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Heterogenitét von zelluldrer Hypoxie in Knochenmark von Méusen
- Wie Hypoxie die initiale Phase der Frakturheilung

Sauerstoff ist entscheidend fiir Zelliiberleben, Proliferation und Differenzierung.
Verschiedene Zell-Typen und Gewebe haben unterschiedliche Sauerstoff-Level und einen
unterschiedlichen Sauerstoff-Bedarf. Wiahrend die Milz einen Bedarf an Sauerstoff benétigt, ca.
8-10% pO2 unter atmosphirischem druck, ist das Knochenmark relativ hypoxisch (1-6 % pOz).
Wenn ein Knochen gebrochen ist, kann dieses das Sauerstoffangebot in der Umgebung enorm
verandern. Die Initialphase der Frakturheilung war lange durch eine fehlende
Sauerstoffbereitstellung gekennzeichnet, die aufgrund von Rupturen von Blutgefaf3en besteht.
Die genauen Sauerstoff-Level im Knochenmark sowie der Frakturzone waren lange unbekannt.
Ziel dieser Studie ist es, zu verstehen, wie sich die intrazelluliren Sauerstoff-Niveaus
unterscheiden, wie diese variieren zwischen den Zellen des Knochenmarkes und wie die
intrazelluldren Sauerstoft-Levels sich wéihrend der Frakturheilung verdndern.

In der Tumorforschung, wurde Nitroimidazol (z.B. EF5) umfangreich eingesetzt, um
die hypoxische Umgebung von Tumorgewebe zu messen. EF5 ist ein Nitroimidazole das unter
hypoxischen Bedingungen selektiv durch das Nirtoreduktase-Enzym reduziert wird, was zur
Bildung von EF5-Addukten im Verhiltnis zur intrazelluldren Hypoxie fiihrt. Diese Addukte
konnen dann mit fluorophorgekoppelten Antikorpern sichtbar gemacht werden. Die Forscher
etablierten die EF5-Féarbung als prazise Methode zur Untersuchung der Gewebeoxygenierung
anhnad der Héiufigkeit hypoxischer Zellen im Knochenmark und der Anfangsphase der
Frakturheilung.

Zunichst fiihrten die Forscher in-vitro Studien durch, bei denen sie das Knochenmark von
Maiusen unter bestimmten Sauerstoffkonzentrationen (10%, 2%, 0,5%, 0,1% pO2) kultivierten,
und stellten fest, dass die Héufigkeit der EFS5-positiven Zellen sowohl mit der
Umgebungshypoxie als auch mit der Expression von HIF-Zielgenen positiv korrelierte. Dies
macht EF5 zu einem zuverldssigen Marker fiir zelluldre Hypoxie: weniger Sauerstoff erzeugt
ein stiarkeres EF5-Signal.

Zweitens analysierten die Forscher in-vivo den zelluldren Sauerstoffgehalt im Knochenmark
unter systemischer Injektion von EF5 in Miusen. Die Ergebnisse stimmten mit Messungen von
4% pO2 im Knochenmark von Méusen {iberein und zeigten eine ungefdhr gleiche Verteilung
von EFS5-positiven und EF5-negativen Zellen. Dieses deutet auf eine Heterogenitit der
intrazelluldren Hypoxie unter diesen physiologischen Bedingungen hin.

Zuletzt wurde eine EF5-Analyse des intrazelluldren Sauerstoffs im Hdmatom des Frakturspalts
3 Tage nach Etablierung der Fraktur durchgefiihrt. Die Haufigkeit der EF5-positiven Zellen war
3 Tage nach der Fraktur signifikant niedriger als die EF5-positive Haufigkeit im benachbarten
Knochenmark der gleichen Extremitédt oder im Knochenmark der unverletzten kontralateralen
Extremitét. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die anfdngliche Frakturheilung nicht
hypoxisch ist, wie lange Zeit angenommen wurde.

Gemeinsam haben die Forscher die EF5-Methode als robusten Ansatz zur Analyse des
intrazelluldren Sauerstoffs im Knochenmark und bei der Reparatur von Knochenbriichen
etabliert. Die Ergebnisse zeigen die Heterogenitit des intrazelluliren Sauerstoffgehalts im
nativen Knochenmark und wiederlegen langjdhrige Annahmen {iber Hypoxie in den frithen
Phasen der Frakturheilung.



