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RNAi and Screening 

•  Target genes with 

•  Long double stranded DNA (dsDNA) 

•  Small interfering DNA (siDNA) 

•  Success depends on: 

•  Specificity (homology to target and non‐targets, interferon 

response, concentra0on dependant cytotoxic responses) 

•  Efficiency (GC content, repeats, target site accessibility etc) 

•  Gene silencing – a reverse engineering approach 
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High Throughput Screening 

•  Systema0c silencing of whole genome 

•  Every gene is targeted. 

•  Phenotypic luminescence readout 
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Galaxy’s role in HTS 

•  Glues different stages together 
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ComputaConal Analysis 

 

•  Design of siRNA or dsRNA reagents 

•  Normaliza0on of plates 

•  Determina0on of significant changes in phenotype 

•  Grouping and finding paXerns in the significant hits  

•  Retrieval and presenta0on of results 
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Overview 

•  Design of reagents  

 

•  Analysis of the read‐out data 

•  Selec0ng and analysis of “hit” genes 

nextRNAi
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NEXT RNAi 

Automated design and evalua0on of RNAi sequences 

on a genome wide scale 

Thomas Horn, Thomas Sandmann and Michael Boutros. 


Design and evaluation of genome-wide libraries for RNAi screens. Genome Biol. 2010 Jun 15;11(6):R61.
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NEXT RNAi Input and dependencies 

•  Fasta file of target sequences 

•  Target‐group file (e.g. SNP’s, transcript variants) 

•  Requirements: 

•  Bow0e – sequence specificity 

•  Primer3 – evaluate the primers 

•  Op0onal 

•  BLAST  

•  BLAT – align longer sequences 

•  RNAfold – evaluate the 3d structure 

•  Mdust – evaluate primer sequences 
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NEXT RNAi in Galaxy 

•  Why Galaxy? 

•  Number of input parameters 

•  Number of dependent choices 

•  Guidance of choices – condi0onal inputs in Galaxy 

•  GUI ‐ Not command line 

•  Incorpora0on into workflows 
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NEXT RNAi in Galaxy 



Deploying Galaxy for 

use with HTS  NEXT‐RNAI Output 



Deploying Galaxy for 

use with HTS 

NEXT RNAi in Galaxy Summary 

•  Allows for the rapid batch design of RNAi libraries for: 

•  Genome wide set 

•  Defined batch of genes 

•  Evalua0on of commercial libraries 

•  Re‐evalua0on of libraries with release of updated genome 

annota0on 
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cellHTS 

•  Systema0c analysis of screens 

•  Phenotypic results range from single 

numerical value to mul0ple dimensional 

images 

•  Standardiza0on of experimental 

informa0on 

    

•  Standardiza0on of analysis 

Boutros, M., L. Bras, and W. Huber. (2006). Analysis of cell‐based 

RNAi screens. Genome Biology 7:R66.  
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cellHTS  

Import raw data files 

Per plate quality control 

Data normaliza0on 

Scoring of phenotypes 

Annota0on and analysis 
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cellHTS in Galaxy 

Vs.
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cellHTS in Galaxy 
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webcellHTS 

•  Web based interac0ve guide to create input files.  
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HTS Workflows 

•  Annota0on Libraries storage 
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HTS Workflows 

•  Standardizing analysis 
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HTS Workflows 

•  Incorpora0on with other specific screening analysis tools e.g. 

Redundant siRNA ac0vity analysis (RSA) 

König et al. A probability based approach for the analysis of large‐scale RNAi screens, 

Nature Methods, 2007 



Deploying Galaxy for 

use with HTS 

HTS Workflows 
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HTS Workflows 
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Outlook 

•  Con0nue to develop and improve tools 

•  Expand tools to deal with wider range of screen data e.g. double 

knockdowns 

•  Training courses to develop familiarity with other tools Galaxy has 

to offer 
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