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ó  Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxy-
gen species, ROS) spielen eine wichtige Rolle 
bei einer Vielzahl von biologischen Prozes
sen. Pathologisch erhöhte Werte führen zu 
oxidativem Stress bis hin zum Zelltod. ROS 
sind jedoch auch wichtige Signalmoleküle, 
die bei einer Vielzahl von zellulären Prozes
sen eine große Rolle spielen.

Zu den ROS gehören u. a. Sauer stoff radi
kale, wie das Superoxidanionradikal und das 
Hydroxylradikal,  aber  auch  Nichtradikale 
wie Singulettsauerstoff und Wasserstoffper
oxid [1]. ROS werden in den Mitochondrien 
als unspezifische Beiprodukte innerhalb der 
Atmungskette produziert. Auch andere Enzy
me, wie Xanthinoxidase, Lipoxygenasen oder 
die NOSynthase, können als Beiprodukte 
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Redoxsignaling

NADPH-Oxidasen und HIF: zentrale 
Elemente der Redoxhomöostase

¯�Abb. 1: NADPH-Oxidase und HIF1. A, Im 
Ruhezustand sind die Komponenten der NADPH-
Oxidase, das membranständige Flavocytochrom 
b558 mit seinen Untereinheiten NOX2 und 
p22phox, der cytosolische Komplex der regula-
torischen Untereinheiten p47phox, p67phox und 
p40phox sowie die GTPase Rac1 räumlich 
getrennt. Stimulation führt zur Phosphorylierung 
von S379 (rot) und anderen Serinen (gelb) in der 
autoinhibitorischen Region (AIR) von p47phox. 
Eine Konformationsänderung erlaubt die Bin-
dung der p47phox SH3-Domänen an p22phox 
und zusammen mit dem aktiven Rac-GTP die 
Interaktion von p67phox mit NOX2. Diese For-
mation ermöglicht die Bildung von Superoxid-
anionradikalen. Rot: p47phox-S379; gelb: weite-
re phosphorylierbare Serine von p47phox (S303, 
S304. S315, S320, S328, S345, S348, S359, 
S370), violett: p40phox-T154. B, Unter Nor-
moxie wird HIF1α durch PHD in Abhängigkeit 
von der verfügbaren Sauerstoffkonzentration 
hydroxyliert. Die E3-Ubiquitinligase pVHL bindet 
an die hydroxylierten Proline. Dies führt zu Ubi-
quitinierung und proteosomaler Degradation. 
Sauerstoffmangel (Hypoxie) hemmt die Aktivität 
der PHD und den proteosomalen Abbau. HIF1α 
wird stabilisiert, wandert in den Zellkern und bin-
det zusammen mit seinem Partner HIF1b an 
hypoxia response elements (HRE) von Zielge-
nen. ASC: Ascorbat; Fe2+: Eisen(2)Ion; 2-OG: 
2-Oxoglutarat; Ubi: Ubiquitin; VHL: von-Hippel-
Lindau-Protein; PHD: Prolylhydroxylase; AIR: 
autoinhibitorische Region; PRR: Prolin-rich regi-
on; SH3: Src-homology 3; PX: phox homology.
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gen  Funktionsverlust  der  phago zytären 
NADPHOxidase führt. Durch die Phospho
rylierung kommt es zu einer Konformitäts
änderung von p47phox, die eine Bindung 
der SH3Domänen an p22phox und damit 
eine Interaktion des cytosolischen Komple
xes mit dem Cytochrom b558 ermöglicht. 
T154Phosphorylierung von p40phox trägt 
ebenfalls zur Assemblierung und Aktivie
rung der NADPHOxidase bei [3].

Der eigentliche Aktivator der NADPH 
Oxidase  ist p67phox, dessen  Interaktion 
mit aktiviertem RacGTP die Bindung an 
und  eine  Konformationsänderung  von 
NOX2 fördert (Abb. 1A, [2]). Dies ermög
licht den transmembranären Elektronen
transfer  von  NADPH  über  FAD  und  die 
Hämgruppen auf molekularen Sauerstoff 
und damit die Bildung von Superoxid.

NADPH-Oxidasen in nicht-
phagozytären Zellen
Neben  der  „klassischen“  phagozytären 
NADPHOxidase  mit  NOX2  als  katalyti
scher  Untereinheit  gibt  es  noch  weitere 
NADPHOxidasen, die anstelle von NOX2 
deren Homologe NOX1, NOX3, NOX4 und 
beim Menschen noch NOX5 als namensge
bende katalytische Untereinheit besitzen 
[2]. Diese NADPHOxidasen unterscheiden 
sich auch durch ihre Aktivierungsmecha
nismen [4]. NOX1 und NOX3 sind – ähnlich 
wie NOX2 – auf cytosolische Untereinhei
ten, p47phox, p67phox bzw. deren Homo
loge NOXO1 und NOXA1, sowie auf Rac zur 
Aktivierung an gewiesen. NOX4 dagegen 
benötigt lediglich p22phox und ist konsti
tutiv aktiv. Seine Regulation erfolgt vorwie
gend auf Expres sionsebene. NOX5 ist eine 
durch Calcium aktivierbare NADPHOxida
se, die zwar – wie unser Labor zeigen konn
te  –  mit  p22phox  interagieren  kann, 
p22phox  jedoch nicht zur Superoxidpro
duktion benötigt [5]. Daneben gibt es noch 
die beiden NOXHomologe DUOX1/2 (für 
DualOxidase1/2), die am NTerminus eine 
extrazelluläre Peroxidasedomäne besitzen, 
wodurch sie H2O2 produzieren.

Mitglieder der NOXFamilie kommen in 
praktisch allen Gewebetypen vor, wobei das 
Expressionsmuster zelltypspezifisch vari
iert  [2].  Während  Phagozyten  lediglich 
NOX2  exprimieren,  findet  man  z.  B.  in 
Endothelzellen neben NOX2 in unterschied
lichen Mengen auch NOX1, NOX4, NOX5 
und sogar DUOX [5, 6]. Warum eine Zelle 
unterschiedliche NOXEnzyme besitzt, ist 
bisher noch nicht verstanden.

oder  unter  pathologischen  Bedingungen 
ROS bilden [1].

Dagegen  gibt  es  mit  der  Familie  der 
NADPHOxidasen auch spezialisierte Enzy
me, deren einzige Funktion die Bildung von 
ROS ist. Die erste NADPHOxidase wurde in 
Phagozyten entdeckt, wo sie für den oxida
tiven oder respiratorischen Burst bei der 
Abwehr von Bakterien als Komponente der 
unspezifischen Immunabwehr verantwort
lich  ist.  Dabei  wird  die  NADPHOxidase 
durch Interaktion mit Pathogenen im Pha
gosom aktiviert und generiert große Men
gen an Superoxid, das zur Tötung der Bak
terien beiträgt. Fällt die Funktion der pha
gozytären NADPHOxidase durch Mutatio
nen  aus,  kommt  es  zu  einem  schweren 
Immundefekt, der chronischen oder septi
schen Granulomatose. Patienten leiden an 
schweren, oft lebensgefährlichen Infektio
nen mit Bakterien und Pilzen [2].

Aufbau und Regulierung der 
phagozytären NADPH-Oxidase
Die phagozytäre NADPHOxidase besteht 
aus  den  membranständigen  Proteinen 
NOX2 (früher auch gp91phox genannt) und 
p22phox, die zusammen das (Flavo)Cyto
chrom b558 bilden. Das NOXProtein bein
haltet den katalytischen Kern des Enzyms 
mit sechs transmembranären αHelices, die 
zwei Häme binden, und einer Cterminalen 
cytosolischen DehydrogenaseDomäne, die 
Bindungsstellen  für  FAD  (Flavinadenin
dinukleotid) und NADPH enthält [2].

Die  Aktivierung  der  phagozytären 
NADPHOxidase ist sehr eng reguliert, um 
einer ungewollten Bildung von Superoxid 
und deren toxischen Konsequenzen vorzu
beugen. Sie erfordert die Interaktion des 
Cytochroms b558 mit den regulatorischen 
Pro teinen p40phox, p47phox und p67phox, 
die  sich  im  inaktiven  Zustand  in  einem 
Komplex im Cytosol befinden und, je nach 
Zelltyp, den kleinen GProteinen Rac1 oder 
Rac2 [2].

Zur Aktivierung muss zunächst die auto
inhibitorische Region (AIR) von p47phox, 
die die beiden SH3Domänen enthält, wel
che die Bindung an das Cytochrom b558 
vermitteln, durch Serinphosphorylierung 
entriegelt werden. Von den insgesamt zehn 
verschiedenen Serinen, die phosphoryliert 
werden  (S303,  S304,  S315,  S320,  S328, 
S345, S348, S459, S370, S379), ist insbe
sondere S379 wichtig, da dessen Deaktivie
rung im Gegensatz zu den anderen Phos
phorylierungsstellen zu einem vollständi
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durch Wachstumsfaktoren, Peptidhormone 
oder Gerinnungsfaktoren – die HIFαSpiegel 
[10–12].  Dabei  führen  die  erhöhten  ROS
Spiegel zu einer Verminderung der intrazel
lulären Menge an Fe2+ und Ascorbinsäure 
[11, 13], sodass diese KoFaktoren den PHD 
nicht mehr in ausreichender Weise zur Ver
fügung stehen. Die dadurch bedingte Abnah
me der Aktivität der PHD führt aufgrund des 
verminderten  proteasomalen  Abbaus  zu 
einer Akkumulation von HIFαProtein. Dar
über hinaus konnten wir zeigen, dass HIF1α 
transkriptionell durch NFkB (nuclear factor 
‚kappa-light-chain-enhancer‘ of activated 
B-cells) reguliert wird. Auch dieser Mechanis
mus wird durch NADPHOxidasen aktiviert 
[12].

Kürzlich  konnten  wir  zeigen,  dass  die 
NADPHOxidaseHIFSignalachse zur Ausbil
dung von kardiovaskulären Komplikationen, 
wie  Hypertonie  bei  der  Glukokortikoid 
vermittelten  Stressantwort,  beiträgt  [14]. 
Dabei interagieren NADPHOxidasen und das 
HIFSystem nicht nur unter normoxischen, 
sondern auch unter hypoxischen Bedingun
gen [15]. NADPHOxidasen sind daher auch 
an der Regulation von Hypoxieinduzierten 
zellulären Prozessen beteiligt, wie z. B. der 
Angiogenese.

Sie spielen aber auch eine Rolle bei der 
systemischen  Hypoxieantwort  [13].  Im 
Mausmodell führt eine reduzierte Sauerstoff
konzentration von zehn Prozent, die etwa der 
Sauerstoffkonzentration auf dem Kiliman
dscharo entspricht, nach einem Zeitraum von 
drei Wochen nicht nur zu pulmonalvaskulä
rem Remodeling und zur Ausbildung eines 
Lungenhochdrucks, sondern auch zu einer 
Hochregulation von NADPHOxidasen und 
HIF1α.

Mäuse, denen eine funktionelle NADPH
Oxidase aufgrund einer Punktmutation im 
p22phoxGen fehlt, zeigen keine Erhöhung 
von HIF1α und sind vor der Entwicklung des 
Hypoxieinduzierten  Lungenhochdrucks 
geschützt [13].

auch als aryl hydrocar-
bon nuclear transloca-
tor, ARNT1/2 bekannt) 
[9].

Unter normoxischen 
Bedingungen wird die 
H I Fα U n t e r e i n h e i t 
durch sauerstoffabhän
gige  Prolylhydroxyla
sen (PHD1–3) an zwei 
spezifischen  Prolinen 
hydroxyliert (bei huma
nem HIF1α: P402 und 
P564). Die PHD benöti
gen  als  KoFaktoren 
Sauerstoff,  Eisen  (als 
Fe2+),  αKetoglutarat 
(auch  bekannt  als 
2Oxaloglutarat, 2OG) 

sowie Ascorbinsäure. Die hydroxylierten Pro
line werden vom vonHippelLindauProtein 
(pVHL) erkannt, das Bestandteil eines multi
meren E3UbiquitinligaseKomplexes ist. Die 
anschließende  Ubiquitinierung  von  HIFα 
führt dann zum proteasomalen Abbau. Eine 
Abnahme der Sauerstoffkonzentration beein
trächtigt die Aktivität der PHD, sodass die 
HIFαProteine unter Hypoxie stabilisiert wer
den und akkumulieren. Die HIFαProteine 
wandern daraufhin in den Kern, wo sie mit 
der bUntereinheit interagieren. Als Hetero
dimere binden sie an hypoxia response ele-
ments  (HRE)  in  der  genomischen  DNA 
(Abb. 1B). Die mehr als 1.000 HIFZielgene 
umfassen u. a. Gene der Sauerstoffversor
gung, des anaeroben Metabolismus und der 
Angiogenese [9].

Regulation von HIF durch 
NADPH-Oxidasen
NADPHOxidasen sind an der Regulation von 
HIFαProteinen auf vielfältige Weise beteiligt 
(Abb. 2A).  Bereits  unter  normoxischen 
Bedingungen induziert eine NADPH Oxidase
abhängige Erhöhung der ROS Spiegel – bei
spielsweise durch Aktivierung des Enzyms 

Im Gegensatz zu Phagozyten ist die ROS
Produktion durch NADPHOxidasen in nicht
phagozytierenden Zellen wesentlich geringer 
und wird durch zahlreiche Stimulatoren und 
pathophysiologische Zustände aktiviert und 
reguliert.  In  diesen  Zellen  übernehmen 
NADPHOxidasen  und  ROS  eine  wichtige 
Aufgabe  als  sekundäre  Botenstoffe  beim 
 Redoxsignaling. Sie können u. a. durch die 
(reversible) Oxidation von Cysteingebunde
nen  Thiolgruppen  spezifische  Funktions
änderungen von Redoxproteinen wie Enzy
men oder Transkriptionsfaktoren vermitteln 
und auch epigenetische Mechanismen regu
lieren [1, 7, 8].

Aufbau und Regulation des HIF-
Systems
NADPHOxidasen spielen auch eine interes
sante Rolle in der Regulation der Sauerstoff
homöostase durch Interaktion mit den Hyp
oxieinduzierbaren Transkriptionsfaktoren 
der  HIF(hypoxia inducible factor)Familie, 
den Schlüsselfaktoren der zellulären Antwort 
auf Hypoxie. Diese Heterodimere bestehen 
aus  einer  induzierbaren  αUntereinheit 
(HIF1α, HIF2α, HIF3α) und einer konstitutiv 
exprimierten bUntereinheit (HIF1b, HIF2b, 

¯�Abb. 2: Interaktion von NADPH-Oxidasen und HIF als Faktoren der 
 Redoxhomöostase. A, Hypoxie sowie verschiedene Stimuli (z. B. Wachstums- 
und Gerinnungsfaktoren, Peptidhormone, Glukokortikoide) führen zur Indukti-
on und/oder Aktivierung von NADPH-Oxidasen und einer erhöhten ROS-Bil-
dung. Diese regulieren HIF1α und HIF2α entweder transkriptional über NFkB-
Aktivierung oder über posttranslationale Stabilisierung durch Hemmung der 
PHD. NOX2 und NOX4 sind HIF1-Zielgene und p22phox wird unter Hypoxie 
stabilisiert. Grüne Pfeile: Induktion durch Stabilisierung; blaue Pfeile: tran-
skriptionelle Induktion. B, Abweichungen von der Redoxhomöostase innerhalb 
eines ROS-Korridors führen zu Redox signaling und regulierten Anpassungsre-
aktionen. Stark verminderte oder erhöhte ROS-Spiegel führen zu pathologi-
schen Reaktionen bis hin zum Zelltod. Modulation der NADPH-Oxidase-HIF-
Achse erlaubt ein Zurückführen der ROS-Spiegel in den ROS-Korridor zur 
Unterdrückung pathologischer Reaktionen. ASC: Ascorbat; Fe2+: Eisen(2)Ion; 
NF-kB: nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells; ROS: 
reactive oxygen species.
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se ROSProduktion auch unter hypoxischen 
Bedingungen zu gewährleisten. Wir gehen 
davon aus, dass es einen physiologischen 
„ROSKorridor“ gibt, innerhalb dessen viele 
zelluläre physiologische Prozesse funktionie
ren. Sowohl eine starke Verminderung von 
ROS – wie unter Hypoxie –als auch eine star
ke Erhöhung von ROS – wie bei Reoxygenie
rung  oder  anderen  Prozessen  –  führt  zu 
pathophysiologischen Reaktionen bis hin zu 
Zelltod durch Apoptose oder Nekrose. Durch 
zelluläre Gegenmaßnahmen – wie z. B. die 
Regulation der NOX und HIFProteine – wird 
versucht, den ROSKorridor wieder zu errei
chen (Abb. 2B). Das komplexe Wechselspiel 
zwischen ROSgenerierenden NADPHOxida
sen und dem HIFSystem scheint dabei eine 
wichtige Rolle in der Regulation der Redox
homöostase innerhalb dieses ROSKorridors 
zu spielen und bietet wichtige Zielstrukturen 
zur Behandlung von Erkrankungen mit dys
regulierter ROSProduktion und Verlust der 
Redoxhomöostase, wie Herzinfarkt, Diabetes 
oder Krebs.  ó
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Regulation der NADPH-Oxidasen 
durch Hypoxie und HIF
Mechanistisch  konnten  wir  zeigen,  dass 
NADPHOxidaseUntereinheiten wie NOX4 
und NOX2 HIF1Zielgene [10, 16] sind und 
unter Hypoxie transkriptionell induziert wer
den.  Damit  ist  HIF1α  auch  direkt  an  der 
Regulation der NADPHOxidase abhängigen 
ROSBildung beteiligt.

Auch die Untereinheit p22phox wird unter 
hypoxischen Bedingungen heraufreguliert. 
Ähnlich wie HIF1α wird p22phox unter nor
moxischen Bedingungen ubiquitiniert, wohl 
unter der Beteiligung von PHD2 und pVHL. 
Hypoxie vermindert die Ubiquitinierung und 
stabilisiert das p22phoxProtein [13].

Dieser  Kopplungsmechanismus  erlaubt 
eine Hochregulation von NADPHOxidasen 
und der Kapazität zur Produktion von ROS 
auch unter Hypoxie.

Rolle der NADPH-Oxidasen unter 
Hypoxie – der physiologische 
„ROS-Korridor“
Welche Rolle spielen NADPHOxidasen nun 
unter Hypoxie auf zellulärer Ebene? Wir den
ken, dass sie wichtig für die Aufrechterhal
tung eines gewissen ROSTonus auch unter 
Hypoxie sind.

Das  Ausmaß  der  ROSProduktion  unter 
Hypoxie wird noch immer kontrovers disku
tiert [7]. Zum einen wird eine erhöhte ROS
Produktion unter Hypoxie, die möglicherwei
se durch eine dysfunktionale Atmungsket
tenaktiviät in den Mitochondrien verursacht 
ist, berichtet. Zum anderen konnten wir und 
andere  zeigen,  dass  ROS  unter  Hypoxie 
zunächst  vermindert  produziert  werden, 
sofern die Messung unter Hypoxie stattfin
det. Sobald jedoch nach Hypoxie oder wäh
rend der Messung normoxische Verhältnisse 
eintreten, kommt es zu einer Reoxygenie
rung  und  dadurch  zu  vermehrter  ROS 
Bildung [17]. Inwieweit Befunde von erhöh
ten ROSSpiegeln nach Hypoxie auf solche 
Reoxygenierungseffekte  auch  in  anderen 
Studien zurückgeführt werden können, ist 
noch nicht endgültig geklärt.

Fehlen funktionelle NADPHOxidasen, so 
kommt  es  nicht  nur  zu  einem  Verlust 
der ROSBildung nach Reoxygenierung, auch 
die ROSBildung unter Hypoxie wird weiter 
vermindert.  In  Zellen,  in  denen  NADPH 
Oxidasen vermehrt exprimiert werden,  ist 
der ROSAbfall unter Hypoxie jedoch aufge
hoben. Wir vermuten daher, dass die hypoxi
sche Induktion von NADPHOxidasen u. a. 
dazu dient, als Gegenmaßnahme eine gewis
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