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Objectives

• Describe basic terms and terminology used in genetic research
• Describe advances being made in diagnosis and phenotyping of 
disease

• Describe advances being made in gene therapy



Basics

• DNA RNA Protein
• Each Human cell contains ~6.6X109 bases (A,C,G or T) or ~ 5 feet of DNA
• Adult body contains ~10 trillion cells 
• (5 feet)(10 trillion) is enough DNA to reach from the Earth to the Sun ~90 
times 

• 1‐2% of our DNA codes for proteins



Number of Genes

• 13,000 – Fruit Fly
• 19,000 – Roundworm
• 25,000 – Mustard Weed
• 30‐40,000 – Humans



Oryza Sativa

• 2005 Genome Sequence
• 56,000 GENES!
• Humans gain complexity 
through regulation and 
splicing





How Genetics is Changing 
Diagnoses and Phenotypes

• Disease versus syndrome
• A disease is a disorder of structure or function
• A syndrome is a group of symptoms that consistently occur together or a 
condition characterized by a set of associated symptoms.

• Is Parkinson’s a disease or a syndrome?
• Bradykinesia, resting tremor, rigidity
• Lewy body deposition in substantia nigra
• Diffuse lewy body disease
• Progressive supranuclear palsy
• Parkinson’s with dementia



Genetic Overlap Alzheimer’s and Parkinson’s



Brainstorm Consortium

• 200,000 patients with 25 brain‐associated disorders and 17 
phenotypes

• June, 2018





Brainstorm Consortium

• Most disorders did not have a common genetic overlap but some 
overlaps observed
• Migraine and Epilepsy 
• Focal Epilepsy with Intracerebral Hemorrhage
• Attention deficit and depression
• Schizophrenia with most psychiatric illnesses 



Neurology/Psychiatry Overlap?
• Anxiety disorders and ICH?

• Recent paper that found 
stress was an independent 
risk factor for ICH

• Anxiety with Epilepsy
• Schizophrenia with ischemic 
stroke?

• Migraine with Major 
Depressive Disorder and 
Anxiety and ADHD



Chronic Traumatic Encephalopathy and Lou 
Gehrig’s Disease?

Chronic trauma to the neurologic system is a risk factor 
for a progressive decline in memory, cognition, 
depression, parkinsonism, poor impulse control and 
eventually dementia

In some patients, it can lead to chronic 
encephalomyelopathy appearing similar to ALS.

Could there be a common mechanism?



New Phenotypes?

• Epidemiologically, trauma is a 
risk factor for chronic traumatic 
encephalopathy, Alzheimer’s 
disease, Amyotrophic lateral 
sclerosis

• Head injury triggers multiple 
biocehemical events that may 
lead to neurodegeneration. 



RNA Sequencing

• Whole transcriptome screening 
(all of the mRNA)

• Plus all of the micro RNA
• Methylation (gene silencing)
• Can identify normal genes that 
are abnormally 
transcribed/expressed





Summarizing Phenotypes

• What we understand about a specific phenotype may be the end 
product of a wide variety of different pathophysiologic mechanisms

• These different mechanisms may share pathways with other diseases 
and conditions allowing ‘orphan drugs’ or treatments to have a 
broader effect

• Personalizing medical treatment to the specific susceptibility a patient 
or disease process may have

• How do we find these mechanisms?



Linkage

• The closer two places are on the chromosome, the more likely they 
will be inherited together.

• A recombination means that two places were NOT inherited together.
• The ratio of recombinations to non‐recombinations is the 
recombination frequency





Genome Wide Association Study (GWAS)

• Look at hundreds of thousands to a million markers across the 
genome

• Because of linkage, there is more than 95% coverage of the genome 
depending on race/ethnicity

• Looks for association with disease (could be a risk or protective)
• If p<0.05 is considered statistically significant but we have a million 
markers, we would have 50,000 positive hits by chance alone

• Bonferroni correction of a million markers = 0.05/1 million= 5E‐8 is 
‘genome wide significant’







Lorenzo’s Oil
• X‐linked Adrenoleukodystrophy affects boys 
typically younger than 12 years of age; 
progressive white matter disease leading to 
dementia and eventually unresponsiveness; 

• Universally patients die within a decade of 
diagnosis unless treated

• Transplant is the only effective therapy and 
must be performed at an early stage of 
degeneration

• ABCD1 Gene produces the 
Adrenoleukodystrophy protein (ALDP)
• Spontaneous mutations
• Over 500 different but private mutations 
identified

• Perioxosomal ATP‐binding cassette
• Leads to accumulation of very long chain fatty 
acids



Lentiviruses

• HIV is the best known lentivirus
• CD4 protein is a receptor for the virus
• Retrovirus, RNA genome utilizing reverse 
transcriptase to make a complementary 
DNA copy

• Small viruses, only 5 major structural 
proteins and 3‐4 non‐structural proteins. 



Gene Therapy

• The HIV virus infects primarily immune cells but can also penetrate into the brain 
and infect microglial cells within the brain

• ALD is largely an immune mediated disease with inflammation against myelin
• Lentivirus has a tiny single stranded RNA

• If you used DNA, it’d be unstable as a single strand thus you’d need to have helicase, 
topoisomerase and then transcribe to RNA

• By using a single strand of RNA with reverse transcriptase, it creates a complementary single 
stranded DNA which will then transcribe into RNA 

• Most of Lentivirus products are made to create more virus but you can limit how much virus 
is made by simply removing those DNA

• Used Apheresis to gather the patient’s own immune cells and then to transfect 
with the lentivirus

• Then they undergo allegenic stem cell transplantation (wipe out the existing cells 
and transfect with these new ones)



Results



Results





So…Can we do this again?

• An ideal scenario
• Cells of interest were blood cells
• Virus which targets these cells and is a reverse transcriptase
• Herpes and adenovirus
• Did not require removal of the abnormal DNA

• Wouldn’t it be great if we could just send the right DNA to the right 
cells wherever we want to?....



Yogurt and You

• Streptococcus thermophiles is widely used in the dairy industry to 
produce yogurt and cheese.  But a common problem is that certain 
viral ‘phages’ would infect the bacteria leading to a lost batch of 
yogurt and cheese.

• The resistant ones had an excellent adaptive immune system which 
worked better the more viruses it survived. They integrated a little 
piece of each new virus into their immune system. 



CRISPR/Cas9
• Clusters of Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats (CRISPR)

• For every cell there are about 10 viruses; these viruses 
likely are predators but also facilitators of genetic 
exchange between species

• Bacteria use a system to remove offending viral DNA 
called CRISPR/Cas9; Each CRISPR is essentially a library 
of foreign viral DNA that it will identify. New spacers 
are added for each virus the bacteria is exposed to.

• It will transcribe the foreign DNA but shielded by the 
spacers and then the Cas9 recognizes the spacers and 
degrades any protein that matches it throughout the 
cell that has the spacers (including the offending viral 
DNA). 





How do we go from killing viruses to gene 
editing?
• Now imagine instead of viral DNA, we want to edit the genome in a 
very specific spot? We replace the viral phage DNA with the sequence 
that we want to replace. 

• CRISPR RNA is then created which binds to our host DNA at the 
location of the mutation and then CAS9 cuts it right there and only 
there

• We also introduce the correct version and our own cellular repair 
mechanisms, seeing the cut, will then edit in the correct version.

• Three types of CRISPR systems, type II systems are the ones most 
commonly used for gene editing



Example

• CCTGAGGAGAAGGAAA

• We make a guide RNA to that DNA sequence: GGACTAATCTTCCTTT
• That RNA will only bind to the exact place in the genome where the 
mutation occurs. 

• Once it binds, then CAS9 sees a double stranded DNA with the target 
sequence and cuts it out.

• Introduce a normal DNA sequence: CCTGAGAAGAAGGAAA
• And our body’s own repair mechanism transcribes the piece



2012, Edit any DS‐DNA with CRISPR



2015 ‐ Shortening Trinucleotide Repeats

• Fragile X syndrome – FMR1 
trinucleotide repeats

• Using CRISPR to target and snip out 
sections of repeats in specific genes 
(repeats occur all over the DNA)

• Ultimately removed 200 CGG 
repeats!



In 2017, Edit Muscle Cells

• CRISPR insertion using adeno‐
associated virus to put a normal 
dystrophin gene into muscle cells 
with Duchenne’s in a mouse 
model and muscle stem cells



CRISPR Convert ApoE4 to E3

• ApoE4 is the most prevalent genetic risk factor for late onset Alzheimer’s 
disease. It has putative roles in amyloid beta‐42 secretion as well as uptake 
of amyloid beta.

• On May 31, 2018 in Neuron, Tsai et al demonstrated using CRISPR/CAS9, 
the ability to convert ApoE3 cells into ApoE4 cells to determine the activity 
of the change

• Yet they also were able to CRISPR/CAS9 ApoE4 cells back to ApoE3 cells! 
Doing so attenuated the multiple Alzheimer’s disease pathologies
• Using ApoE4/E4 cells from an Alzheimer’s patient, they used CRISPR/Cas9 Approach 
to replace the aberrant sequence variant back to ApoE3.

• This led to enhanced ability of microglia to take‐up amyloid beta‐42







Layla and Leukemia

• A one year old with leukemia 
refractory to all other treatments

• Extracted t‐cells from a healthy donor 
and deactivated immune genes that 
would cause the donor cells to attack 
when injected into a leukemia 
patient. 

• Used as a bridge until a matched 
donor could be found



2016 ‐ Nature

• Removed immune cells from recipients 
blood and disabled a gene using CRISPR‐
Cas9 for PD‐1 which stops a body’s 
immune response to cancer

• Cultured the edited cells and reinfused 
back into the patient. 



Trial in Humans?

• NIH sponsored trial for CPD‐1 knockout engineered T cells for 
metastatic non‐small cell lung cancer

• 15 participants, August 2016 start
• Peripheral blood lymphocytes will be collected and programmed with 
a cell death protein specific to the lung cancer cells and then infused 
back into the body. 



July 11, 2018 ‐ Nature

• Electroporation and CRISPR
• Using CRISPR technology, lymphocytes antigen targeting mechanism 
modified
• Treatment caused lymphocytes to seek out and destroy malignant melanoma 
cells by reprogramming T cell receptor locus

• Reprogrammed autoimmune cells



The ‘Oops’ Factor

• Unfortunately, the CRISPR/Cas9 system isn’t perfect and the 
‘accidental’ editing of another part of the genome is a well 
documented phenomenon

• Classically a 20 nucleotide sequence is considered ‘unique’ in the 
genome and is the basis of polymerase chain reaction or PCR 
genotyping techniques. 

• However, CRISPR/Cas9 using a 20 nucleotide sequence apparently 
because it’s not quite as accurate as DNA polymerase and accepts 
some substitution



RNA Interference

• RNAi refers to a complementary strand to the mRNA of a disease 
causing gene. It binds to the mRNA preventing or lowering the ‘dose’ 
of the protein in question. It can be specific to mRNA that is ‘bad’ 
while leaving normal mRNA untreated.

• With RNAi therapeutics, 
• very little pharmacologic ‘side effects’, 
• no metabolism issues as the RNAi is metabolized using normal cellular 
mechanisms

• Very specific gene targeted therapy



RNA Interference in Lung Transplant Patients

• 2012 ‐ In lung transplant patients, lower respiratory tract infections 
due to respiratory syncytial virus (RSV) leads to marked morbidity

• Randomized double blind placebo controlled trial to receive standard 
of care or aerosolized small RNA inhibitor to a nucleocapsid gene 
critical to RSV replication. 

• The study reduced incident or progressive bronchiolitis obliterans 
from 50% to 6.3% (p=0.027)



PCSK9

• Proprotein convertase subtilism/kexin type 9 or PCSK9 – Gain of 
function mutation in PCSK9 in familial hypocholesterolemia. It binds 
to hepatocyte LDL receptors leading to degradation and loss of 
function mutations leads to very low LDL levels but are otherwise 
healthy. 

• Antibodies to PCSK9 demonstrated to markedly lower LDL levels
• In 2014, the RNAi pilot was performed using Antibody to PCSK9 
markedly lowered LDL levels in multiple randomized trials



Inhibitor RNA Therapy

• Viral therapy – hepatitis B cure? Influenza, 
• Cancer treatment – Targeted cancer therapy
• Treatment of heart failure
• Patent to use for treating Alzheimer’s disease by silencing presenilin
1, 2 and beta secretase

• Blocking oncogenes before someone gets cancer



Pharmacologic libraries

• Many failed drugs for one indication may affect many other 
indications

• 39m presents with craniopharyngioma requiring emergent 
decompression; re‐presented 7 months later requiring urgent 
decompression, again at 8.5 months and 9 months and 9.25 months 
each time requiring resection.

• Investigators had recently reported in 2016 that BRAFV600E 
alterations were the cause of nearly all papillary craniopharyngiomas. 
And, there was a BRAF inhibitor already being used in melanoma, 
colon and other cancers with moderate success

• So, they gave it to the patient!





• Now in phase 2 trials for all craniopharyngiomas
• Genome sequencing is now possible for only $1000
• An evaluation of brain mets from lung and breast cancer found that 
53% of these mets had therapeutic targets already developed for 
other diseases perhaps suggesting sensitivity to them!



Therapy Summary

• Gene therapy may not work for every disease
• Viral therapies must infect the correct cell type
• CRISPR can make errors occur and best in germline
• RNAi must be able to get to diseased regions

• But gene therapy is going to break out in the next 10 years
• Both in identifying already existing agents that may work on target diseases, 
reprogramming cells and redirecting the immune system



A new future in treatment?

• Geneticists understand genetics well
• Neuroscientists understand our diseases well
• We need scientists that can bridge the gap between neurosciences 
and genetics to rapidly translate these advances into therapies

Genetics has reached a new tipping point and is about to break out!





Thanks!


