	  	  	  	  	  SSF103473	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  42	  	  	  	  	  	  481	  	  	  	  	  
4.19E-‐50	  	  	  	  	  	  	  	  T	  	  	  	  	  	  	  31-‐10-‐2015	  	  	  	  	  	  IPR016196	  	  	  	  	  	  	  Major	  facilitator	  superfamily	  domain,	  general	  substrate	  transporter	  
	  
gene-‐1.4-‐mRNA-‐1	  	  	  b867bbb377084bba6ea84dcda9f27f4e	  	  	  	  	  	  	  	  511	  	  	  	  	  Pfam	  	  	  	  PF07690	  Major	  Facilitator	  Superfamily	  	  	  67	  	  	  	  	  	  
447	  	  	  	  	  3.5E-‐30	  T	  	  	  	  	  	  	  31-‐10-‐2015	  	  	  	  	  	  IPR011701	  	  	  	  	  	  	  Major	  facilitator	  superfamily	  	  	  GO:0016021|GO:0055085	  	  

Ouput:	  TSV,	  XML,	  SVG,	  etc	  

Scripts	  exist	  to	  merge	  the	  interproscan-‐results	  to	  the	  structural	  
annota%on	  gff	  file	  



Trinotate	  



Trinotate	  

•  Trinotate	  is	  a	  suite	  tools	  that	  was	  create	  to	  annotate	  specifically	  Trinity	  output	  
•  Can	  also	  work	  with	  any	  fasta	  file	  if	  suitable	  inputs	  are	  available	  
•  Now	  exist	  in	  pipeline	  

hpps://github.com/Trinotate/Trinotate.github.io/wiki	  



Trinotate	  

Get/create	  the	  
SQLite	  database	  

Trinotate	  retrieve	  uniprot	  and	  pfam	  database	  
	  that	  will	  be	  needed	  later	  
It	  also	  create	  a	  trinotate	  database	  that	  will	  be	  populate	  later	  



Trinotate	  

Get	  	  ORF	  

Trinity.fasta	  

Transdecoder.pep	  

get	  signal	  
pep%de	  

iden%fy	  rRNA	  	   get	  
transmembrane	  

region	  

Load	  on	  the	  
trinotate	  
database	  

Load	  the	  database	  in	  
trinotate	  web	  to	  

visualize	  annota%on	  

Transdecoder	  

RNAmmer	  
TMHMM	  

SignalP	  
Sequence	  
homology	  
search	  

blastx	  

Sequence	  
homology	  
search	  

blastp	  

Annota%on	  report	  

Search	  
domain	  

Hmmscan	  
/PFAM	  



Trinotate	  

Load	  on	  the	  
trinotate	  
database	  

Load	  the	  database	  in	  
trinotate	  web	  to	  

visualize	  annota%on	  

Trinotate	  
results	  

Expression	  
data	  

Transcript	  
Expression	  
cluster	  

AnnotaKon	  
text	  

Annota%on	  report	  



Trinotate	  output	  

#gene_id	  	  	  	  	  	  	  	  transcript_id	  	  	  sprot_Top_BLASTX_hit	  	  	  	  RNAMMER	  prot_id	  prot_coords	  	  	  	  	  	  
sprot_Top_BLASTP_hit	  	  	  	  Pfam	  	  	  	  SignalP	  TmHMM	  	  	  eggnog	  	  Kegg	  	  	  	  gene_ontology_blast	  	  	  	  	  
	  gene_ontology_pfam	  	  	  	  	  	  transcript	  	  	  	  	  	  pep%de	  
	  
TRINITY_DN6975_c0_g2	  	  	  	  	  
TRINITY_DN6975_c0_g2_i1	  	  
tr|B4R0X8|B4R0X8_DROSI^tr|B4R0X8|B4R0X8_DROSI^Q:559-‐92,H:1-‐156^100%ID^E:8.42e-‐94^.^.	  	  	  	  
	  .	  	  	  	  	  	  	  
TRINITY_DN6975_c0_g2_i1.p1	  	  	  	  	  	  
	  89-‐664[-‐]	  	  	  	  	  	  	  
	  tr|B4R0X8|B4R0X8_DROSI^tr|B4R0X8|B4R0X8_DROSI^Q:36-‐191,H:1-‐156^100%ID^E:4.89e-‐111^.^.	  	  	  	  
PF03066.15^Nucleoplasmin^Nucleoplasmin/nucleophosmin	  domain^41-‐147^E:9e-‐28	  	  	  	  	  	  
	  .	  	  	  	  	  	  
	  .	  	  	  	  	  	  
	  .	  	  	  	  	  	  	  
	  .	  

•  Can	  create	  a	  report	  file	  (tabulated	  file)	  
•  Number	  of	  columns	  depends	  on	  what	  you	  integrate	  in	  your	  database,	  	  if	  you	  

integrate	  more	  blast	  or	  expression	  data	  you	  will	  have	  more	  columns	  	  



Trinotate	  output	  

trinotateWeb	  



4.	  Conclusion	  



Conclusion	  

•  Func%onal	  annota%on	  found	  
/!\	  Transmission	  of	  error	  from	  databases	  !	  
Experimental	  check	  is	  good	  !	  

	  
•  Hypothe%cal	  protein	  /	  Uncharacterized	  protein	  

	  =>	  depends	  largely	  on	  conven%onal	  experiments.	  
	  
Knowing	  the	  func%on	  is	  not	  enough:	  Chimp	  and	  human	  =>	  98%	  
similarity	  

=>	  Knowledge	  of	  other	  parameters	  useful	  (pathway,	  posi%onal	  and	  
temporal	  regula%on	  of	  genes)	  



THE	  END	  

Jacques Dainat PhD 

hpps://github.com/NBISweden/GAAS	  


