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From Immune System to Precision Medicine

• Leveraging bacterial immunity for biomedicine
• RNA‐guided precision genome engineering
• CRISPR‐Cas for drug development
• CRISPR‐Cas as ex‐vivo and in‐vivo therapeutic



CRISPR‐Cas – A revolutionary genome engineering technology

The central dogma of molecular biology

• Unidirectional flow of genetic information
• Medical approaches interact at the protein level
• What if we could rewrite the genetic code?
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Leveraging bacterial immunity for biomedicine

Curiosity about how bacteria fight the flu

• RNA‐guided immune systems
• RNAi, ZFN, TALEN
• CRISPR‐Cas9

http://msms.ehe.osu.edu
http://healtherandhappier.blogspot.com
Origamiwolf: https://flic.kr/p/oDCK1

Rodolphe Barrangou



CRISPRs – Acquired immune systems in bacteria

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

• Extrachromosomal and phage‐associated origins of spacers
• Defense against bacteriophages
• Streptococcus pyogenes (SpyCas9)

Ishino et al., 1987
Bolotin et al., 2005
Mojica et al., 2005
Pourcel et al., 2005
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Bacterial CRISPR‐Cas adaptive immunity

Nuñez et al., Nature (2015a, 2015b), Nuñez et al., Mol Cell (2016)

How does RNA‐guided
DNA cleavage work? 
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Programming Cas9 with single‐guide RNAs (sgRNAs)

CRISPR‐Cas9

• sgRNA guided
• PAM for target specificity
• Introduction of DNA DSBs

Jinek et al., Science 337, 816 (2012)

Cas9 programmed by sgRNA



Cas9 and its guide RNA act like a molecular scalpel to cut DNA

Model: Jacob Corn; based on structure by Anders et al., Nature (2014).
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DNA DSB repair pathways – NHEJ, HDR (genome editing)

CRISPR‐Cas9, ZFN, TALEN
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CRISPR‐Cas genome engineering

Doudna and Charpentier, Science (2014)
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CRISPR‐Cas as a tool for drug discovery – in cell culture

Fellmann et al., NRDD (2017)

• CRISPR‐Cas9
• CRISPRi (interference)
• CRISPRa (activation)



Generation of a switch‐like (inducible) Cas9

Allosterically regulated Cas9

• Insertion of the estrogen receptor alpha ligand binding domain (ER‐LBD)
• dCas9 transposition library
• Assessment of large‐scale library in E. coli (CRISPRi screen)

Oakes, et al., Nat Biotech (2016)



Generation of a switch‐like (inducible) Cas9

Allosterically regulated Cas9

• 4‐OH Tamoxifen regulated (like Cre‐ER system)
• Validation in mammalian cells

Oakes, et al., Nat Biotech (2016)



Inducible Cas9 – ArCas9 

Allosterically regulated Cas9

• Serially inducible and reversible
• GFP reporter cell line (BNL‐LMP‐15)

Oakes, et al., Nat Biotech (2016)

Cas9‐NLS

Cas9

ArCas9



CRISPR‐Cas as a tool for drug discovery – animal models

Fellmann et al., NRDD (2017)

• CRISPR‐Cas9
• CRISPRi (interference)
• CRISPRa (activation)



CRISPR‐Cas as a tool for drug discovery – animal models

Fellmann et al., NRDD (2017)



From Immune System to Precision Medicine

• Leveraging bacterial immunity for biomedicine
• RNA‐guided precision genome engineering
• CRISPR‐Cas9 for drug development
• CRISPR‐Cas9 as ex‐vivo and in‐vivo therapeutic



Ex‐vivo genome editing – recoding primary human T cells

CXCR4, CCR5 editing for
HIV treatment

Schumann, Lin et al., PNAS (2015).
Shumann, Marson, Puck – UCSF

Martin – CHORI
Corn – Innovative Genomics Initiative



A prudent path forward for genome engineering

What should we do now that genomes can be edited easily? 
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A prudent path forward for genome engineering

GENE EDITING
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A prudent path forward for genome engineering

What should we do now that genomes can be edited easily? 

Baltimore, et al., Science (2015)



From microbial immune system to precision medicine

Accelerate drug discovery and therapy

• CRISPR‐Cas editing, inhibition or activation (functional genomics)
• Disease models
• Cellular therapies

Fellmann et al., NRDD (2017)
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