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Abstract

Currently gene therapy is mostly focused on cancer treatment trials, cardiovascular and infectious diseases.
Nowadays gene therapy for cardiovascular diseases is recognised thanks to successful clinical trials that have
used mainly genes encoding proangiogenic citokines,eg vascular endothelial growth factor (VEGF), fibroblast
growth factor (FGF), hepatic growth factor (HGF). Progress in gene therapy of cardiovascular diseases needs
not only basic studies for “new” genes, but also needs good prepeared clinical trials.

Hipoxia inducible factor (HIF-1) is a physiological regulator of processes related to angiogenesis with a po-
tential therapeutic meaning. A protein encoded by HIF- |« activates groups of genes responsible for preser-
vation of oxygen homeostasis, activation of angiogenesis, erythropoiesis, regulation of glucose metabolism.
There are known preliminary studies describing that gene HIF- 1« is used in therapy of cardiovascular diseases.
Animal trials and first clinic tests point out that administration of gene preparation HIF- | & efficiently induces
neovascularization in ischemic tissues . Further research will indicate if gene HIF will be useful in treating
cardiovascular diseases and if yes then in what period of time we will get such a result.
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Streszczenie

Obecnie terapiae genowqg chordb naczyniowo-sercowych ocenia sie gféwnie dzieki pomysinym prébom kli-
nicznym opierajgcym sie na wykorzystaniu gféwnie cytokin proangiogennych, przede wszystkim naczyniowo-
srédbfonkowego czynnika wzrostu (VEGF), fibroblastycznego czynnika wzrostu (FGF) czy hepatocytarnego
czynnika wzrostu (HGF). Dalszy postep wymaga kontynuowania prac podstawowych nad poszukiwaniem
,nowych” gendw, na przyktadprowadzenia dobrze przygotowanych (randomizowanych) badan Klinicznych.
Czynnik transkrypcyjny indukowany przez hipoksje (HIF- | &) jest fizjologicznym regulatorem proceséw zwig-
zanych z angiogenezq o potencjanym znaczeniu terapeutycznym. Biatko kodowane przez HIF- | & aktywuje
grupy gendw decydujqcych o utrzymaniu homeostazy tlenu, aktywacji angiogenezy, erytropoezy czy regulu-
Jjacych procesami metabolizmu glukozy. Znane sq wstepne wyniki prac eksperymentalnych wykorzystania
genu HIF-1a w terapii choréb naczyniowo-sercowych. Wyniki badan przeprowadzonych na zwierzetach
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i pierwszych prob klinicznych wskazujg, iz podawany w postaci preparatu genowego HIF-1a efektywnie
indukuje w niedokrwionych tkankach proces neowaskularyzacji. Dalsze badania wskazg, czy i w jakim czasie
preparat genu HIF- 1« bedzie uzyteczny dla terapii chordéb naczyniowo-sercowych.

Stowa kluczowe: terapia genowa, preparaty genowe, hipoksja, choroby naczyniowo-sercowe
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Introduction

Gene therapy has been known in the clinic for al-
most 20 years [1]. A sufficient operation of delivery of
transgen encoding adenosine deaminase to the lympho-
cytes of children with severe combined immunodeficien-
cy (SCID-ADA) took place at the end of the 1990s [2]. It
encouraged researchers to use gene therapy in many
different fields of clinical medicine. Currently gene the-
rapy is mostly focused on cancer treatment trials, and
cardiovascular and infectious diseases [|]. In most trials,
gene encoding: therapeutic enzymatic proteins, regula-
ting transforming growth factors and its receptors, are
transfected into the cells through viral and non-viral vec-
tors.

Nowadays gene therapy for cardiovascular diseases
is recognised thanks to successful clinical trials that have
used mainly gene encoding proangiogenic cytokines, e.g.
vascular endothelial growth factor (VEGF), fibroblast
growth factor (FGF), and hepatic growth factor (HGF)
[11. The clinical research projects that have been car-
ried out: FGF Initiating Revascularization Support Trial
(FIRST), Angiogenic Gene Therapy trial in patients with
stable angine pectoris (AGENT), AGENT-2, -3, Euro-
inject One, Vascular Endothelial Growth Factor in Ische-
mia for Vascular Angiogenesis (VIVA) indicate that ap-
plied gene preparations are safe for patients, and in
many cases an improvement of their clinical state was
observed. Taking into consideration the small number
of research groups and the experimental character of
this research, the final conclusions are still to be discus-
sed. Progress in gene therapy of cardiovascular dise-
ases needs not only basic studies for “new” genes, but
also needs well-prepared clinical trials.

Hipoxia-inducible factor (HIF-1) is a physiological
regulator of processes related to angiogenesis with
a potential therapeutic meaning. A protein encoded
by HIF-l1a activates groups of genes responsible for
the preservation of oxygen homeostasis, activation of
angiogenesis, erythropoiesis, and regulation of gluco-
se metabolism [3]. There are known preliminary stu-
dies describing how gene HIF- I« is used in the thera-
py of cardiovascular diseases. Animal trials and the first
clinic tests indicate that administration of gene prepa-

Wstep

Terapie genowa stosuje sie w leczeniu klinicznym
juz od niemal 20 lat [|]. Zespo6t amerykanskich naukow-
cow przeprowadzit pod koniec lat 90. zakoriczony suk-
cesem zabieg wprowadzenia transgenu kodujacego de-
aminaze adenozyny do limfocytéw u dzieci chorych na
ciezki ztozony niedobér odpornosci (SCID-ADA) [2].
Zachecito to kolejnych badaczy do podijecia préb wy-
korzystania terapii genowej w rozmaitych obszarach
medycyny klinicznej. Obecnie terapia genowa w lecze-
niu klinicznym obejmuje gtéwnie préby leczenia cho-
réb nowotworowych, naczyniowo-sercowych i infek-
cyjnych [1]. W wiekszosci badan wykorzystuije sie wpro-
wadzane do komérek za pomoca wektoréw wiruso-
wych lub niewirusowych geny kodujace terapeutyczne
biatka enzymatyczne, regulatorowe, czynniki wzrosto-
we i ich receptory.

Obecnie dzieki pomysinym probom klinicznym
opierajacym sie na wykorzystaniu gféwnie genéw cy-
tokin proangiogennych, na przyktad naczyniowo-$réd-
btonkowego czynnika wzrostu (VEGF), fibroblastycz-
nego czynnika wzrostu (FGF) czy hepatocytarnego
czynnika wzrostu (HGF) rozpoznaje sie terapie genowa
choréb naczyniowo-sercowych [1]. W badaniach kli-
nicznych: FGF Initiating Revascularization Support Trial
(FIRST), Angiogenic Gene Therapy trial in patients with
stable angine pectoris (AGENT), AGENT-2, -3, Euroin-
ject One, Vascular Endothelial Growth Factor in Ischemia
for Vascular Angiogenesis (VIVA) wykazano, iz stosowa-
ne preparaty genowe s3 bezpieczne dla pacjentéw,
a w wielu przypadkach obserwowano bardzo wyrazna
poprawe stanu klinicznego chorych. Ze wzgledu na nie-
wielka liczebno$é¢ grup badanych i eksperymentalny
charakter badan ostateczne wnioski pozostaja ciagle
w obszarze dyskusji. Postep w terapii genowej choréb
naczyniowo-sercowych wymaga zaréwno dalszych dy-
namicznych prac podstawowych nad poszukiwaniem
,howych” gendw, jak i przeprowadzenia dobrze przy-
gotowanych (randomizowanych) badan klinicznych.

Czynnik transkrypcyjny indukowany przez hipok-
sje (HIF-1¢) jest fizjologicznym regulatorem procesow
zwiazanych z szeroko rozumiang angiogeneza o poten-
cjanym znaczeniu terapeutycznym. Biatko kodowane
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ration HIF-la sufficiently induces neovascularisation
in ischaemic tissue. Further research will indicate if
gene HIF will be useful in treating cardio-vascular di-
seases, and if yes, then in what period of time can we
obtain such a result.

HIF-la: a universal hypoxia “sensor”,
gene activator

The absence of oxygen guarantees the stability as
well as the activity of protein HIF-1. A molecule of
HIF-1 contains 2 subunits: « and 5. The protein com-
ponent is destroyed in oxygen conditions [3-5]. The
first phase starts with the degradation of 2 amino acids
of proline in the HIF-1 molecule. They are hydroxyla-
ted by the proline hydroxylase enzyme (PHD) in an
oxygen-dependent degradation domain (ODD). The
reaction depends directly on the presence of oxygen
[3, 5]. The von Hippel-Lindau tumour suppressor pro-
tein (VHL) is attached to the hydroxyl groups. The VHL
molecule recruits complex of E3 ubiquitin ligase. The
protein HIF-1¢ attached to the ubiquitin is guided to
be degradated in proteosom [3, 5].

Equally, in oxygen conditions a transactivated part
of HIF-1a known as domain C-TAD is hydroxylated.
The process of hydroxylation of this region results in
the blockade of binding essential transcriptional co-ac-
tivators [3]. Hypoxia conditions result in the block of
the degradation and hydroxylation in proteosom. Sta-
ble protein HIF-1« is transported to the nucleus where
is bound to domain . Activation of the gene by HIF-1«
protein complex depends on it binding with DNA in
which there are hypoxia-responsive element sequen-
ces (HRE) [3, 4]. Hypoxia-responsive element is loca-
ted in area of promoters and regions enhancing expres-
sion of selected genes [3, 4].

Protein HIF-l« is a transcriptional factor that has
activity under hypoxia conditions, and it stimulates ge-
nes that are important to maintain the local homeosta-
sis of oxygen in a cell. Physiological hypoxia, which acti-
vates protein HIF-1a, guarantees correct function of
bone marrow cells, cartilage cells, and the placenta [6].
In embryogenesis the protein is responsible for the for-
mation of the vascular system. It has been proven that
simultaneous activation of both isoforms of HIF-1 and
HIF-2 leads to embryo lethal. On the other hand,
expression of HIF-1 can play a crucial role in the patho-
logical processes of tumour growth [7-9]. Activation of
HIF-1 in the tumour results from an insufficiency of tu-
mour blood vessels together with the high metabolic
requirements of fast proliferating tumour cells. Within
the tumour exist a variety of hypoxia degrees which
reveal a variety of expressions of HIF-1 [10, I1].

przez HIF-la aktywuje grupy gendw decydujacych
o utrzymaniu homeostazy tlenu, aktywacji angiogene-
zy i erytropoezy czy regulujacych procesy metabolizmu
glukozy [3]. Znane s3 wstepne wyniki prac ekspery-
mentalnych wykorzystania genu HIF-1/« w terapii cho-
réob naczyniowo-sercowych. Na podstawie badan prze-
prowadzonych na zwierzetach i pierwszych préb kli-
nicznych mozna whnioskowac¢, iz HIF-1« podawany
w postaci preparatu genowego efektywnie indukuje
proces neowaskularyzacji w niedokrwionych tkankach.
Celem dalszych badan jest wykazanie, czy i w jakim
czasie preparat genu HIF- | « bedzie uzyteczny w lecze-
niu choréb naczyniowo-sercowych.

Czynnik HIF-1a: uniwersalny “czujnik”
hipoksji, aktywator genéw

Brak tlenu zapewnia stabilnos¢ i aktywnos¢ biatka
HIF-1. Czasteczka HIF-I jest zbudowana z dwéch pod-
jednostek: « i B. Obecnos¢ tlenu dziata destrukcyjnie
na sktadnik HIF-1¢ tego biatkowego kompleksu [3-5].
Jednym z pierwszych etapéw w degradacji HIF-1« jest
hydroksylacja dwéch aminokwaséw proliny w obrebie
domeny ODD (oxygen-depend degradation domain) przez
enzym — hydroksylaze proliny (PHD). Jest to reakcja
bezposrednio zalezna od obecnosci tlenu [3, 5]. Do przy-
taczonych grup hydroksylowych dotacza biatkowy czyn-
nik von Hippel-Lindau (VHL). Czasteczka VHL rekrutu-
je kompleks ligazy ubikwityny E3. Potaczona z ubikwi-
tyna proteina HIF-1a zostaje skierowana do degradacji
w proteasomie [3, 5].

Czes¢ transaktywacyjna HIF-1¢ — domena C-TAD
— réwniez ulega hydroksylacji w obecnosci tlenu. Hy-
droksylacja tego regionu powoduje blokade wigzania
waznych dla transkrypcji koaktywatorow [3]. W wa-
runkach hipoksji, gdy tlen nie jest dostepny, zaréwno
hydroksylacja, jak i degradacja w proteasomie zostaja
wstrzymane. Stabilna proteina HIF-1« jest transporto-
wana do jadra komérkowego i na jego terytorium faczy
sie z obecng tu podjednostka . Aktywacja genéw za
posrednictwem kompleksu biatkowego HIF-| zalezy od
zwiazania si¢ kompleksu z niciag DNA w miejscach wy-
stepowania tak zwanej sekwencji elementéw odpowie-
dzi na hipoksje (HRE) [3, 4]. Sekwencje HRE moga znaj-
dowac sie zaréwno w obrebie promotoréw, jak i regio-
néw wzmacniajacych ekspresje wybranych genow [3, 4].

Biatko HIF-1 jest czynnikiem transkrypcyjnym ak-
tywnym w warunkach obnizenia stezenia tlenu. Pobu-
dzane przez ten czynnik geny maja znaczenie w ogdl-
nej adaptacji komérki do spadku dostgpnosci tlenu
w $rodowisku oraz umozliwiaja utrzymanie przez ko-
morke lokalnej homeostazy tego gazu [3]. Fizjologicz-
na hipoksja, ktéra aktywuije biatko HIF-1, zapewnia bez-
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Factor HIF-I induces expression of the genes re-
sponsible for the regulation of cell proliferation (genes:
p2l, Bcl2, insulin-like growth factor 2 (IGF2) and tu-
mor growth factor a (TGF-a)], glucose metabolism (gli-
colise enzymes and enzymes of glucose transport) and
also haematopoiesis, angiogenesis, and vascular tonus
[genes of: vascular endothelial growth factor (VEGF)
and its receptor (VEGFR), endothelial nitric oxide syn-
thase (eNOS), heme oxygenase | (HO-1), and eryth-
ropoietin, transferrin] [3, 4, 8]. It is estimated that in
hypoxia conditions more than 40 genes may be activa-
ted by protein HIF-1 [5].

HIF-1a gene delivery into ischaemia
tissue

The major goal of angiogenic gene therapy is the
development of circulation in pathologic tissue. The
transfer of DNA sequence encoding HIF- I« into ischa-
emic hearts and limbs may also be of therapeutic signi-
ficance. An opportunity to improve circulation using
gene therapy is extremely interesting in cases when it
is not possible to perform an operation, e.g. critical limb
ischaemia [5]. An interesting resolution is the transfer
of Vigilant vectors that not only transfer therapeutic
gene, but are also “sensors of hypoxia”. There are
known researchers who have used vectors with an in-
built oxygen-dependent degradation domain (ODD)
that comes from protein HIF-1a [10, |3]. Delivery of
oxygen-sensitive ODD fragments with cloned therapeu-
tic gene ensures gene activation in hypoxia conditions.
What is more, this mechanism can be placed into the
construction of two plasmids/vectors- Double-plasmid/
/vector system [10, 13]. The first vector contains a do-
main ODD bound with transgenic activator sequence
and with the promoter responsible for limiting expres-
sion in a chosen place. The second vector delivers the
proper transgene. A practical application of the mecha-
nism is a test that transforms mice cardiocytes with pla-
smid encoding heme oxygenase gene (HO-1) [14]. The
expression of the HO- | gene depends on GAL4 prote-
in. The presence of GAL4 protein in a cell results from
ischaemia induction. This condition discharges plasmid
that consists of GAL4 sequence and ODD sequence,
simultaneously binding myosin promoter limited
expression GLA4 only in cardiomyocytes [14-16]. Vigi-
lant vectors are also constructed with HRE sequences,
which point out the places where protein HIF-1 binds
with DNA. Sometimes vectors with several copies of
HRE sequence (about 3 to 9) and with gene encoding
therapeutic proteins are delivered into cells [15]. Deli-
very of the chosen gene together with the HRE sequ-
ence increases the expression of therapeutic genes in

posrednio prawidtowe funkcjonowanie komérek szpi-
ku kostnego, chrzastki i tozyska [6]. W rozwoju em-
brionalnym biatko to odpowiada za formowanie sie
uktadu naczyniowego. Wykazano, iz jednoczesna inak-
tywacja dwoch izoform biatka HIF-1 oraz HIF-2 pro-
wadzi do letalnosci ptodu [5]. Jednoczesnie ekspresja
HIF-1 moze takze towarzyszy¢ procesom patologicz-
nym zwigzanym ze wzrostem guza nowotworowego
[7-9]. Aktywacja biatka HIF-1 w guzie nowotworowym
jest wynikiem niewydolnosci sieci krwionosnej guza
w stosunku do wysokich wymagan metabolicznych
szybko proliferujacych komérek nowotworu. W obre-
bie samego guza istnieje zréznicowanie pod wzgledem
stopnia hipoksji i w konsekwencji wystepuje takze miej-
scowo rézny poziom ekspresji HIF-1 [10, 11].

Czynnik HIF-1 indukuje ekspresje genow reguluja-
cych proliferacje komoérek [geny: p21, Bcl2, czynnikow
wzrostu insulinopodobnego (IGF2) i transformujacego
(TGF-a)], metabolizm glukozy (geny enzyméw glikoli-
zy, transporterdw glukozy) oraz hematopoeze, angio-
geneze i napiecie naczyniowe [geny naczyniowo-$réd-
btonkowego czynnika wzrostu (VEGF) i jego recepto-
row (VEGFR), syntetaz tlenku azotu (NOS), endoteli-
ny, oksygenazy hemowej | (HO-1), erytropoetyny,
transferyny] [3, 4, 8]. Szacuje sie, ze w warunkach nie-
dotlenienia ponad 40 genéw moze podlega¢ aktywacji
za posrednictwem biatka HIF-1 [5].

Wprowadzanie genu HIF-1a do
niedokrwionych tkanek

Bezposrednim celem angiogennej terapii genowej
jest poprawa ukrwienia zmienionych chorobowo tka-
nek. Transfer do niedokrwionych obszaréw koriczyn
czy serca sekwencji DNA kodujacej HIF-1a réwniez
moze miec znaczenie terapeutyczne. Mozliwosé popra-
wy ukrwienia droga terapii genowej z udziatem tego
genu jest szczegodlnie interesujaca w sytuacjach, gdy le-
czenie wyklucza interwencje chirurgiczng (np. w wy-
padku krytycznego niedokrwienia konczyn) [5]. Cieka-
wym rozwiazaniem wydaje sie by¢ zastosowanie wek-
toréw Vigilant, ktére obok wprowadzenia terapeutycz-
nego genu odgrywaja role ,,czujnikéw” hipoksji. Znane
sa przyktady badan, w ktérych wykorzystano wektory
z wbudowang domeng ODD biatka HIF-1« [10, 13].
Wprowadzenie wrazliwego na tlen fragmentu ODD do
wektora z wklonowanym genem terapeutycznym za-
pewnia aktywacje transgenu tylko w warunkach niedo-
tlenienia. Dodatkowa korzyscia wydaje sie rozbudowa-
nie tego mechanizmu na uktad ztozony z dwéch pla-
zmidow/wektoroéw, tak zwany double-plasmid/vector
system [10, 13]. Pierwszy wektor zawiera sekwencje
domeny ODD potaczong z sekwencja aktywatora trans-
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Table I. Clinical trials with HIF-1a gene
Tabela 1. Proby kliniczne z wykorzystaniem genu HIF-l«

Trial ID Indication Phase Gene Vector Administration
route
Badanie Wskazania Faza Gen Wektor Droga podania
UK-135 CLI Il HIF-1a/VP16 Adenovirus i.m.
UK-123 IC Il HIF-1a/VP16 Adenovirus i.m.
UK-063 CAD | HIF-la Adenovirus i.m.c.
Us-329 PAD I HIF-1a/VP16 Adenovirus i.m.
Us-327 PAD I HIF-1a/VP16 Adenovirus i.m.
US-374 CAD | HIF-1a/VP16 Adenovirus i.m.c.
Us-407 CAD | HIF-1a/VP16 Adenovirus i.m.c.
US-661 PAD Il HIF-1a/VP16 Adenovirus i.m.
US-735 PAD Il HIF-1a/VP16 Adenovirus i.m.

CLI — critical limb ischemia (krytyczne niedokrwienie koriczyn dolnych); IC — intermittent claudication (chromanie przestankowe); CAD — coronary artery disease
(niedokrwienie mig$nia sercowego); PAD — peripheral artery disease (miazdzyca naczyh obwodowych); i.m. — intramuscular (domig$niowo); ..m.c. — intramyocardial

(do migsnia sercowego)

low-oxygen conditions [16]. Very often the stability of
protein encoded by cloned transgene is taken into
account while designing gene preparations encoding
HIF-la. It has been pointed out that in normoxia con-
ditions an HIF-1a molecule maintains stability for abo-
ut 10 minutes [17]. Trials of enhancement protein sta-
bility are related to designing vectors which contain
an expression cassette with the HIF-1a gene together
with domain VP16 from the herpes simplex virus. The
attached fragment of VP16 increases HIF stability and
what is more influences the effectiveness of transcrip-
tional activation of target genes [17, 18]. In vitro studies
(cell line Hela, C6 and Hep3B) have proved that cell
transfection with hybrid vector HIF-1a/VP16 results in
gene activation of lactate dehydrogenase A, VEGF, eno-
lase |, aldolase A, Glut- [, and transferrin in oxygen con-
ditions [18]. Animal studies have shown that delivery
of vector HIF-1a/VP 16 corrects blood flow, influences
blood pressure, and stimulates neoangiogenesis [5, | 7—
—19]. In spite of the wide spectrum of interaction of
HIF-1 with DNA, delivery of vector HIF-1a/VP16 into
the skeletal muscle does not change the number of ery-
throcytes, hematocrit, or the level of haemoglobin. It
indicates a lack of induction erythropoietin gene. Mo-
reover, transfectional activity of the used plasmid vec-
tor is restricted to the place of the injection [18].

Clinical studies
The Table | shows assembled examples of clinical
trials of gene therapy cardiovascular diseases in which
HIF-1 was used. Currently, vectors encoding HIF-la
and hybrid constructs HIF-1a/VP16 are used in trials.
Expression plasmid vectors or adenoviruses are applied.

genu oraz z promotorem odpowiedzialnym za ograni-
czenie ekspresji tylko do wybranego miejsca. Natomiast
za pomoca drugiego wektora wprowadza sie wtasciwy
transgen. Przykiadem zastosowania tego typu uktadu
jest proba transfekcji miesnia sercowego myszy plazmi-
dem kodujacym gen oksydazy hemowej (HO-1) [14].
Ekspresje genu HO- 1 uzaleznia sie od biatka GAL4. Po-
jawienie sie w komorce biatka GAL4 jest mozliwe tylko
podczas indukgji niedokrwienia dzieki plazmidowi po-
wstatemu z potaczenia sekwencji GAL4 z sekwencja
ODD. Ponadto jednoczesne przytaczenie do plazmidu
promotora miozyny ogranicza ekspresje GAL4 tylko do
komérek serca [14-16]. Wektory Vigilant konstruuje sie
réwniez przez zastosowanie sekwencji HRE, ktére wy-
znaczaja miejsce wiazania sie biatka HIF-1 z DNA. Nie-
kiedy prébuje sie wprowadza¢ do komorek wektory
zawierajace kilka kopii (okoto 3—9 powtorzen) sekwen-
cji HRE, do ktorych dotfacza sie geny kodujace biatka o
funkgji terapeutycznej [ 15]. W efekcie w warunkach ob-
nizonej dostepnosci tlenu wprowadzenie do komérek
wybranego genu w potaczeniu z powtdrzeniami HRE
podnosi ekspresje terapeutycznego genu [16].

W projektowaniu preparatéw genowych koduja-
cych czynnik HIF- 1o bardzo czesto uwzglednia sie réw-
niez stabilno$¢ biatka kodowanego przez klonowany
transgen. Wskazuje sie, iz w warunkach normoksji cza-
steczka HIF-la utrzymuje stabilnos¢ przez okoto 10
minut [17]. Préby wzmocnienia stabilnosci biatka wiaza
sie z konstruowaniem wektoroéw, ktérych kasety eks-
presyjne zawieraja gen HIF-la pofaczony z pochodzaca
od wirusa opryszczki domeng biatka VP 6. Dotaczony
fragment VP16 zwieksza stabilno$¢ HIF, wptywajac tym
samym na efektywnos¢ aktywacji transkrypcji docelo-
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The published clinical data is promising, but its charac-
ter is still preliminary.
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