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L’ossigeno è un fattore critico per la sopravvivenza, la proliferazione e il 
differenziamento cellulare. Cellule e tessuti diversi sono caratterizzati da diversi livelli e 
necessità di ossigeno. Per esempio, mentre la milza presenta elevati livelli di ossigeno (~8-10% 
pO2 a pressione atmosferica), il midollo osseo è relativamente ipossico (1%-6% pO2). Quando un 
osso si frattura, ciò può alterare drasticamente il contenuto locale di ossigeno. Si è a lungo 
postulato che la fase iniziale della guarigione di una frattura fosse caratterizzata da una grave 
carenza di ossigeno a causa della rottura dei vasi sanguigni, anche se i livelli intracellulari di 
ossigeno nel midollo osseo e nella rima di frattura sono sconosciuti. In questo studio, i ricercatori 
hanno cercato di comprendere come i livelli intracellulari di ossigeno varino tra le cellule del 
midollo osseo e come questi cambino durante la guarigione della frattura. 

In ambito oncologico, i nitroimidazoli (come EF5) sono stati ampiamente utilizzati per 
valutare e classificare l’ambiente ipossico del tessuto tumorale. L’EF5 (ndt: [2-(2-nitro-1-H-
imidazolI-yl)-N-(2,2,3,3,3-pentafluoropropil) acetamide]) è un nitroimidazolo che è 
selettivamente ridotto dalle nitroreduttasi in condizioni ipossiche, portando alla produzione di 
addotti di EF5 in proporzione ai livelli di ipossia intracellulare. Questi addotti possono dunque 
essere visualizzati mediante anticorpi coniugati a fluorofori. 

I ricercatori hanno sviluppato una colorazione per EF5 per analizzare precisamente 
l’ossigenazione del tessuto in base alla distribuzione delle cellule ipossiche nel midollo osseo e 
nella fase iniziale della guarigione della frattura. 

Inizialmente, i ricercatori hanno eseguito degli esperimenti in vitro in cui hanno coltivato 
midollo osseo murino a concentrazioni di ossigeno prestabilite (10%, 2%, 0.5%, 0.1% pO2) e 
hanno rilevato che la frequenza di cellule EF5-positive correlava positivamente sia con l’ipossia 
tissutale sia con l’espressione di geni target dell’HIF (ndt: hypoxia-inducible factor). Questo 
rende l’EF5 un marker affidabile di ipossia cellulare: una minor quantità di ossigeno produce un 
segnale maggiore di EF5.  

In seguito, i ricercatori hanno analizzato i livelli cellulari di ossigeno nel midollo osseo in 
vivo attraverso la somministrazione di EF5 per via sistemica. I risultati si sono rivelati in linea 
con quanto rilevato ad una pO2 del 4% nel midollo osseo di topo e hanno mostrato una 
distribuzione approssimativamente uguale di cellule EF5-positive e cellule EF5-negative, 
indicando un’eterogeneità dell’ipossia intracellulare in queste condizioni fisiologiche. 

Infine, i ricercatori hanno analizzato i livelli intracellulari di ossigeno nell’ematoma della 
rima di frattura a 3 giorni dal trauma. La frequenza di cellule EF5-positive a 3 giorni era 
significativamente inferiore rispetto al numero di cellule EF5-positive sia nel tessuto adiacente 
dello stesso arto, sia nel midollo osseo dell’arto sano controlaterale. Questi risultati suggeriscono 
che la fase iniziale della guarigione della frattura non presenta un ambiente ipossico, come da 
lungo ritenuto. 
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Riassumendo, i ricercatori hanno reso il metodo basato su EF5 un approccio solido per 
analizzare i livelli intracellulari di ossigeno nel midollo osseo e nella guarigione di una frattura. I 
risultati mostrano eterogeneità dei livelli intracellulari di ossigeno nel midollo osseo nativo e 
mettono in dubbio l’assunzione di vecchia data per cui i primissimi stadi della riparazione di una 
frattura sono caratterizzati da ipossia. 

 
 
 
  


