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RNA interference



RNA interference (RNAi)

 RNA interference (RNAi) je v oblasti genomiky jedním z nejvýznamnějších objevů 
posledních let, za který byli v roce 2006 Andrew Z. Fire a Craig C. Mello oceněni 
Nobelovou cenou za fyziologii a medicínu. 

 Proces sloužící k regulaci genové exprese prostřednictvím dvouvláknové RNA, 
dochází tedy k interferenci mezi dvouvláknovou RNA a komplementární mRNA (TGS 
- exprese genů ovlivněna již na úrovni DNA, PTGS – degradace mRNA)

Význam:
 Obrana vůči abiotickému stresu
 Regulace transpozomálních elementů, chromatinu
 Ochrana buněk před cizorodými molekulami - nukleové kyseliny virového původu či 

transgeny
 Důležitou metodou pro analýzu funkce genů u eukaryot. Selektivním vyřazením 

funkce určitého genu můžeme pozorovat utlumení příslušného fenotypového 
projevu.



 Do rostlin vnesen gen pro chalcon syntázu uplatňující se v biosyntéze flavonoidů

 Získané transgenní rostliny ovšem neměly očekávané tmavě nachově zbarvené květy, ale 
vytvářely květy s bílými oblastmi na tmavém podkladu nebo květy kompletně bílé

 Kontrolní rostliny, do kterých nebyl vpraven gen pro chalkon syntázu, vykazovaly 
přirozeně se vyskytující květy nachového zbarvení

 Analýza RNA z květů z 12 transformovaných rostlin prokázala oproti rodičovským 
rostlinám výrazně sníženou úroveň mRNA produkovanou genem pro chalcon syntázu



 Molekulární podstatu RNAi odhalili Andrew Z. Fire a Craig C. Mello (1998) při pokusech 
prováděných na hlístici C. elegans

 Cílem bylo vnesení antisense vlákna RNA do C. elegans a zablokování genu unc-22, jehož 
mRNA byla komplementární k antisense RNA. Jak očekávali, jednovláknová antisense
RNA se navázala na mRNA genu, vznikla dvouvláknová RNA (dsRNA) a translaci cílového 
proteinu bylo zabráněno



 Dvouvláknová RNA má schopnost umlčovat geny prostřednictvím degradace 
homologní RNA

 Tato degradace se může dít na úrovni transkripce (Transcriptional gene silencing, 
TGS), kdy v jádře dochází k metylaci DNA a k modifikaci chromatinu, nebo na úrovni 
posttranskripční (Post-transcriptional gene silencing, PTGS). Toto umlčování genů 
pak probíhá v cytoplazmě buňky

Transcription factors, 
histone/heterochromatin, DNA 
methylation, trnscription gene 

silencing (TGS)

Alternative splicing, 
alternative

polyadenylation

Post-ranscriptional silencing (PTGS) in plants
RNA interference (RNAi) in animals

→ RNA degradation mediated by small double strand
RNA





Transcriptional gene silencing (TGS)

 Transkripčního umlčování je dosaženo modifikacemi chromatinu

 Nejvýznamnější a nejprobádanější modifikace představuje metylace DNA a 
úpravy histonů v podobě jejich metylace a acetylace – sestavení methylačního
komplexu

 RdDM (RNA-directed DNA methylation)



Post-transcriptional gene silencing (PTGS)

 Posttranskripční umlčování genů (PTGS) má primárně význam v ochraně rostlin proti 
virové infekci a transpozomálním elementům, uplatňuje se však i v regulaci 
endogenní exprese genů 

 PTGS je vyvoláno přítomností dsRNA v cytoplazmě rostlinné buňky, bez ohledu na to, 
jakého je dsRNA původu

 Endogenní a exogenní cesta

 Endogenní cesta vede k inhibici translace a dalším efektům uplatňujícím se ve vývoji 
rostliny. Exogenní cesta se uplatňuje v reakci na infekci patogeny, vede ke specifické 
degradaci komplementární RNA a dsDNA virů či transpozomálních elementů.



 siRNA - Vznikají v iniciační fázi RNA interference z prekurzoru, kterým je 
dlouhá, lineární, dvouvláknová dsRNA; dvounukleotidový přesah na 3´-konci; 
dsRNA se může nacházet buď přímo v cytoplazmě, nebo se může do buňky 
dostat z vnějšího prostředí

 miRNA – nejvíce zastoupeným typem RNA u 
rostlin a živočichů; 

1. v jádře exprimovány jako primární miRNA (pri-
miRNA) a zpracovány enzymovým komplexem 
Drosha do 70 nukleotidového vlásenkového 
prekurzoru (pre-miRNA). 

2. pre-miRNA je v cytoplazmě následně rozštípána 
Dicerem na dvouvláknové miRNA; Jedno z miRNA
vláken je specificky rozpoznáno, např. proteinem 
Argonaut (AGO), druhé je degradováno. 

3. AGO protein je součástí RISC komplexu, který řídí 
štěpení cílové sekvence nebo inhibici translace

 Dicer je specifická dsRNA endoribonukleáza typu 
III nacházející se v cytoplazmě.



Mechanismus RNA interference

1. EXOGENNÍ CESTA - Aktivace RNAi prostřednictvím exogenní siRNA, cílová 
mRNA je rozšơpána → pozastavení exprese odpovídajícího genu

2. ENDOGENNÍ CESTA - Regulace exprese endogenních genů prostřednictvím 
miRNA → mRNA je rozpoznána za pomoci endogenní miRNA a výsledkem je 
zastavení translace



Endogenní cesta

Iniciační fáze – pre-miRNA – miRNA

Efektorová fáze – miRNA začleněna do RISC komplexu a dochází k degradaci sense
vlákna, druhé vlákno (vedoucí) miRNA zůstává asociováno s komplexem RISC 

Toto vedoucí vlákno je komplementární 
k cílové sekvenci určité mRNA, na tu se 
naváže a dojde k rozštípání mRNA nebo 
ke znemožnění translace



Exogenní cesta

Efektorová fáze –

1. siRNA začleněna do komplexu RISC (RNA-
induced Silencing Complex) a rozvolněna 
na jednotlivá vlákna. 

2. Sense vlákno siRNA je degradováno, 
antisense vlákno zůstává součástí RISC 
komplexu a naváže se na komplementární 
cílovou mRNA. 

3. siRNA zde tedy slouží jako vodítko k 
nalezení cílové sekvence. 

4. mRNA je naštípána a tyto fragmenty jsou 
poté degradovány nukleázami, což vede ke 
ztrátě exprese daného genu. 

5. Po degradaci cílové mRNA se RISC rozpadá 
na jednotlivé složky, vedoucí vlákno siRNA
se může opět uplatnit

Iniciační fáze - dsRNA exogenního původu rozštípána enzymatickým komplexem Dicer
Výsledkem štípání jsou malé fragmenty o velikosti 21 – 25 nukleotidů (nt). Tyto 
fragmenty se nazývají malé interferující RNA – siRNA a je pro ně typický 
dvounukleotidový přesah na 3´-koncích obou řetězců



Srovnání miRNA a siRNA

 miRNA je cíleně exprimována (řídí 
regulaci endogenních genů)

 miRNA vzniká z vlásenkového 
prekurzoru

 miRNA má velmi přesné koncové 
sekvence, pouze s malou variabilitou

 siRNA je primárně exogenního původu 
a jejím zdrojem jsou invasivní nukleové 
kyseliny, jako jsou viry, transpozony či 
transgeny

 siRNA vzniká z dlouhé, zcela 
komplementární dvouvláknové RNA

 siRNA má sklon k větší rozmanitosti

siRNA i miRNA jsou vystřihnuty ze svých prekurzorů pomocí enzymu Dicer a 
jednovláknová forma siRNA i miRNA asociuje s enzymovým komplexem RISC 





Gene Knockdown Workflow

Gene Knockout Workflow



Srovnání

M. Boettcher, M. T. McManus, Choosing the Right Tool for the Job: RNAi, TALEN or CRISPR. Mol. 
Cell. 58, 575 (2015).



Kvantifikace pomocí real-time PCR



DNA replikace in vivo

 separace řetězců
  syntéza krátkých RNA primerů
 syntéza dvou nových DNA helixů

Podílí se enzymy:
 DNA primasa
 Helikasa
 DNA polymerasa
 DNA ligasa
 SSB-proteiny

5‘ 
3‘

3‘
5‘



Úvod do PCR

1983 Kary Mullis (Nobelova cena za chemii, 1993)
“Lets you pick the piece of DNA you’re interested in and have as much of it as you want.”

1986 - Taq DNA polymeráza (termostabilní) – Thermus aquaticus,
1987 - první PCR thermocycler - automatizace PCR





Academic Applications of Real-Time PCR (%Total Respondents)

Pharma-Biotech Applications of Real-Time PCR (% Total Respondents)



Overall Ranking of Real-Time PCR Templates (% Total Respondents)

Overall Ranking of Real-Time PCR Primers and Probe Types (% Total Respondents)



Reakční směs (mastermix, MM)



Reakční směs (koncentrace)



Taq DNA polymeráza
 termofilní bakterie Thermus aquaticus (nyní 

rekombinantně) 
 aktivní při pokojové teplotě – nutnost pracovat na ledu
 při teplotách nad 90°C je inaktivní, ale při ochlazení se 

znovu aktivuje 
 pouze 5´exonukleasová aktivita (degradace Okazakiho fr.), 

nikoliv 3´exonukleasová aktivita (proofreading) • 1 chyba 
na 10-20tisíc nukleotidů



 PCR je velmi citlivá na kontaminace

 Častý problém - nespecifická amplifikace

Taq DNA Polymerasa pracuje i při nízkých teplotách (e.g., během nastavování reakce)

“Hot start” PCR je řešení (protilátka proti Taq)

 Amplifikace je často možná i pro ne zcela známou sekvenci primerů např. DNA jiného
biologického druhu

“Degenerované primery” (multiple verze s různými bázemi v klíčové pozici (tryptofan + 
methionin):

stupeň degenerace:
prettyfly protein má kód degenerovaný na 11 pozicích

tzn. (4)(2)(4)(2)(4)(4)(2)(2)(2)(4)(2) = 65.536 krát

“Touchdown PCR” s vyšší přesností v prvních cyklech

 Maximální velikost produktu +/-5000 bazí pro standardní PCR: Long PCR kits mohou
amplifikovat až 35 kbazí

Problémy



Navrhování primerů

 Primery by měly být 20-25 bazí dlouhé
 Nutná znalost alespoň části sekvence 

amplifikované DNA
 Primerové sekvence musí korespondovat se 

sekvencemi, které na templátové molekule lemují 
cílový úsek, 3‘konce hybridizovaných primerů by 
měly směřovat k sobě

 Délka primerů (krátké = nespecifita, dlouhé = 
efektivita pcr se snižuje)

 Procentuální zastoupení G + C by mělo být 50-
60% - ovlivňuje Tm (teplota kdy se váže primer na 
templát)

 Primery v jedné reakci by měly mít srovnatelné 
Tm

 Vyvarovat se repetitivním sekvencím 
 Vyvarovat se komplementaritě uvnitř či mezi 

primery
 Tm= (G+C)x4 + (A+T)x2



Navrhování primerů

Příklad navržení primerů:

Konvence: DNA se vždy zapisuje ve směru od 5´ku 3´konci

Cílová sekvence: (priming místo podtrženo):

5’TATAAGCCATAACGATATTGCTGAGTCAAGTCCACATATCATATGG
ATGAGAAATGCTTGTGGAGCTGATGTTGATTTGGAGAGACTCTCTCT
CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCAAACCAGTTAAAGAGTGT
GCCAGTAGAG 3’

Forward Primer: 5’ATG GAT GAG AAA TGC TTG TG3’

Reverse Primer: 5’ACT GGC ACA CTC TTT AAC TGG3’



Ethidium bromid na agarózovém
gelu
Intenzita bandu odpovídá množství 
PCR produktu na konci PCR reakce 

Výhody: efektivita, rychlost analýzy, specifita, citlivost, levná
Nevýhody: 

nemožnost automatizace
nízká přesnost, obtížná kvantifikace, 
rozlišení pouze na základě velikosti produktu 
výsledky těžko interpretovatelné v číslech 
end-point analýza

Qualitative PCR detects the presence of Merkel cell polyomavirus in cutaneous squamous cell carcinoma (SCC) in immunocompetent individuals. From
Drowkin et al, 2009: MCPyV detection. (a) The presence of MCPyV in SCCs, genomic normal DNA, and adjacent skin DNA was determined by PCR using
VP1 primers. A representational result is shown with 6 of 16 samples tested showing a PCR product at 351 bp. All experiments included DNA from an
MCPyV plasmid as a positive control (P) and a negative water control (W). M, molecular weight marker; +, positive for virus; −, negative for virus.

Kožní karcinom 
z Merkelových buněk 

Kvalitativní PCR (konvenční)



• Real-time PCR monitoruje fluorescenci emitovanou v průběhu reakce jako indikátor tvořeného 
amplikonu v každém cyklu PCR (v reálném čase)
• Speciální real-time PCR termocykléry s detektory umožňují kvantifikaci v reálném čase a díky sběru 
dat i automatizaci

1. Pozadí
• fluorescence ještě nedosahuje měřitelných hodnot
2. Exponenciální fáze
• Jestliže je efektivita reakce 100% – produkt se 

přesně zdvojnásobí (4-6 cyklů ze 40)
• Nárůst množství DNA je dle 2n
• Věrně odráží množství templátové DNA = odečtení 

Ct
3. Lineární fáze
• 2n+1
• Jsou spotřebovávány reakční komponenty a PCR 

produkty začínají degradovat
4. Plateau
• End-point analýzy - reakce je ukončena, PCR 

produkty degradují

Kvantitativní PCR



Kvantifikace
Množství DNA se měří v každém cyklu pomocí fluorescenčního barviva – rostoucí signál je 
přímo úměrný k počtu amplikonů

Fluorescence
Signál měřen přístrojem, který v sobě spojuje tepelné cyklování s možností skenování 
fluorescenčního barviva. 
Vynesením fluorescence proti počtu cyklů, real-time PCR přístroj generuje amplifikační graf, 
který představuje akumulace produktu po dobu trvání celého PCR reakce



1. SYBRGreen real time qRT-PCR (passive reference dyes) 



Analýza křivky tání





 sekvence o velikosti primeru
komplementární k specifickému místu 
templátu

 kovalentně vázaný fluorofor na 5´ konci 
próby

 kovalentně vázaný zhášeč (quencher) na 
3´ konci póby

 princip založen na využití 5´-3´
exonukleasové aktivity Taq DNA 
polymerázy

 množství detekované fluorescence je přímo 
úměrné množství fluoroforu uvolněného z 
DNA přítomné v PCR reakci

 vysoká specifita detekce

qRT-PCR s TaqMan próbami





Základní principy kvantifikace



Kvantifikace – absolutní vs. relativní

Absolutní
• Přímo determinuje výchozí počet kopií cílových molekul (např. kopie ug/uL)
• Založena na existenci lineárního vztahu mezi logaritmem startovního počtu 
templátových kopií a CT příslušné amplifikační křivky
• Amplifikuje se vzorek o neznámé koncentraci společně s diluční sérií 
standardů o známé koncentraci, vzniká kalibační přímka (standard curve), ze 
které lze odečíst výchozí koncentraci neznámého vzorku
• Využití v detekci specifických mikroorganismů



Relativní

• Porovnává se relativní změna genové exprese (relativní expresní poměr) v
testovaném vzorku oproti kontrolnímu vzorku
• CT amplifikační křivky daného genu se vždy normalizuje oproti CT 
housekeeping genu
• Použití referenčního vzorku (endogenní, interní kontroly)
• Ideální pro stanovení míry genové exprese, zpravidla nevyžaduje sestrojení 
kalibrační přímky

Srovnávací
• Matematické stanovení
• Kalibrační vzorek použit jako 1 standard
• Ideální v případech, kdy stačí vyjádření v podobě poměrů, k ověřování trendů



ΔRn (Rn-baseline)

 Rn+ je hodnota Rn reakce obsahující všechny komponenty, hodnota Rn- je hodnota Rn
slepé (negativní, bez templátu, NTC) reakce (hodnoty baseline)

 ΔRn hodnota představuje rozdíl mezi Rn+ a Rn-, zároveň je tedy indikátorem velikosti síly 
signálu tvořeného během PCR

 ΔRn je vynášeno proti počtu cyklů PCR, čímž jsou tvořeny amplifikační křivky a stanoveny 
hodnoty CT



C T (cycle of threshold)

• Threshold – pozadí/práh detekce vznikající fluorescence (v místě protnutí amplifikační 
křivkou je definováno CT)

• Hodnota CT udává cyklus, ve kterém dojde poprvé k významnému vzestupu ΔRn, což 
koreluje s počátečním množstvím templátu v reakci 

• Základní parametr používaný v kvantifikaci

• Hodnota CT nad 40 znamená žádnou amplifikaci a nemůže být použita k výpočtům pro 
kvantifikaci

• Teoreticky jediná kopie cílové molekuly by měla vytvořit CT hodnotu 40 za předpokladu 
100% efektivity reakce





Zohlednění účinnosti 
(efektivity) PCR

 Přesnější kvantifikace

 100% účinnost pouze v ideálních případech

 Účinnost přisedání primerů, složení reakce, 
přítomnost PCR inhibitorů, enhancerů

CYKLUS (n) 
100% = 2.00x reakce běží 2n

90% = 1.90x
80% = 1.80x reakce běží eff n

70% = 1.70x

100 %= 210



Účinnost reakce lze kalkulovat ze sklonu (slope) standardní křivky 

Efektivita qPCR (%)

• Je dána směrnicí lineárního vynesení CT vůči logaritmu počtu kopií

• Exponenciální amplifikace: 

• Efektivita reakce:
- 100% (2 kopie v každém cyklu) dělá směrnici -3,3219
- ideálně v rozmezí 90-110% 

Eff = 10(-1/slope) -1 (x100 pro %)

Eff = 10(-1/slope)

Efektivita v rozmezí 90 % až 110 % (-3,58 až -3,10)



Příklad: stanovení efektivity PCR pro referenční gen (Gst), analyzovaný gen 1 (TyrA) a 2 (TyrB). 
Směrnice přímek vypočítány z CT (v průsečících s regresní přímkou) vůči počátečnímu množství 
DNA (průměr ze tří měření)





Pfafflova metoda kvantifikace

 Získanou hodnotu účinnosti PCR zahrneme při kvantifikaci srovnávaných vzorků

R (ratio) = Eff.(ref.) CT(ref.) / Eff.(target) CT(target)

VZOREK GEN CT

Č.1 (UT) GAPDH 17.37

CYP1A1 30.78

Č.2 (TCDD) GAPDH 16.91

CYP1A1 18.9

Reference: EffGAPDH = 1.89 (95%)
Target: EffCYP1A1 = 1.95 (98%)

Z těchto výsledků můžeme konstatovat, že exprese 
genu CYP1A1 je u vzorku č.2 1906x vyšší než u 
vzorku 1.

R1= 1.89 17.37/1.95 30.78= 0.000075

R2= 1.89 16.91/1.95 18.9=0.143



Relativní kvantifikace - vliv dioxinu na expresi genu CYP1A1

1. Na buněčnou linii LS180 byly aplikovány látky: DMSO (neg. ctrl), TCDD 

2. Izolace celkové RNA a přepis do cDNA

3. qRT-PCR – studované geny GAPDH a CYP1A1

∆Ct1= Ct (target 1)– Ct(ref 1) 
∆Ct2= Ct (target 2)– Ct(ref 2)

∆CtTCDD= Ct (target CYP1A1)– Ct(ref GAPDH) 
∆CtUT= Ct (target CYP1A1)– Ct(ref GAPDH)

Fold induction = 2∆Ct1 – ∆Ct2

Fold induction = 2∆CtTCDD – ∆CtUT

1 2 3 aver SD 1 2 3 aver SD delta ct SD delta ctdelt delta ctSD delta ct fold to UT range aver range
UT 17.4 17.33 17.37 17.37 0.04 30.68 30.76 30.89 30.78 0.11 13.4 0.11 0.0 0.11 1.00 1.08 0.93 0.11
TCDD 16.88 17.18 16.67 16.91 0.26 18.89 18.87 18.94 18.90 0.04 2.0 0.26 -11.4 0.26 2740.08 3278.55 2290.04 698.99

GAPDH CYP1A1



D kuji za pozornost!


