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De recente ontwikkeUngen in de moleculaire biologie hebben er toe geleid dat op velerlei 

vakgebieden de mogeUjkheden van gentherapie voor de behandeling van erfeUjke en met-erfeUjke 

dekten onderzocht wordt. De beschikbaarheid van een klein proefdiermodel b hierbij van crudad 

belang gebleken. In dit opdcht djn muizen ideaal, omdat de technologie liestaat im in dit model 

specifiek genetische veranderingen aan te brengen welke de dtdndeUjke humane dtuatie zeer 

dicht benaderen. Ook in het onderzoek naar hart- en vaatziekten hebben muizen inmiddeb een 

vaste plaats ingenomen. Een groot aantd zogenaamde transgene muizcnstammen djn inmiddeb 

beschikbaar die, doordat ze een specifiek eiwit missen of d dan met in mutante vorm tot 

overexpressie brengen, dtermate geschikt zijn voor het onderzoek naar de ontwikkeling van 

atherosderose en de preventie hiervan. 

In het onderstaande zd een beknopt overdcJit gegeven worden van een tweetd muizemnodel-

len voor de bestudering van het Upoproteïne metaboUsme en atherosderose. Vervolgens zd ik aan 

de hand van een van deze modeUen gentherapeutbche strategieën behandelen, gebaseerd op de 

directe beïnvloeding van de genen die betrokken djn bij de ontwikkeUng van hyperUpoprotememie 

en atherosderose. 

Familiaire dystietalipoprotcinemie 

In Leiden wordt d een groot aantd jaren gewerkt aan familiair dysbetaUpoproteïneime (FD). FD-

patiénien hebben een sterk verhoogd plasma choiesterd en triglyceride mveau veroorzaakt door 

een verstoorde klaring van chylomicron- en VLDL-remnant deeltjes. Dit gaat samen met een sterk 

verhoogde kans op hart- en vaat-dekten. De lever b het centrde orgaan wat betrokken b bij de 

klaring van chylomiaon en VLDL-remnant doekjes. Specifieke receptoren op de lever herkeimen 

deze deeltjes aan het apolipoproteïne E eiwit (apoE). 

liet apoE komt in een aantd genetbch bcpadde isoformen voor in de humane popdatie. De drie 

aUelen AP0E2, APOE3 en APOE4 djn verantwoordeUjk voor het grootste deel van de genetische 

variatie. Omdat ieder individu 2 APOE allden l>edt djn 6 verschiUende genotypes mogeUjk. De 

FD-paüénten populatie bestaat voor bet overgrote deel d t individuen met een F ^ F ? genotype (E2 

homozygoten), terwijl dit genotype in slechts 1% van de gewone populatie voorkomt. Ondanks de 

grote prevdentie van AP0E2 homozygoten onder de FD patiënten, ontwikkeld dteindeUjk dechts 
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4% van aUe AP0E2 homozygoten FD. Deze disisepantie kan alleen verUaard worden door aan te 

nemen dat voor de ontwikkeUng van FD, naast E2 homozygotie, additionele genetische en/of 

omgevingsfaaoren een bdangiqke red spelen. 

Naast homozygoten voor E2 zijn ook FD patiënten gddentificeerd welke hrterorygoot djn voor 

bepaalde zddzame apoE varianten, zoab apoE2(tysl46-gfai) en apoE3-Leiden. Uit famiUe-

onderzoek bUjkt verder dat vrijwd die personen met deze zeldzame apoE varianten FD ontwikke­

len (de Kmjff et aL, 1991, 1994). ApoE2(lysl46-ghi) en apoE^Ldden worden dus d s dominante 

eigenschappen overgeërfd met een hoge penetrantie voor FD. Ondanks deze hoge penetrantie 

wordt het uitemdeUjke kUnische beeU sterk bdnvioed door leeftijd en dieet. 

De muis als raodd 

Het gebruik van muizen om het metaboUsme van atiierogene remnant-dedtjes in kaart te brengen 

en tiierapeutische strategieën te ontwikkelen heeft een aantd onmiskenbare voordelen ten opdchte 

van de mens. 

Hiervan djn de belangrijkste: 

1 doordat ingetedde stammen worden gebruikt b de genetische achtergrond voUedig homogeen 

2 omgevingscondities ab dieet, leeftijd etc. kunnen relatief eenvoudig constant gehouden worden 

3 door de korte generatiaijd kunnen veel muizen worden bestudeerd en 

4 kunnen mede hierdoor combinaties van verschiUende genetische varianten gemakkeUjk 

verkregen worden. 

De mogeUjkheid om muizen met specifieke genetische veranderingen te generen heeft recenteUjk 

een grote vlucht genomen. Globad vaUen twee metiiodes te onderscheiden: 1) mjectie van DNA m 

bevruchte eiceUen en 2) het aanbrengen van genetische veranderingen in zogenaamde embryonde 

stamceUen. 

1) Na injectie van DNA in bevruchte eiceUen z d dit DNA dch op een wiUekeurige plek in het 

muizengenoom imegreren. Na het Jerugpkuttsen van deze eicel m een draagmoedermub 

kunnen de hieniit geboren muizen worden gescreend op aanwezigheid en expressie van het 

transgen. De zo ontstane transgene muizen zuUen deze nieuwe eigenschap aan hun nakomeUn-

gen doorgeven. Op deze wijze djn transgene muizen gemaakt weUce het mutante humane 

AP0E3-Ldden gen tot expresde brengea 

2) Naast het wiUekeurig toevoegen van genetische informatie b ook het uitschakelen van het 

endogene muizengen bijztmder informatid. Voord voor het ontwikkelen van gen-therapeuti-



sdie benaderingen b een defidënt mmzenmodd oncmtbeerUjk. Immers de meest eenvoudige 

gentherapie bestaat uit h a toevoegen van genetisdie informatie aan een organisme. Uitschake-

Ung van een gen gebeurt in onmipotente embryonale stam-(ES)-ceileii. Deze ES-ceUen kunnen 

in viiro gepropageerd en gemampuleerd worden. Na injectie m een blastocyst kunnen de ES-

ceUen een belangrijke tnjdrage leveren aan de vervolgens geboren muis. Een mub met een 

hoge ES-cd bijdrage z d dus h a genotype doorgeven van de genetisch veranderde ES-cd. Op 

deze wijze djn apoE-defidënte muizen gemaakt. 

APOE3-Ldden muizen 

Drie verschiUende muizenUjnen djn ontwikkeld weUce allen een verschillend aantd kopieën van het 

APOE3-Ldden gen ergens in hun genoom hebben opgenomen (van den Maagdenberg et aL, 

1993). De voornaamste eigenschappen van deze muizen op een standaard muizendieet (geen 

cholesterol of vet) staan weergegeven m tabd I. Hierdt bUjkt dat Ujn # 2 en #181 een verhoogd 

plasma en triglyceride dveau hebben terwijl Ujn #195 slechts een milde hyperUpidemie vertoont. 

De plasma Upiden waarden corrderen direa m a h a plasma dveau van het apoE3-Leiden eiwit 

( - de expresde van het AFOE3-Leiden transgen). 

Figuur L Plasma Upoprotdiie profielen van controle en humane APOE3-leiden muizen op een 

standaard muizendieet. * 

Ongeveer 200 d gepooled muizenplasma wordt op een Superose 6B (Pharmada) kolom gebracht 

en geëlueerd met 0.5 ml/minuuL Gestoten drkeb vertegenwoordigen triglyceride, gedoten drkeb 

cholesteroL 

tiftction number 

Tabel 1. Plasma cholesterol en triglyceride niveaus in controle en humane APOE3-Leiden muizen 

op een standaard muizendieet. 

Plasma dveau (gem. jf, S J).) 

muizen 

Uin 

#2 

#181 

#195 

controle 

cholesterol 

4.65 +. Z16 

4.27 1.16 

3 .42^0 .27 

Z46 +.0.43 

mmol/ 

triglyceride 

2.76+.1.4 

2.06 +_ 1.16 

1.01 +. 0-45 

0J9 +.029 

humaan apoE 

m ^ 

15jt.3 

71 +.29 

3 ^ 1 

~ 

Waarden vertegenwoordigen het geiddddde ±_ SJ). van 6 muizen per groep. AUe waarden van 

Ujn #2 en #181 muizen verschiUen significant (p<0D01) van Ujn #195 en controle muizen. 

Na scheiding van het plasma op deeltjesgrootte b dddeUjk te zien dat de verhoging van het 

cholesterol en triglyceride dveau van de Ujnen #2 en #181 dch m de atherogene VLDL/LDL 

fractie bevindt. Dit b dezelfde fractie die b verhoogd m FD patiëmen (figuur 1). 
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De voor de hand liggende vraag was dteraard of de APOE3-Leiden transgene muizen atherosde­

rose ontwikkelen, d ilan met na toediening van cholesterol aan het voer. Dit b getest door de drie 

verschiUende transgene muizenUjnen en controles gedurende 12 weken op de dieten mt tabel II te 

zetten. 



Tabel H. De samenstelling van de verschiUende dieten 

toegevoegde stof (volume %) 

dieet 

SRM 

J 

P 

N 

cacao boter 

0 

0 

15 

15 

cholast 

0 

0 

0.1 

0.5 

cholesterol 

0 

0 

1.0 

1.0 

sucrose 

0 

50 

50 

50 

SRM komt overeen met standaard mdzenvoer. 

Zoab bUjkt d t tabel III ontwikkelen de APOE3-Leiden muizen van Ujn #2 en #181 na 12 weken 

op de hoog cholesterol dieten atherosderotische bedes. In de Ujn #195 muizen kan echter geen 

atherosderose gedeteaeerd worden. De mate van vorming van atherosderotische laedes b 

evenredig met de expressie van het apoE3-Leiden eiwit en de hoeveelheid cholesterol en cholaat 

in het dieet (Ujn #181 > #2 > > #195 en die« N > P > > J, SRM). 

Tabel UI. Atherosderose in de aorta en de a. carotis na 12 weken op verschiUende dieten 

Muizedijn 

Dieet 

controle #195 #2 #181 

SRM 

J 

P 

N 

Uit het voorgaande bUjkt dat met de ontwikkeUng van de APOE3-Leiden transgene muizen een 

dtstekend model b ontstaan voor hiunane FD. De APOE3-Leiden muizen hebben verhoogde 

plasma triglyceride en cholesterol dveaus in dezelfde fracties ab FD patiënten (chylomicron- en 

VLDL-remants). Bovendien djn de plasma triglyceride en cholesterol mveaus mampdeerbaar 

door middd van het dieeL Ook de ontwikkeUng van Ttttî iroiififfffsf m Jeje muizen b vergeUjkbaar 

nu t de ontwikkeUng van hart- en vaat-ziektcn in FD patiënten. 

ApoEHlefldente muizen 

Zogenaamile apoE 'knock-out' muizen djn op drie verschiUende laboratoria gemaakt, waaronder 

ook Leiden (van Ree et aL, 1994). De lidangrijkste U|nden parameters van homozygote, heterozy­

gote apoE-defidënte en wUd-type muizen op verschiUende dieten staan weergegeven in tabel IV. 

Het b dddeUjk dat homozygoot apoE-defidëme muizen onder alle dieet omstandigheden een 

dramatisch verhoogd pbsma cholesterol vertonen. Uit deze tabd bUjkt tevens dat ook heterozy-

goot apoE-defidënte muizen onder extreme diea-condities een significant verhoogd serum 

cholesterol hebben (10.1^^.4.5 mM vs 4.7jf 0.8 mM). Dit geeft aan dat de hoeveeUidd gesyntiieti-

seerd APOE een belangrijke faaor b in de plasma respons op cholesterol in het dieet. 

Tabel IV. Plasma cholesterol en triglyceride niveaus in apoE-defidènte muizen na 6 weken 
verschiUende dieten 

aantd dieet triglyceride 

mmol/l 
cholesterol 

mmol/l 

+ / + 

+/-

-/-

+ / + 

+/-

-/-

+ / + 

+/-

-/-

47 

53 

47 

9 

16 

7 

9 

32 

7 

SRM 

SRM 

SRM 

J 

J 

J 

N 

N 

N 

0 3 T 0.2 

0.4 ± 0.2* 

0.4 • 0.2' 

0 3 ± 0.1 

0 3 i: 0.2 

0.4 ± 0.1 

ND 

ND 

ND 

3.1 

2.7 

193 

3.9 

3 J 

18.7 

4.7 

10.1 

102.4 

± 0.6 

± o.r 
± S S 

± 0.9 

£ 0.9 

± 4.8' 

i 0.8 

s:4.5-

a: 26.3" 

Waarden vertegenwoordigen het gemiddelde J_ S.D.; + / + controle muizen; +/- heterozygoot 
apoE-defidënte muizen; -/- homozygoot apoE-defidënte muizen; ND met deteaeerbaar; • 
significant verschil (p < 0.05) met + / + muizen op hetzelfde dieet. 

De verhoging van de hoeveeUieid pbsma cholesterol doet zich voornameUjk voor in de VLDL/ 

LDL fractie en net ds de APOE3-Leiden transgene muizen djn apoE-defidënte muizen zeer 

gevoeUg voor atiierosderose. Uitgebrdd onderzoek aan de atiierosderotische laedes m de diverse 

stadia in de apoE-defidënte muizen heeft aangetoond dat dé hbtopatiiologie zeer sterk overeen­

komt met humane laesies (Nakashima et aL, 1994). 



Somatische gentherapie 

In vergeUjkmg m a apoE-defidënte mdzen djn APOE3-Leiden muizen een ^dologisch meer 

relevant modd voor de bestudering van h a ch^omicron- en VLDL-remnant maaboUsme. Dil 

voord door het mUder en middeb dieet instelbare fenotype van AP0E3-Leiden muizen. Echter 

voor de ontwikkeUng van gentherapie zqn de apoE-defidënte muizen h a te prefereren modeL 

Door het apoE-gen op de juiste wijze toe te dienen z d h a fdiotype gecorrigeerd worden. Hierbij 

b de verlaging van het sterk veihoogde plasma dioiesterol niveau in apoE-deficiënte muizen eim 

gevoeUge graadmeter voor succes. 

Gentherapeutische benadering kunnen globad in twee categorieën worden onderverdedd: de ex 

vivo en de in vivo aanpak. Deze verschillen op h a punt van. toediening van de genetische 

informatie. Bij de er vivo aanpak wordt de genetische informatie buiten het Uchaam aan ceUen of 

weefseb toegediend en worden deze ceUen of weefseb met het therapeutbch gen vervolgens 

teruggeplaatst in het Uchaam. Hierbij wordt dus altqd gebruik gemaakt van een of andere vorm 

van transplantatie of implantatie. Bij de in vivo aanpak wordt h a genetisch materiad cUrea m het 

Uchaam gebracht. De wijze waarop het genetisch materiad wordt toegediend aan de ceUen b in de 

beide aanpakken sterk overlappend, maar kan globad worden verdedd in virde en det-virde 

methodes. 

In het onderstaande zd ik de er vivo en in vivo aanpak toeUchten en enkele reeds toegepaste en in 

de toekomst mogeUjke therapieën voor het apoE-defidënte muizenmodd bespreken. Vervolgens 

zd ik een beknopt overdcht geven van de diverse methodes om DNA in ceUen te krijgen en 

hierbij de voor- en nadelen en Umitaties bespreken. 

Ex vivo somatische gentherapie 

Beenmerg transplantatie van een gezond individu naar een patiënt met een genetische afwijking 

leidt in sommige gevaUen tot een klinische verbetering. Nadelen van deze procedure djn 

voornameUjk de schaarste aan geschikte beenmerg donoren en de mogeUjke immunologische 

problemen die voortvloeien d t de transphmtatie procedure. Wanneer nu het autologe beenmerg 

zelf, na ex vivo toevoeging van het correae gen, wordt teruggegeven aan de patiënt dan zd dit 

naast effectieve therapie zeker een reductie m de immunologische problemen geven. 

Uit de experimenten van Linton et aL (1995) bUjkt dat beenmerg transplantatie voor apoE-

defidënte muizen in prindpe ook een ddoende therapeutbche behandeling b . Het beenmerg van 

een wild-type mub getransplanteerd naar een van beenmerg gedepleteerde apoE-defidënte mub 

g d fenotypische correctie. Van wild-type beenmerg afkomstige ceUen djn verantwoordeUjk voor 

een plasma apoE concentratie van ongeveer 10% van de normale hoeveelheid. Deze experimenten 

zoutien kunnen worden vertadd naar er-viw gentherapie door een apoE-gen aan het beenmerg 

toe te voegen en zo tevens de hoeveeUidd plasma apoE te verhogen. Een van de uitdagmgen 

bestaat d t het efSdënt trandecteren van de zeer geringe hoevedhdd pluripotente stamceUen. 

Een andere ex wvo benadering gaat d t van tie lever. Na partiële hepateaomy kunnen ddus 

geboleerde hepatocyten in vitro gemampdeerd worden en vervolgens teruggebracht in de lever 

door infiide via de poortatier. Deze procedure b uitgewerkt m een (Uerenmodd voor famiUaire 

hypercholesterolemie (FH), het Watanabe konijn. Hierbij b met succes de in Watenal>e kodjnen 

defectieve LDL-receptor teruggebracht m de hepatocyten. Vervolgens djn een aantd zeer ernstige 

FH patiënten behandeld via deze gentherapeutische procedure (Grossman et aL 1995). Dit gaf een 

marginde verbetering van het fenotype, waarschijnUjk veroorzaakt door de geringe effidëntie 

waarmee het LDL-receptor gen m de hepatocyten kon worden gebracht. De apoE-defidënte mub 

zou een dtstekend model djn om meer e£Bdënte hepatocyt transfectie methoden d t te werken. 

In vivo somatische gentherapie 

Bij het in vivo transfecteren van ceUen of weefseb b het van crudad belang dat d tddtend 

somatbche ceUen worden geraakt van het beoogde type. Dit kan door geïsoleerde weefseb te 

transfecteren of door een effectieve targeting van het te trandeaercn DNA. Een geboleerd 

weefsel U bijvoorbeeld ook een van de tarculatie dgedoten lever, waarin via verschiUende 

methtdes DNA gebracht kan worden. Het idead b uiteraard een intraveneuze injectie van een 

DNA therapeutbch agens, wat vervolgens zelf het jubte weeüsel opzoekt en transfeaeert. 

Voor de behandeUng van apoE-defidënte muizen b de lever bet meest voor de hand liggende doel 

orgaan. Hel adenovirus (het verkoudheicbvirus) b een virus wat van nature na intraveneuze 

toediening de lever infecteert. Adenovirus veaoren djn ontwikkeld (Ue zodanig djn aangepast dat 

ze genetische informatie kuimen opnemen en dechts ëënmad kuimen infeaeren. Verscheidene 

laboratoria hebben iimiiddeb aanget(x>nd dat apoE-expresserende adenovirus veaoren het apoE-

defidënte fenotype in muizen corrigeren (o.a. Stevenson et aL, 1995). 

Veaoren 

Uit hei v(x>rgaande bUjkt dat een aantd gentherapeutische benaderingen in prindpe mogeUjk djn. 

Brede en grootschalige toepassing wordt echter nog belemmerd door een grcrat asmtd praktische 

problemen. Deze problemen vloden vtxirnameUjk voort d t de veaoren cUe gebruikt (kuimen) 

worden om het therapeutbch DNA in de jubte cellen te krijgen. 



v Bijvoorbedd voor de idede in vivo DNA transfectie methode zou het gen specifiek naar een 

bepadd celtype gestuurd moeten worden, vervolgens opgenomen en permanent tot eqiresde 

"̂  gebracht moeten worden. 

Hierbij kuimen dus een aantd belangrijke parameters voor het therapeutisch agens gedefimeerd 

worden nL: 

1 Targeting; hoe krijg je het DNA naar een specifieke cel toe 

2 Verpakking; hoe zorg je ervtxir dat dit DNA ongeschonden de cel bereikt 

3 Opname; hoe zorg je ervoor dat het DNA de kern bereUa 

4 Expresde; hoe zorg je ervoor dal het eenmad opgenomen DNA tot expresde komt en bUjft 

Virde veaoren 

Een groot aantd virussen djn geëvolueerd om een specifiek celtype te infecteren en hierin 

vervolgens na opname hun genomen lot expresde te brengen en te repUceren. de voor gentherapie 

gebruikte virde vectoren maken handig gebruik van deze eigenstJiappeo maar djn aangepast om 

het verspreidingsgevaai door repUcaüe in gemfeaeerde ceUen en weefseb tol n d te beperken. De 

momenteel meest toegepaste virde veaoren djn gebaseerd op adenovirus of retrovirus. 

Om infectieuze, maar del replicerende virde veaoren te verkrijgen wordt in beide systemen 

gebruik gemaakt van trans-complementatie. Een voor repUcaüe essentied deel van het virus wordt 

d t de toe te dienen vector weggelaten. Indien men virus wenst te produceren voor gentherapie 

wordt een specifieke ceUijn gemfecteerd, die de voor repUcatie essentiële faaoren wel produceert, 

maar zelf ook geen virus kan maken. De vinisveaoren kunnen dus een complementerende ceUijn 

infeaeren en hierin repUceren, maar een del-complementerende ceUijn of weefsel kan aUeen 

geïnfecteerd worden. 

De gebruikte retrovirussen djn afkomstig van hel muizenvirus MuLV (Murine leukaemia virus). 

VerschiUende veaoren waarin therapeutische genen gedoneerd kunnen worden en complemente­

rende ceUijnen djn beschikbaar. Een groot voordeel van retrovirus veaoren b hel feil dat ze na 

succesvoUe infeaie imegreren in bet genoom van de geinfeaeerde cel. Deze cel en d djn 

nakomelingen zd dus bel therapeutische gen tot expresde brengen Reirovinisvcaorcn kunnen een 

groot aantd celtypes infeaeren, echter aUeen wanneer deze ach delen. Niel-delende ceUen 

kunnen det geinfeaeerd worden, wat de toepassing van retrovirusveaoren in een gentherapeuti­

sche benadering limiteert. De hierboven beschreven succesvolle infectie van beenmerg stamceUen 

en in vitro gepropageerde Icverexplantaicn b met retrovirusveaoren gedaan. 

Grote voordden van adenovirusveaoren zijn de zeer hoge virus liters die geproduceerd kunnen 

worden (10" pfii/ml vs 10'pfii/ml voor een retrovirus) en dat ook niet delende ceUen geïnfecteerd 

kunnen worden. Het grootste naded van adenovirusveaoren b het feit dat oqiresde van het 

transgen dechts tijdeUjk is. Adenovinissen imegreren n i a in het genoom van de gmhfeaeerde cel 

en zuUen dus na verloop van tijd uitverdunnen in (zelb langzaam) delende ceUen. Er b inmiddeb 

een behoorUjke ervaring in h a gebruik van adenovirusveaoren in vivo in model systemen. Hierbij 

b nog een nadeel van deze veaoren aan het licht gekomen, d . mimunogemdteit. Omdat 

adenovirusveaoren bestaan d t een therapeutisch gen verpakt in een wild-type viniseiwitmantd, 

herkent h a immuunsysteem deze virus-eiwitten na intraveneuze injectie en z d zowel een humorde 

ab een ceUulaire respons geven. De m a virusveaor geüdeaeerde ceUen worden vervolgens 

specifiek door het hnmuunsysteem opgeruimd. Bovendien roept het voor een tweede mad 

intraveneus toedienen van het virus een geheugemespons op die onmidddUjk compleet virusneu-

tralizerend werkt. 

Nicl-viraic vectoren 

De det-virde veaoren djn nog grotendeeb in ontwikkeling en een aantd veelbelovende concepten 

worden actief onderzocht. Veeld wordt nog gewerkt aan de incUviduele eben (targeting, verpak­

king, opname en expresde) waaraan een idede veaor moet voldoen. 

Met betrekking tot lever targeting wordt bijvoorbeeld gewerkt aan specifieke Uganden voor de 

asidoglycoprotdnereceptor. Deze receptor komt uitddlend voor op de lever en synthetische 

Uganden djn gemaakt, die in vivo zeer specifiek iloor de lever worden opgenomen. 

Ook met betrekking tot de vraag hoe hel DNA na opname in de kern terecht moet komen wordt 

actief gewerkt. De opname van d dan gecomplexeerd DNA doot ceUen loopt via de endosoma-

le/lysosomde route. Dit b het ceUulaire mechanisme om opgenomen complexen d te breken en 

om te zenen in produkten die nuttig djn voor de ceL Het omzeUen van dit afbraakprcKcs b een 

belangrijk probleem. Virussen hebben specifieke eiwitten die ervoor zorgen dat na opname het 

ddus gevormde endosoom openbreekt. Deze eiwitien worden momenteel op hun potentie 

onderzocht om het complex aan cndosomde afbraak te laten ontsnappen. 

Met betrekking tot de eisen die aan het DNA construa gesteld worden om lange termijn expresde 

te verkrijgen b nog zeer weinig bekend. Men zou kimnen denken aan kunstmatige chromosomen 

die zoab de endogene chromosomen met de cd meedelen en onderhouden worden. Ook kan men 

denken aan het gebruiken van bepaalde virusdgenschappen om het construa in het genoom van 

de getrandeaeerde cel te laten integreren. 



Het Ugt in de fijn der verwachting dat nia-virale veaoren de nuttige virus eigenschappen (b.v. 

eniiosomale lyds) zullen overnemen om mtdndeUjk een ideale hybride vector te worden. 
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