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mus erfordert. Dabei ist die G1-Phase durch 
eine erhöhte Glykolyse, die G1/S-Phase 
durch die verstärkte Synthese von Nukleotid-
vorstufen für die Synthese von DNA und die 
Mitose durch eine erhöhte oxidative Phos-
phorylierung charakterisiert [2]. Bei Hefen 
verändert sich mehr als 50 % des Metaboloms 
im Zellzyklus, um den Anforderungen zur 
Durchführung der Zellvordoppelung gerecht 
zu werden. Um die Proliferation unter Bedin-
gungen des Nährstoffmangels zu verhindern, 
gibt es einen Kontrollpunkt in der G1-Phase, 
der bei Hefen als „Start“ und bei Zellen aus 
Säugetieren als Restriktionspunkt „R“ 
bekannt ist. Bei diesem nur unzureichend 
verstandenen Kontrollpunkt werden die 
Nährstoffkonzentrationen und die Zellgröße 
gemessen und überwacht, um bei geeigneten 
Bedingungen den irreversiblen Eintritt in 
den Zellzyklus zu ermöglichen. Diese Erken-
nung der Nährstoffverfügbarkeit wird durch 
verschiedene Sensorenzyme vermittelt, dar-
unter die Kinasen mTOR und AMPK.

G1-HIF
Die verschiedenen Phasen des Zellzyklus 
unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich 
differentieller Enzymaktivitäten, sondern 
auch bezüglich schwankender Mengen vieler 
Proteine. Da im Zellzyklus diese unterschied-
lichen Proteinmengen häufi g nicht mit Ver-
änderungen der zugehörigen mRNAs korre-
lieren [3], können Unterschiede nur mittels 
massenspektrometrischer oder anderer pro-
teinanalytischer Verfahren untersucht wer-
den. Darüber hinaus detektieren proteinana-
lytische Methoden auch massive Verände-
rungen in posttranslationalen Modifi katio-
nen sowie der Thermostabilität und Kom-
plexbildung von Proteinen während des 
Zellzyklus [4, 5]. In unseren Studien zu 
Zellzyklus-spezifischen Signalvorgängen 
entdeckten wir in Western-Blot-Experimen-
ten einen transienten Anstieg der Menge des 
typischerweise durch Sauerstoffmangel 
(Hypoxie) aktivierten Transkriptionsfaktors 
HIF-1α während der G1-Phase. Wir nannten 
das in der G1-Phase auftretende Protein 
G1-HIF, um es vom Hypoxie-regulierten 
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ó Proliferierende Zellen durchlaufen eine 
orchestrierte Abfolge von Ereignissen, die 
Wachstum und Verdopplung des genetischen 
Materials sowie die Zellteilung ermöglichen. 
Der Zellzyklus ist in zwei Abschnitte unter-
teilt: Interphase und Mitose. Die Interphase 
läuft in drei Phasen ab: die erste Gap-Phase 
(G1-Phase), die Synthese-Phase (S-Phase) 
und die zweite Gap-Phase (G2-Phase). Sowohl 
der Eintritt in den Zellzyklus als auch die 
einzelnen Phasen werden durch verschiede-
ne Kontrollmechanismen auf unterschiedli-
chen hierarchischen Ebenen reguliert. Dabei 
kann der Zellzyklus beim Auftreten unter-
schiedlicher Probleme wie beispielsweise 
DNA-Schädigung, fehlerhafter Replikation 

oder inkompletter Anheftung von Chromoso-
men an den Spindelapparat sowie bei Nähr-
stoffmangel angehalten werden. Diese Kon-
trollpunkte (checkpoints) stellen die fehler-
freie und kontrollierte Verdoppelung der 
Zellen sicher und wirken der Entstehung 
proliferativer Erkrankungen entgegen. Das 
molekulare Uhrwerk für das unidirektionale 
Durchlaufen der Zellzyklus-Phasen verwen-
det verschiedene cyclinabhängige Kinasen 
(CDKs), deren Aktivität von den jeweiligen 
Cyclinen kontrolliert wird [1]. 

Die Verdoppelung einer Zelle erfordert 
nicht nur die Replikation der DNA, sondern 
auch aller anderen molekularen Bausteine, 
was eine anabole Anpassung des Metabolis-

Zellzyklus

Eine neue Funktion für HIF: die Um stellung 
des Metabolismus im Zellzyklus

¯ Abb. 1: Zellzyklus-
abhängige Verände-
rungen im Metabolis-
mus. Die in der 
G1-Phase vermehrt 
auftretenden Tran-
skriptionsfaktoren 
sind gezeigt. Die Zahl 
der Chromosomen (n) 
ist angegeben. 
Erstellt mit BioRen-
der: Schmitz L (2024) 
BioRender.com/
r33p587.
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Gezielte Protein-Inaktivierung von 
G1-HIF 
Welche Rolle spielt das G1-HIF-Protein im 
Zellzyklus? Um diese Frage zu beantworten, 
wählten wir einen loss-of-function-Ansatz. 

HIF-1α funktionell zu unterscheiden [6]. 
Aber G1-HIF ist nicht der einzige Transkrip-
tionsfaktor, der während der G1-Phase in 
erhöhten Mengen zu fi nden ist. Unter der 
Gruppe der in Abbildung 1 dargestellten und 

während der G1-Phase erhöhten Transkrip-
tionsfaktoren fi ndet sich auch das p53-Pro-
tein [7], das – ähnlich wie HIF-1α – einen 
zentralen Regulator zahlreicher zellulärer 
Funktionen darstellt. 

˚ Abb. 2: Strategien zum induzierten Abbau endogener Proteine. A, Links: Mittels CRISPR-Cas9 wird die genomische DNA so verändert, dass die für 
HIF-1α (blau) und das AID (grün) codierenden Sequenzen zur Expression eines Fusionsproteins führen. Rechts: Nach Zugabe von Auxin kommt es zur 
Bindung der Ubiquitin-E3-Ligase OsTIR1 an das AID und somit zum Abbau des Fusions proteins über das Ubiquitin-Proteasomen-System. Erstellt mit 
BioRender: Schmitz L (2024) BioRender.com/c31a030. B, schematische Darstellung weiterer ausgewählter induzierbarer Degradations-Systeme. Die 
linken Spalten stellen den Zustand in Gegenwart des Zielproteins dar. Die rechten Spalten zeigen die induzierten Abbauwege nach Zugabe der degra-
dierenden Agenzien (rot). In jedem gezeigten Beispiel wird das Zielprotein (blau) durch das Ubiquitin-Proteasom-System degradiert. Erstellt mit BioRen-
der: Schmitz L (2024) BioRender.com/n04o550.
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ausgewählte Systeme zum spezifi schen und 
gesteuerten Abbau endogener Proteine für 
die Leserschaft das Specials Proteomics & Pro-
teinanalytik illustrieren wir in Abbildung 2B, 
zusätzliche Beispiele fi nden sich in der wei-
terführenden Literatur [8]. Beim degradation 
tag (dTAG) wird das abzubauende Zielprotein 
als Fusionsprotein mit dem mutierten 
FKBP12F36V-Protein exprimiert. Induziert 
wird dessen Degradation durch ein PROTAC 
(proteolysis targeting chimeras), einem chimä-
ren Molekül, das über den dTAG sowohl an 
das Zielprotein als auch an eine Ubiquitin-
E3-Ligase bindet und sie somit in direkte 
räumliche Nähe bringt. Anschließend kommt 
es zur Poly-Ubiquitinierung des Zielproteins 
und dem Proteasomen-vermittelten Abbau. 
Beim trim-away system wird die Eigenschaft 
der Ubiquitin-E3-Ligase Trim21 zur Bindung 
von Antikörpern genutzt, welche natürlicher-
weise zytosolische Pathogene bedecken. 
Durch Mikroinjektion oder Elektroporation 
eingeführte Antikörper reichen aus, um eine 
Auto-Ubiquitinierung von Trim21 und den 
anschließenden Abbau des Antikörper-ge-

Dabei sollte das untersuchte Protein reversi-
bel, schnell und zu einem genau defi nierten 
Zeitpunkt eliminiert werden können. Hierzu 
verwendeten wir das in Abbildung 2A darge-
stellte Auxin Degron. Für den gesteuerten 
Abbau von G1-HIF wurden mithilfe der Gen-
schere CRISPR-Cas9 und Homologie-ge-
steuerter Reparatur Zelllinien hergestellt, 
welche die Expression des endogenen 
HIF-1α-Proteins in Fusion mit einem Auxin-
induzierten Degron (AID) erlauben. Diese 
AID-Pro teinsequenz wird von einer in Reis-
pfl anzen vorkommenden Ubiquitin-E3-Ligase 
(OsTIR1) in Gegenwart des Pfl anzenhormons 
Auxin gebunden. Die anschließende Ubiqui-
tinierung führt zum proteasomalen Abbau 
des HIF-1α-AID-Proteins innerhalb einer 
Stunde nach Gabe von Auxin und ermöglichte 
daher weitere funktionelle Untersuchungen.

Das Spektrum an Methoden zum gezielten 
Abbau endogener Proteine hat sich durch die 
Entwicklung der CRISPR-Cas vermittelten 
Genomeditierung enorm erweitert und hat 
für die Analyse von Proteinfunktionen eine 
kaum zu überschätzende Bedeutung. Weitere 

˚ Abb. 3: Quantifi zierung der HIF-1α-Pro-
tein expression. In Zellen, die das HIF-1α-
NanoLuc® Fusionsprotein exprimieren, wur-
den Kandidaten-Proteine mithilfe von Inhibi-
toren oder siRNAs gehemmt. Nach Arretie-
rung in der Mitose wurde den Zellen der syn-
chrone Eintritt in den Zellzyklus ermöglicht, 
dabei erfolgte der transiente Anstieg der 
Luziferase-Aktivität in der G1-Phase. In 
Gegenwart von Inhibitoren oder siRNAs 
gegen AMPK war der Anstieg der Lichtemis-
sion (gemessen in relative light units, RLU) 
stark gehemmt (gestrichelte Linie). 
Erstellt mit BioRender: Schmitz L (2024) 
BioRender.com/w09j355.
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des hier untersuchten G1-HIF-Proteins nach 
ihrer Inaktivierung keine direkte Funktion 
in diesem Prozess. Diese Beobachtung kann 
auf mehrere Ursachen zurückzuführen sein. 
Zum einen wird häufi g ein hohes Maß an 
funktioneller Redundanz und Promiskuität 
beobachtet, was am Beispiel der kanonischen 
CDK-Cyclin-Komplexe gut illustriert wird. 
Mit Ausnahme von CDK1 kann jede der Zell-
zyklus-regulierenden CDKs ohne Einschrän-
kung der Zellproliferation ausgeschaltet wer-
den, sogar die gleichzeitige Ausschaltung 
mehrerer CDKs kann ohne Effekt bleiben 
[10]. Zum anderen gibt es aber auch eine 
Gruppe von Proteinen, die lediglich eine 
Überwachungsfunktion haben und nur beim 
Auftreten von Problemen relevant werden. 
Ein Beispiel ist das auch in der G1-Phase 
hochregulierte p53-Protein, dessen geneti-
sche Eliminierung keinen Einfl uss auf den 
Zellzyklus hat [11]. Erst beim Auftreten von 
DNA-Schädigung kommt es zu einer robus-
ten p53-Aktivierung, welche zur vermehrten 
Expression des p21-Proteins führt und somit 
den Eintritt in die S-Phase verhindert. Ein 
weiteres Beispiel ist der Spindelkontroll-
punkt, der sicherstellt, dass nur Zellen mit 
korrekt an den Spindelapparat angehefteten 
Chromosomen in die Anaphase übergehen, 
um damit das Auftreten von Polyploidie zu 
verhindern. 

Die Ergebnisse unserer Experimente zei-
gen einen Beitrag des G1-HIF-Proteins zur 
Ausbildung einer anabolen Stoffwechsellage 
ab der G1-Phase. Dabei dient dieses vorüber-
gehend gebildete G1-HIF der Bereitstellung 
ausreichender Mengen von Bausteinen vor 
dem Beginn der metabolisch anspruchsvol-
len Prozesse der DNA-Synthese und der Ver-
dopplung der Zellmasse. Vergleichbar mit 
der Funktion der oben genannten Proteine 
mit Überwachungsfunktion wird die Funkti-
on des G1-HIF-Proteins erst beim Auftreten 
von metabolischen Mangelbedingungen 
sichtbar. Unter der in Abbildung 1 darge-
stellten Gruppe von während der G1-Phase 
verstärkt exprimierten Transkriptionsfakto-
ren fi nden sich neben HIF-1α und p53 auch 
KLF11, MAFB und TFCP2L1 als weitere 
bekannte Regulatoren des Metabolismus. 

Die Induktion von G1-HIF fällt zeitlich mit 
dem Restriktionspunkt zusammen, der funk-
tional als der Punkt defi niert ist, ab dem die 
Zelle unwiderrufl ich in die vollständige DNA-
Synthese übergeht. Biochemisch wird der 
Restriktionspunkt durch die Phosphorylie-
rung des Retinoblastom-Proteins erkennbar. 
Zukünftige Studien können zeigen, inwie-

durch G1-HIF auf seiner Fähigkeit beruht, die 
Expression von Genen zu steuern, deren Pro-
dukte die Fettsäureoxidation, den Kohlen-
hydratstoffwechsel, den Citrat-Zyklus und den 
Aminosäure-Stoffwechsel regulieren [6]. 

Die Akkumulation von G1-HIF erfolgt 
über einen AMPK-regulierten Signal-
weg
Interessanterweise war das transiente Auf-
tre ten des G1-HIF-Proteins während der 
G1-Phase unabhängig vom klassischen 
Hypoxie-induzierten Signalweg, bei dem die 
Stabilität des Proteins durch eine Hydroxy-
lierungs-abhängige Ubiquitinierung gesteu-
ert wird. Um den verantwortlichen Signal-
weg für das Auftreten des G1-HIF-Proteins zu 
identifizieren, sollte die Messung dieses 
Proteins vereinfacht und beschleunigt wer-
den. Dazu wurden Zellen generiert, bei denen 
das endogene HIF-1α-Protein mit der Nano-
luziferase (NanoLuc®) fusioniert ist. Da die 
Aktivität dieses NanoLuc-Reporter-Enzyms 
durch die Emission von Licht leicht quantifi -
ziert werden kann, lässt sich die Expres-
sionsmenge des HIF-1α-NanoLuc-Fusions-
proteins einfach und auch in lebenden Zellen 
bestimmen. Dies macht es für die weiteren 
Untersuchungen geeignet, deren schemati-
scher Ablauf in Abbildung 3 dargestellt ist. 
Die Verknüpfung von Proteinen mit leicht 
nachweisbaren Tags – wie der hier gewähl-
ten NanoLuc oder HiBiT-Peptiden –ist gene-
rell dazu geeignet, Veränderungen von Pro-
teinmengen in lebenden Zellen und in Echt-
zeit zu quantifi zieren. Daher haben sie eine 
große Bedeutung in der Proteinanalytik. 

Zunächst wurde die Bedeutung poten-
zieller Sauerstoff-unabhängiger HIF-1α-
Aktivatoren für das Auftreten von G1-HIF 
untersucht, indem spezifi sche Inhibitoren 
genutzt oder die Proteinexpression dieser 
Kandidaten durch siRNAs reduziert wurden. 
Die quantitative Bestimmung der G1-HIF-
Menge durch Messung von HIF-1α-NanoLuc 
in der G1-Phase zeigte die Relevanz der 
Kinase AMPK für das Auftreten von G1-HIF. 
Weitere Untersuchungen erwiesen auch 
einen vorübergehenden Anstieg der AMPK-
Enzymaktivität in der G1-Phase. Diese Ergeb-
nisse bilden ein weiteres Beispiel für die 
engen und wechselseitigen Verknüpfungen 
zwischen metabolischen Regulationsmecha-
nismen und dem Zellzyklus.

Abschließende Betrachtungen
Interessanterweise haben viele der im Zell-
zyklus regulierten Proteine einschließlich 

bundenen Zielproteins zu erreichen. Bei Ver-
wendung des SMASh(small molecule-assisted 
shutoff)-Systems wird das abzubauende Ziel-
protein mit der Hepatitis-C-Virus-NS3-Pro-
tease, einem Degron sowie einer spezifi schen 
Schnittstelle für die NS3- Pro tease fusioniert. 
Damit trennt die intramolekulare Spaltung 
durch NS3 die Degron-enthaltende Kassette 
vom Zielprotein ab, sodass dessen Stabilität 
erhalten bleibt. Nach Zu gabe eines hochspezi-
fi schen NS3-Inhibitors (Asunaprevir) wird die 
Abspaltung blockiert und das unprozessierte 
Zielprotein entsprechend rasch abgebaut.

G1-HIF ist für die anabole Umstellung 
des Metabolismus während des Zell-
zyklus wichtig
Die Auxin-vermittelte Ausschaltung des 
G1-HIF-Proteins hatte keine erkennbaren 
Effekte auf den Ablauf des Zellzyklus und die 
Zellproliferation, ein Ergebnis, wie es auch 
vom Phänotyp der Organ-spezifi schen Dele-
tion des HIF1A-Gens in Mausmodellen zu 
erwarten war [9]. Eine Bedeutung von G1-HIF 
für die Zellproliferation zeigte sich erst bei 
metabolischen Mangelbedingungen nach 
starker Reduktion der Konzentrationen 
von Glukose und Pyruvat oder von Glutamin. 
Zellen mit intaktem G1-HIF überlebten den 
metabolischen Stress für mehrere Tage, wäh-
rend die Abwesenheit von G1-HIF zum Stopp 
der Proliferation und schließlich zur Induk-
tion des Zelltods führte. Die Bestimmung von 
Metaboliten zeigte, dass G1-HIF sowohl unter 
nährstoffreichen als auch in nährstoffarmen 
Bedingungen einen wesentlichen Beitrag für 
den Zellzyklus-abhängigen Anstieg von vie-
len Aminosäuren und Kohlenhydraten zwi-
schen der G1- und G2/M-Phase leistet. Wäh-
rend der Verlust von G1-HIF in nährstoffrei-
chem Medium noch kompensiert werden 
konnte, resultierte die Abwesenheit von 
G1-HIF bei metabolischem Stress in einem 
Zusammenbruch der Aminosäure-Homöosta-
se. Auch andere Stoffwechselwege werden 
durch G1-HIF reguliert, da die Abwesenheit 
dieses Transkriptionsfaktors zu niedrigeren 
Spiegeln von Hexose-6-phosphat, Galactose-
6-phosphat, Malat und Laktat führten. Auch 
die extrazellulären Laktatspiegel waren in 
Abwesenheit von G1-HIF vermindert. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, 
dass HIF-1α nicht nur unter hypoxischen 
Bedingungen zu einem Umbau des zellulären 
Metabolismus führt, sondern auch die Zell-
zyklus-abhängige Umstellung metabolischer 
Wege orchestriert. RNA-Sequenzierungen 
zeigten, dass die metabolische Regulation 
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weit auch das Auftreten von G1-HIF sowie 
der von uns und anderen entdeckte Anstieg 
der AMPK-Aktivität während der G1-Phase 
[6, 12] weitere biochemische Charakteristika 
dieses Restriktionspunkts sind. 
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