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Abkürzungsverzeichnis 

BMD Knochendichte 

BMI Body-Mass-Index 

BMMSC mesenchymale Knochenmarkstammzellen 

CTX C-terminales vernetzendes Telopeptid des Typ I-Kollagen 

eGFR berechnete glomeruläre Filtrationsrate 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

FDR false discovery rate 

HPMA  S-(3-Hydroxypropyl)-mercaptursäure 

IDO1  Indolamin-2,3-dioxygenase 

NMR  Magnetische Kernresonanzspektroskopie 

(engl.: nuclear magnetic resonance spectroscopy) 

NO  Stickstoffmonoxyd 

OCN  Osteocalcin 

PHP  Prolylhydroxyprolin 

PHT  postmenopausale Hormontherapie 

P1NP  Typ 1 N-Propeptid des Prokollagen 

SERM selektive Östrogenrezeptormodulatoren 

SHIP  Study of Health in Pomerania 

1MU  1-Methylurat 

3HIB  3-Hydroxyisobutyrat 

3M2O 3-Methyl-2-oxobutyrat 
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1 Einleitung 

1.1 Metabolismus und Wirkung von Osteocalcin 

Osteocalcin (OCN) ist ein Protein, welches beim Menschen aus 49 Aminosäuren aufgebaut 

ist und hauptsächlich von Osteoblasten synthetisiert wird. Weitere, untergeordnete Synthe-

seorte sind Odontoblasten im Zahn sowie hypertrophe Chondrozyten bei der Knochenent-

wicklung [1]. Das für OCN codierende Gen BGLAP befindet sich auf dem langen Arm von 

Chromosom 1, genauer 1q25-q31 [2]. Die resultierende mRNA codiert dabei für ein 98 Ami-

nosäuren langes Präprotein (Prä-Pro-Osteocalcin), das ins Endoplasmatische Reticulum (ER) 

hinein synthetisiert wird. Posttranslationale Modifizierungen umfassen eine dreifache 

γ-Carboxylierung an den Aminosäuren der Positionen 17, 21 und 24. Das hierfür verantwort-

liche Enzym, die γ-Glutamylcarboxylase, arbeitet in Abhängigkeit von Vitamin K. Diese modi-

fizierten Aminosäureseitenketten sind in der Lage Ca2+-Ionen zu binden und somit im Kno-

chen mit Hydroxylapatit zu interagieren [3]. Nach Abschluss der posttranslationalen Modifi-

kationen gelangt OCN per Vesikeltransport an die Zellmembran zur Sekretion in die Kno-

chenmatrix [1]. 

1.2 Bedeutung von OCN im Knochenstoffwechsel 

Einmal in die Knochenmatrix integriert, scheint OCN eine große Zahl an Aufgaben wahrzu-

nehmen. Diese sind derzeit jedoch noch nicht vollständig verstanden. Mäuse, die ohne die 

Fähigkeit OCN zu synthetisieren geboren werden, also OCN-KO-Mäuse (OCN-/-), haben zu-

nächst keine schweren Defekte und erscheinen relativ unauffällig in Bezug auf ihr Skelett [4]. 

Lediglich die Bruchfestigkeit des Knochens wird durch den Mangel an OCN etwas herabge-

setzt [5]. Dennoch hat fest in der Matrix gebundenes OCN wohl Aufgaben im Knochenstoff-

wechsel, da es in die Synthese anderer Proteine eingreift und chemotaktisch Zellen in der 

Umgebung beeinflusst [6]. Im Laborversuch beeinflusst OCN außerdem das Verhalten ver-

schiedenster Salze, die den Großteil der Knochenmasse ausmachen [3]. Darüber hinaus ist 

die -Carboxylierung von OCN entscheidend für seine Funktion: Bei fehlender -

Carboxylierung an Glutamat in OCN kam der Nachwuchs sowohl von schwangeren Ratten [7] 

als auch von schwangeren Frauen [8] mit schweren Behinderungen am Skelett zur Welt. Ein 

Grund für den trotz allem eher geringen Einfluss von OCN-Mangel auf das Skelett, obwohl 

Zellkulturversuche größere Effekte vermuten lassen, könnte in der Fähigkeit des Gewebes 

liegen in vivo Kompensationsmechanismen auszubilden [9].  
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1.3 OCN in der Zirkulation 

Abbildung 1 

 

Die Synthese von OCN und die Freisetzung aus dem Knochen. OCN wird im Osteoblasten aus Aminosäuren 

zusammengesetzt und bereits dort mithilfe von Vitamin K an Glutamatseitenketten carboxyliert. Per Vesi-

keltransport wird OCN danach aus dem Osteoblasten freigesetzt und damit in den organischen Anteil der Kno-

chenmatrix integriert. Während des Um- oder Abbaus des Knochens lösen Osteoklasten die Knochenmatrix in 

ihre Bestandteile auf. Dabei wird unter anderem Osteocalcin freigesetzt und gelangt in den Blutkreislauf.  

Beim Abbau des Knochens wird Knochenmatrix von Osteoklasten angedaut und somit OCN 

in die Zirkulation freigesetzt (Abbildung 1). Durch den sauren pH-Wert in den für die Resorp-

tion verantwortlichen Howship-Lakunen der Osteoklasten wird die Primärstruktur angegrif-

fen und die -carboxylierten Glutamatseitenketten teilweise in ihren Ursprungszustand ohne 

zweite Carboxylgruppe zurückversetzt, wobei der Einfluss des Carboxylierungsgrades auf die 

Wirkung von OCN außerhalb des Knochens noch nicht klar ist [10]. Somit sind im Blutkreis-

lauf nicht nur das vollcarboxylierte OCN sondern auch untercarboxylierte Formen sowie 

Fragmente aus kürzeren Aminosäuresequenzen nachweisbar [11].  

Viele Knochenumbaumarker wie das C-terminale vernetzende Telopeptid des Typ I-Kollagen 

(CTX) oder das Typ 1 N-Propeptid des Prokollagen (P1NP) sind Auf- oder Abbauprodukte des 

Kollagen und können so zu einem gewissen Grad als Indikatoren für die Aktivität des Kno-

chenumbaus bei normalem Kollagenstoffwechsel dienen. Dies gilt auch für die quantitative 

Analyse von zirkulierendem OCN oder dessen Abbauprodukten, mit der Besonderheit, dass 
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OCN kein Abkömmling des Kollagenstoffwechsels ist [12]. In der Patientenversorgung kann 

deshalb der Spiegel des im Blut zirkulierenden OCN als Biomarker für den Knochenumbau 

verwendet werden. Genauso wie die anderen Knochenmarker ist OCN derzeit jedoch keines-

falls Teil der klinischen Routinediagnostik und sollte nur in speziellen Ausnahmefällen zum 

Einsatz kommen [13]. Die Ausscheidung zirkulierenden OCNs erfolgt durch freie Filtration in 

der Niere [14], weshalb bei der Interpretation dieses Markers immer auch die Nierenfunkti-

on berücksichtigt werden muss.  

1.4 OCN als metabolisches Hormon 

Das zirkulierende OCN scheint nicht nur ein Abbauprodukt zu sein: in seiner zirkulierenden 

Form beeinflusst OCN in hormonähnlicher Weise die Regulation verschiedener Organsyste-

me. Interessanterweise erfüllt OCN auch formal viele Charakteristika eines Hormons: Aufbau 

als Peptid oder Steroid, Synthese aus einem Vorläufermolekül (mit Prä-Pro-Form) und Pro-

duktion von nur einem spezialisierten Zelltyp [15]. So zeigten genetisch veränderte Mäuse, 

die kein OCN synthetisieren können, eine reduzierte Insulinausschüttung, erhöhte Blutzu-

ckerspiegel und eine geringere Proliferationsaktivität der -Zellen sowie damit verbunden 

eine geringere -Zellzahl und -Zell-Gesamtmasse [16]. Weitere Experimente, sowohl in vitro 

als auch in vivo, konnten zeigen, dass OCN in seiner vollständigen und in der untercarboxy-

lierten Form auf Muskel- und Fettzellen wirkt. In beiden Zelltypen stimulierte OCN den Glu-

kosetransport in diese Verbraucher- und Speicherorgane und unterstützte den oxidativen 

Abbau von Glukose [16]. Neben dieser Beeinflussung des Energiestoffwechsels an periphe-

ren Zellen zeigt OCN auch Mechanismen, die in die zentrale Blutzuckerregulation des Pan-

kreas eingreifen. Wird OCN als Pharmakon an Mäuse verabreicht, kann man beobachten, 

dass der Insulinspiegel steigt, die Glukosetoleranz zunimmt und die glukosegetriggerte Insu-

linfreisetzung verbessert wird [17]. Bisher wurden für diese Beobachtung zwei Mechanismen 

diskutiert. Der einzige bekannte Rezeptor für OCN ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor mit 

dem Namen GPRC6A [18]. Dieser wird auch von -Zellen im Pankreas exprimiert und ist dort 

nachweislich das Ziel von hormonell aktivem OCN: die Interaktion von OCN mit diesem Re-

zeptor steigert, wie bereits das pharmakologisch behandelte Mäusemodell vermuten lässt, 

die Proliferation von β-Zellen in den Inseln des Pankreas sowie die Ausschüttung von Insulin 

[19]. Andererseits scheint besonders die untercarboxylierte Form direkt auf die Freiset-

zungskaskade des Insulins im Pankreas zu wirken, indem es K+
V-Kanäle blockiert [20]. Diese 
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Inhibition verlängert das Aktionspotential der Inselzelle, erhöht den intrazellulären Calcium 

(Ca2+) -Spiegel und steigert somit die ausgeschüttete Menge an Insulin.  

Die Beziehung zwischen OCN und Insulin scheint bidirektional zu sein. Mäuse, deren Osteo-

blasten keine funktionsfähigen Insulinrezeptoren exprimieren, haben einen reduzierten 

Energieumsatz und lagern deshalb trotz identischer Futtermengen wie die Kontrollgruppe im 

Folgenden größere Mengen Fett ein. Auch entwickeln diese Tiere einen diabetischen Phäno-

typ, also eine partielle periphere Insulinresistenz. Generell spiegelte dieser gewebsspezifi-

sche Knock-out von Insulinrezeptoren den Phänotyp der OCN-defizienten Mäuse (OCN-/-) 

wider. Insulin und OCN scheinen also einem feed-forward-Mechanismus zu unterliegen, das 

heißt, sie bedingen und verstärken die gegenseitige Synthese und Ausschüttung [21].  

Ähnliche Beobachtungen wurden von Studien mit menschlichen Probanden berichtet: Bei 

älteren, männlichen Probanden [22] lassen sich starke inverse Zusammenhänge zwischen 

dem OCN-Spiegel im Blutplasma auf der einen und der Glukosekonzentration im Blutplasma 

sowie anthropometrischen Parametern [Körperfettmasse und Body-Mass-Index (BMI)] auf 

der anderen Seite beobachten. Der inverse Zusammenhang zum Glukosestoffwechsel lässt 

sich noch weiter generalisieren, da niedrige OCN-Spiegel mit einem erhöhten Risiko eines 

manifesten Diabetes Mellitus vom Typ 2 bei Probanden mittleren Alters assoziiert sind [23]. 

Andersherum betrachtet kommt man zu einem ähnlichen Ergebnis: Patienten mit bereits 

bekanntem und voll ausgeprägtem Diabetes Mellitus haben messbar niedrigere Serumspie-

gel von OCN als vergleichbare Kontrollprobanden [24].  

Neben den Einflüssen auf den Glukosestoffwechsel sind auch Effekte von zirkulierendem 

OCN auf das zentrale Nervensystem [25] und das männliche reproduktive System bekannt: 

Osteocalcin regt die intrazelluläre Synthese von 25-Hydroxyvitamin D in Leydigzellen des 

menschlichen Hodens per Induktion des zugehörigen Schlüsselenzyms an [26]. Für die Re-

produktion noch viel bedeutender erscheint der positive Zusammenhang zwischen OCN im 

Serum und Testosteron im Serum bei gesunden Probanden und bei Patienten mit bekannten 

Knochenerkrankungen [27], welcher die Ergebnisse aus Zellkulturversuchen bestätigt [28]. 
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1.5 Metabolomics als Methode zum hypothesenfreien Informationsgewinn 

Eine relativ junge Gruppe von wissenschaftlichen Methoden lässt sich unter dem Begriff 

„omics“ zusammenfassen. Dieses Wort ist ein englischer Neologismus, der sich auf die En-

dung -om (englisch: -ome) in Worten wie Genom, Proteom oder Metabolom bezieht. Diese 

stellen jeweils die Gesamtheit der Gene, Proteine oder Metaboliten eines Organismus dar. 

Die dazugehörigen Methoden (unter anderen Genomics, Transcriptomics, Proteomics und 

Metabolomics sowie deren Subgruppen wie beispielsweise Phosphoproteomics) haben den 

Anspruch eine umfassende Abbildung aller Makromoleküle in ihrer Entität abzubilden. 

Innerhalb der Gruppe der „omics“ existiert trotz bilateraler Wechselwirkungen eine natürli-

che Hierarchie: das oberste Feld ist das Genom, welches gemeinsam mit epigenetischen Fak-

toren und Umwelteinflüssen das Transkriptom determiniert. Dieses wiederum definiert ab-

hängig von Vorgängen bei Prozessen wie dem Splicing das Proteom. Durch die Aktivität von 

Enzymen, welche Teil des Proteoms sind, entstehen Zucker (Glycom), Lipide (Lipidom) und 

andere Metabolite, die gemeinsam das Metabolom bilden. Durch die Position weit unten in 

der „omics“- Hierarchie hat die Untersuchung des Metaboloms den Vorteil, Einflüsse der 

darüberstehenden Gruppen zu integrieren. Ein Beispiel können die auf Genom- oder Tran-

skriptomebene wirkenden und in der Bevölkerung verteilten genetischen Polymorphismen 

sein. Gleichzeitig können natürlich auch mehrere Störgrößen Einfluss nehmen. Das Metabo-

lom umfasst dabei eine sehr heterogene Gruppe von Stoffklassen wie Lipiden, Aminosäuren, 

Kohlenhydraten aber auch organischen und anorganischen Säuren und außerdem Metaboli-

ten exogenen Ursprungs, die Lebensstilfaktoren wie Ernährung, Rauchen oder Medikamen-

teneinnahme widerspiegeln. 

Aufgrund der Entwicklung hochstandardisierter spektroskopischer Messverfahren können 

umfassende Metabolomdaten klinisch relevanter Biomaterialien wie Blut oder Urin in epi-

demiologischem Studien mit äußeren oder inneren Einflüssen abgeglichen und so Hypothe-

sen über die Interaktion zwischen Einflussgröße und Organismus generiert werden [29].  

1.6 Verfahren zur Detektion niedermolekularer Substanzen 

Innerhalb der letzten Jahrzehnte haben sich zwei Verfahren für die umfassende Charakteri-

sierung der niedermolekularen Zusammensetzung von Blut- und Urinproben etabliert: 1) die 

Massenspektroskopie gekoppelt mit chromatographischen Verfahren und 2) die magneti-

sche Kernresonanzspektroskopie (engl.: nuclear magnetic resonance spectroscopy, NMR). 
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Beide Methoden eignen sich im Allgemeinen für die vorliegende Fragestellung, haben jedoch 

auch Unterschiede: Die NMR ist in der Durchführung weniger aufwendig und ihre Ergebnisse 

sind einfacher reproduzierbar. Die Massenspektroskopie kann dagegen aufgrund ihrer höhe-

ren Sensitivität das Metabolom in einem weiteren Umfang abbilden [30]. Nach Abwägung 

der Vor- und Nachteile dieser Eigenschaften fiel die Entscheidung zugunsten der besseren 

Sensitivität und damit für die Massenspektrometrie kombiniert mit einer vorgeschalteten 

Flüssigkeitschromatographie. 

1.7 Fragestellung 

In den letzten Jahren brachte die Forschung unter der Verwendung unterschiedlichster Me-

thoden immer neue Ergebnisse zur Funktion von OCN in den verschiedensten Organsyste-

men und Zelltypen zutage. Speziell die sich vermehrenden Hinweise auf Interaktionen von 

OCN mit dem Energiestoffwechsel, aber auch das ursprünglichste Feld der Forschung betref-

fend Knochen und Skelett verdienen Aufmerksamkeit. Um die Vielzahl an vorbekannten und 

darüber hinaus neuen Wechselwirkungen von zirkulierendem OCN mit den menschlichen 

Organsystemen zu adressieren wurde in der vorliegenden Arbeit ein möglichst hypothesen-

freier Ansatz gewählt. Zu diesem Zweck wurden Proben von Körperflüssigkeiten (Blutplasma 

und Urin) einer großen Gruppe von gesunden Probanden auf niedermolekulare Substanzen 

jeglicher Stoffklasse mithilfe der Massenspektrometrie untersucht. Die gewonnenen Daten 

bilden das Metabolom dieser Population ab und erlauben somit Rückschlüsse auf eine große 

Zahl an Stoffwechselprozessen, unter anderem auf diejenigen, die direkt oder indirekt mit 

OCN wechselwirken. Mithilfe mathematisch-statistischer Methoden wurden nach Ausschluss 

von Confoundern diejenigen Prozesse isoliert und diskutiert, die einen statistischen Zusam-

menhang zur Menge an zirkulierendem OCN zeigen. Bedingt durch dieses Studiendesign 

können jedoch keine Aussagen über die Richtung oder genaue Art dieser Interaktion getrof-

fen werden, sofern diese noch nicht durch vorhergehende Analysen mit anderer Methodik 

untersucht wurden. Der Mehrwert dieser Studie soll darin liegen, Hypothesen über Zusam-

menhänge von OCN und dem Stoffwechsel des menschlichen Organismus zu generieren und 

vielversprechende Ziele für weitergehende Untersuchungen aufzuzeigen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Studienpopulation 

Die Study of Health in Pomerania (SHIP) mit der untersuchten Kohorte SHIP-TREND ist eine 

große bevölkerungsbasierte Studie in Vorpommern, einer ländlichen Region im nordöstlichs-

ten Teil Deutschlands [31]. Aus den Melderegistern der lokalen Einwohnermeldeämter des 

Bundeslandes Mecklenburg-Vorpommern wurde eine zufällige Stichprobe ausgewählt. Diese 

Stichprobe war nach Alter, Geschlecht und Stadt/Landkreis des Wohnorts stratifiziert und 

umfasste insgesamt 8826 Erwachsene im Alter von 20 bis 79 Jahren. Die Untersuchungen 

fanden im Zeitraum von 2008 bis 2012 statt. Von den 8826 zu dieser Studie eingeladenen 

Personen entschieden sich insgesamt 4420 Personen für die Teilnahme an den Untersu-

chungen, was einer Quote von 50,1 % entspricht. Alle Probanden mussten nach Aufklärung 

schriftlich ihr Einverständnis erklären, bevor sie in die Studie eingeschlossen wurden. Die 

Studie wurde gemäß den Prinzipien der Erklärung von Helsinki entworfen und vom Ethik-

kommitee der Universität Greifswald genehmigt.   

Mithilfe der Massenspektrometrie (siehe unten) wurden niedermolekulare Metabolite in 

den Blutplasma- und Urinproben einer Subpopulation von 995 Probanden ohne vorbekann-

ten Diabetes mellitus detektiert. Einige Probanden wurden aufgrund zuvor definierter Aus-

schlusskriterien von der Auswertung ausgeschlossen (Anzahl in Klammern). Auf einige dieser 

Teilnehmer trafen mehrere der Kriterien zu: fehlende Daten für Serum-OCN oder Confoun-

der (n=13), Verdacht auf eine chronische Niereninsuffizienz (estimated glomerular filtration 

rate (eGFR)<60 ml/min/1,73 m²; n=7), Medikamenteneinnahme, die den Serumspiegel von 

OCN beeinflussen könnte (Bisphosphonate und deren Kombinationspräparate, Selektive Öst-

rogenrezeptormodulatoren (SERM), Nebenschilddrüsenhormone und deren Analoga, Corti-

costeroide und deren Kombinationspräparate, Strontiumranelat, Vitamin D und dessen Ana-

loga; n=16), Neudiagnose eines Diabetes mellitus (n=30) oder extreme Konzentrationen von 

Parat-hormon (>120 pg/ml; n=7). Nach Anwendung dieser Ausschlusskriterien umfasste der 

zu analysierende Datensatz 931 Probanden, wovon 414 Männer und 517 Frauen waren. 
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2.2 Laboruntersuchungen und Charakterisierung des Phänotyps 

Mithilfe von computergestützten persönlichen Interviews wurden der tägliche Alkoholkon-

sum, körperliche Aktivität (≥1 h Sport pro Woche) sowie der Raucherstatus erfasst. Der Rau-

cherstatus wurde dabei in die drei folgenden Kategorien eingeteilt: aktuell Raucher, Raucher 

in der Vergangenheit oder niemals Raucher. Der Taillenumfang wurde mit einem nicht 

dehnbaren Maßband auf 0,1 cm genau horizontal in der Mitte zwischen unterem Rippenbo-

gen und Beckenkamm gemessen. Arterielle Hypertonie wurde definiert als erhöhter arteriel-

ler Blutdruck (Blutdruck systolisch ≥140 mmHg oder Blutdruck diastolisch ≥90 mmHg) oder 

die Einnahme antihypertensiver Medikamente auch bei niedrigeren als den genannten 

Grenzwerten. Die Einnahme von Hormonpräparaten, die sicher oder potentiell den Kno-

chenstoffwechsel beeinflussen, wurde gemäß der ATC-Codes der Arzneimittel definiert. Im 

Falle von postmenopausaler Hormontherapie (PHT; ATC: G03C, G03D und G03F; n=31) ist ein 

deutlicher Effekt auf das Knochengewebe bekannt [32]. Nach systematischer Metaanalyse 

aller bekannter Daten zum Einsatz von Hormonpräparaten zur Kontrazeption kann jedoch 

kein abschließendes Urteil über deren Einfluss (ATC: G03A; N=96) auf das Knochengewebe 

gefällt werden [33]. Blutproben wurden am nüchternen, in Rückenlage befindlichen Proban-

den im Zeitraum von 07:00 Uhr bis 12:00 Uhr aus der Ellenbogenvene entnommen. In der 

gleichen Zeitspanne wurden auch die Urinproben gewonnen. Alle Proben wurden entweder 

direkt analysiert oder zur Einlagerung in die Biobank des Instituts für Klinische Chemie und 

Laboratoriumsmedizin bei einer Temperatur von -80 °C überführt. Die Konzentration von 

OCN im Serum wurden mit dem IDS-iSYS N-Mid Osteocalcin Assay des IDS-iSYS Multi-

Discipline Automated Analyser (Immunodiagnostic Systems Limited, Frankfurt am Main, 

Deutschland) gemessen. Dabei wurde auf korrekte Durchführung gemäß der Bedienungsan-

leitung des Herstellers geachtet. Dieses Assay detektiert das vollständige OCN-Polypeptid 

(Aminosäuren 1-49) sowie ein Fragment beginnend am N-terminus bis zu einem Abbruch-

punkt (N-terminal-Mid OCN fragment, Aminosäuren 1-43). Die Messspanne dieses Assays 

reichte von 2 bis 200 ng/ml. Die untere Nachweisgrenze lag bei 0,27 ng/ml, die untere Quan-

tifizierungsgrenze bei 1,57 ng/ml. Gemäß den Empfehlungen des Herstellers wurden drei 

verschiedene Kontrollproben analysiert. Im Studienverlauf lagen die Variationskoeffizienten 

bei 13,4 % für niedrige, 15,0 % für mittlere und 17,0 % für hohe OCN-Konzentrationen im 

Serum des Kontrollmaterials. Die Konzentration von Cystatin C im Serum wurde mit einem 

nephelometrischen Assay (Dimension VISTA, Siemens Healthcare Diagnostics, Eschborn, 
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Deutschland) bei einer funktionellen Sensitivität von 0,05 mg/l gemessen. Die mittels Cysta-

tin C im Serum abgeschätzte eGFR wurde mit der CKD-EPI Cystatin C Formel berechnet: 

eGFR=133*min(c(Cystatin C)/0.8, 1)-0,499*max(c(Cystatin C)/0.8, 1)-1,328*0,996Lebensalter 

[*0,932, wenn weiblich] [34]. 

2.3 Untersuchungen des Metaboloms 

Umfangreiche Metabolomdaten aus Plasma- und Urinproben wurden in Kooperation mit 

dem Genome Analysis Center am Helmholtz Zentrum München durchgeführt. Ein ausführli-

ches Protokoll der Analysen ist im Anhang dieser Arbeit beigefügt. Im Wesentlichen beruh-

ten die Analysen auf Tandem-Massenspektroskopie mit vorgeschalteter Flüssigkeitschroma-

tographie. Dabei erlaubte eine positive und negative Ionisierung der Proben eine möglichst 

breite Abdeckung der zu detektierenden Molekülklassen [35]. Annotierung und semi-

quantitative Bestimmung der Metabolite erfolgte durch Metabolon Inc. (Durham, NC, USA) 

auf Basis einer über 3000 Komponenten umfassenden Spektralbibliothek. Nach Qualitäts-

kontrollen und verschiedenen Datenprozessierungsschritten verblieben 475 Plasma- und 558 

Urinmetabolite zur Verwendung in den statistischen Analysen. Das Metabolitepanel umfasst 

neben Lipiden, Kohlehydraten, Co-Faktoren und Vitaminen, Peptiden sowie proteinogenen 

und nicht proteinogenen Aminosäuren und deren Abbauprodukten auch Xenobiotika, also 

biologische Fremdstoffe, die über verschiedenste Eintrittsmechanismen in den Körper gelan-

gen, um dann teilweise modifiziert und wieder ausgeschieden zu werden. Einem Teil der 

detektierten Stoffe konnte keine eindeutige Identität zugeordnet werden, obwohl konsisten-

te Fragmentierungsmuster über den Verlauf der Probenanalyse beobachtet wurden. Diese 

Substanzen wurden daher von uns in die Analyse aufgenommen, nachdem sie von Metabo-

lon mit einem X sowie einer nachfolgenden eindeutigen Nummer betitelt wurden. Bis die 

genaue Natur und Verstoffwechselung dieser Stoffe untersucht wird, ist der Umfang der 

möglichen Interpretation an dieser Stelle reduziert.  

2.4 Statistische Analysen 

Für deskriptive Analysen wurden nichtnominale Daten als Median (erstes; drittes Quartil) 

und nominale Daten als Anteil in Prozent dargestellt. Die bivariate Gegenüberstellung von 

Männern und Frauen wurde mithilfe des Mann-Whitney U-Test und des χ2-Test durchge-

führt. Die Konzentration von OCN im Serum wurde als unabhängige Variable (exposure), das 

Plasma- und Urinmetabolom als abhängige Variable (outcome) definiert. Unter Verwendung 
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linearer Regressionsanalysen wurde bei Berücksichtigung von Alter, Geschlecht, Taillenum-

fang und körperlicher Aktivität auf signifikante Beziehungen zwischen OCN und den Metabo-

liten getestet. Nachdem die ersten Ergebnisse eine große Zahl an signifikant assoziierten 

Metaboliten zeigten, darunter auch Marker für die Nierenfunktion, erschien es sinnvoll, das 

ursprüngliche Modell um die eGFR, Einnahme von oralen Kontrazeptiva oder PHT und das 

Rauchverhalten zu erweitern. Den Zusammenhang zwischen der Konzentration von OCN im 

Serum und der eGFR wurde daraufhin nach Adjustierung für Alter, Geschlecht und Taillen-

umfang mittels partieller Korrelationskoeffizienten getestet. Um die Mehrfachtestung zu 

berücksichtigen, wurden die p-Werte aus dem linearen Modell über die false discovery rate 

(FDR) nach Benjamini-Hochberg bei 5 % adjustiert. Diese Art der Korrektur erlaubt es, das 

Auftreten falsch-positiver Ergebnisse unter allen nominal signifikanten Ergebnissen unter 

einem definierten Niveau zu halten. In der vorliegenden Studie könnten daher 5 % der be-

schriebenen Ergebnisse falsch-positiv sein.  
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3 Ergebnisse 

Die allgemeinen Charakteristika der 414 Männer und 517 Frauen der Studienpopulation sind 

in Tabelle 1 dargestellt. Männer waren häufiger Raucher oder zumindest ehemalige Raucher, 

hatten einen höheren Taillenumfang und eine höhere eGFR als Frauen. Jede vierte Frau gab 

an, orale Kontrazeptiva oder PHT einzunehmen. Keine Unterschiede bestanden zwischen 

den Geschlechtern in den Serumkonzentrationen von OCN sowie Knochenstoffwechsel-

assoziierten Substanzen wie Parathormon oder 25-Hydroxyvitamin D.  

Tabelle 1 

Charakteristika Männer (n=414) Frauen (n=517) p-Wert* 

Lebensalter (Jahre) 50 (39; 61) 51 (40; 59) 0,84 

Rauchverhalten    

Niemals Raucher (%) 31,4 50,5 < 0,01 

Früher Raucher (%) 44,7 28,0  

Aktuell Raucher (%) 23,9 21,5  

Körperliche Inaktivität (%) 27,3 27,5 0,95 

Taillenumfang (cm)  94 (86; 102) 81 (74; 90) < 0,01 

Osteocalcin (ng/ml) 17,3 (13,3; 21,8) 17,4 (13,5; 23,2) 0,33 

Parathormon (pg/ml) 31,7 (23,6; 40,9) 31,0 (23,9; 39,1) 0,38 

25-Hydroxyvitamin D (g/l) 25,0 (18,2; 32,6) 24,3 (16,6; 32,9) 0,38 

eGFR (ml/min/1,73 m2) 117,6 (108,1; 125,1) 112,9 (103,9; 121,4) < 0,01 

Hormoneinnahme (%)** - 24,4  

 

Allgemeine Eigenschaften und Charakteristika der Studienpopulation. eGFR = berechnete glomeruläre Filtrati-

onsrate berechnet aus Cystatin C. Nichtnominale Daten sind als Median (25ste Perzentile; 75ste Perzentile), 

nominale Daten als Anteil in Prozent dargestellt. 

* Getestet mithilfe des Mann-Whitney U-Test für nichtnominale Daten und mithilfe des χ
2
- Test für nominale 

Daten 

** Einnahme von hormonhaltigen Pharmaka zur oralen Kontrazeption oder in der postmenopausalen Hormon-

therapie 
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Unter Verwendung des ersten Regressionsmodells wurden 64 Plasmametabolite und 48 

Urinmetabolite detektiert, die eine statistisch signifikante Relation mit dem Serumspiegel 

von OCN zeigten. Von diesen Metaboliten waren sieben in beiden Körperflüssigkeiten mess-

bar wie zum Beispiel Prolylhydroxyprolin (PHP) und C-Mannosyltryptophan. Besonders letz-

teres deutete darauf hin, dass die Nierenfunktion eine wichtige Rolle in dieser statistischen 

Verbindung spielt. Weiter unterstützt wird diese durch eine inverse Korrelation zwischen der 

Serumkonzentration von OCN und der eGFR (r =-0,17; p <0,001). 
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Abbildung 2 

 

Korrigierte p-Werte (false discovery rate; FDR) der linearen Regressionsanalysen mit der Serumkonzentration 

von Osteocalcin als unabhängige Variable (exposure) und den Plasmametaboliten (links oben) und Urinmetabo-

liten (rechts unten) als abhängige Variable (outcome). 

Die Modelle wurden für das Lebensalter, Geschlecht, Taillenumfang, körperliche Aktivität, eGFR, Einnahme von 

oralen Kontrazeptiva oder PHT und das Rauchverhalten adjustiert. Das obere rechte Feld zeigt die Ergebnisse 

für Metabolite, die in beiden Flüssigkeiten nachweisbar waren. In allen Feldern liegt die gestrichelte Linie auf 

dem festgelegten Signifikanzniveau von einer FDR < 0,05. Die Metabolite sind eingefärbt, wenn sie eine signifi-

kante Relation zu OCN in Blutplasma (blau), Urin (orange) oder beiden Flüssigkeiten (rot) zeigten. Metabolite, 

die mit einer Raute dargestellt sind, überschreiten die Skala der Grafik. Die zugehörigen FDR-Werte sowie die 

Vorzeichen der Assoziation sind in den Tabellen 2 und 3 dargestellt. Die -Schätzwerte sind im Supplement der 

publizierten Arbeit aufgeführt.  
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Nach Berücksichtigung der Nierenfunktion sowie weiterer potentieller Confounder in den 

Regressionsmodellen zeigte sich eine deutliche Abnahme in der Anzahl der assoziierten Me-

tabolite (Abbildung 2). Insgesamt verblieben zwölf Plasmametabolite (Tabelle 2) und 17 

Urinmetabolite (Tabelle 3) signifikant mit OCN assoziiert.  

Tabelle 2 

Metabolit (Plasma) Substanzklasse n Vorzeichen 

der Assoziation* 

FDR** 

2-Aminoheptanoat Lipid 879 Positiv 2,55*10-2 

3-Hydroxyisobutyrat Aminosäure 905 Negativ 1,54*10-2 

3-Methyl-2-oxobutyrat Aminosäure 910 Negativ 3,02*10-2 

Pipecolat Aminosäure 900 Negativ 1,81*10-2 

Kynurenin Aminosäure 908 Positiv 2,85*10-2 

Citrullin Aminosäure 909 Positiv 2,55*10-2 

Prolylhydroxyprolin  Aminosäure 909 Positiv 1,20*10-58 

Phenylalanyltyptophan Peptid 852 Positiv 3,02*10-2 

N-Acetylcarnosin Peptid 701 Positiv 1,93*10-2 

X – 11378 Unbekannt 908 Positiv 3,02*10-2 

X – 12104 Unbekannt 758 Negativ 3,02*10-2 

X – 16394 Unbekannt 907 Positiv 3,51*10-2 

 

Metabolite aus dem Blutplasma mit signifikanter Assoziation zu OCN. 

* Vorzeichen der Regressionsgeraden des Regressionsmodells adjustiert für Lebensalter, Geschlecht, Taillen-

umfang, Körperliche Aktivität, eGFR, Einnahme von Hormonpräparaten und Raucherstatus 

** false discovery rate nach Benjamini-Hochberg: Irrtumswahrscheinlichkeit korrigiert für multiples Testen 
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Tabelle 3 

Metabolit (Urin) Substanzklasse n Vorzeichen 

der Assoziation* 

FDR** 

Tiglylcarnitin Aminosäure 921 Negativ 4,83*10-3 

Prolylhydroxyprolin Aminosäure 921 Positiv 2,31*10-60 

Riboflavin (Vitamin B2) Vitamine 900 Negativ 4,12*10-2 

Glycylprolin Peptide 912 Positiv 3,02*10-28 

HPMA*** Xenobiotika 845 Negativ 3,73*10-2 

Hydroxycotinin Xenobiotika 448 Negativ 1,57*10-2 

1-Methylurat  Xenobiotika 908 Positiv 2,93*10-2 

X – 02249 Unbekannt 900 Positiv 1,15*10-2 

X – 12095 Unbekannt 918 Negativ 2,41*10-2 

X – 12170 Unbekannt 917 Negativ 1,15 *10-2 

X – 12689 Unbekannt 919 Negativ 3,81*10-4 

X – 13840 Unbekannt 609 Negativ 2,10*10-2 

X – 12511 Unbekannt 921 Positiv 4,83*10-3 

X – 17306 Unbekannt 751 Negativ 4,13*10-2 

X – 17308 Unbekannt 917 Positiv 4,70*10-4 

X – 18927 Unbekannt 819 Positiv 1,55*10-33 

X – 21201 Unbekannt 666 Negativ 4,85*10-2 

 

Metabolite aus dem Urin mit signifikanter Assoziation zu OCN. 

* Vorzeichen der Regressionsgeraden des Regressionsmodells adjustiert für Lebensalter, Geschlecht, Taillen-

umfang, Körperliche Aktivität, eGFR, Einnahme von Hormonpräparaten und Raucherstatus 

** false discovery rate nach Benjamini-Hochberg: Irrtumswahrscheinlichkeit korrigiert für multiples Testen 

*** HPMA = S-(3-Hydroxypropyl)-mercaptursäure 
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Die stärksten Assoziationen umfassten die beiden prolinhaltigen Peptide PHP (Plasma und Urin) und 

Glycylprolin (Urin) sowie den unbekannten Metaboliten X-18927 (Urin) (Abbildung 3). 

Abbildung 3 

 

Vergleich der Boxplots der drei Metabolite mit der höchsten Signifikanz. Auf der X-Achse ist die Serumkonzent-

ration von OCN in Quartilen, auf der Y-Achse logarithmisch die relative Signalintensität des jeweiligen Metabo-

liten aufgetragen. 

 

Alle drei zeigten einen positiven Zusammenhang mit dem Serumspiegel von OCN und waren 

zudem stark miteinander korreliert (Abbildung 4). 
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Abbildung 4 

 

Matrixdarstellung der Assoziation der Metabolite PHP (Plasma), PHP (Urin), Glycylprolin (Urin) und X-18927 

(Urin) untereinander. In der oberen rechten Hälfte sind jeweils Scatterplots der Zusammenhänge der Metaboli-

ten mit eingezeichneten Regressionsgeraden dargestellt. Die untere linke Hälfte zeigt die zugehörigen Pearson-

Korrelationskoeffizienten. Diese waren alle mit p<0,0001 hochgradig signifikant. 

Neben den Prolinderivaten war die Serumkonzentration von OCN positiv assoziiert mit den 

Plasmakonzentrationen von 2-Aminoheptanoat, Kynurenin, Citrullin, Phenylalanyltryp-

tophan, N-Acetylcarnosin und zwei Metaboliten mit bislang nicht aufgeklärter Struktur. In-

verse Assoziationen waren für die Plasmakonzentrationen von 3-Hydroxyisobutyrat, 3-

Methyl-2-oxobutyrat, Pipecolat und einen unbekannten Metaboliten (X-12104) zu finden. Im 

Urin zeigten 1-Methylurat und vier unbekannte Metabolite eine positive Assoziation zum 
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OCN Serumspiegel. Zusätzlich war die Serumkonzentration von OCN invers mit den Urinkon-

zentrationen von Tiglylcarnitin, Riboflavin (Vitamin B2), den Xenobiotika S-(3-

Hydroxypropyl)-mercaptursäure (HPMA) und Hydroxycotinin sowie fünf unbekannten Meta-

boliten assoziiert. Der Ausschluss von Probanden mit einem 25-Hydroxyvitamin D-Spiegel 

unter 10 µg/l aus den Berechnungen hatte keinen Effekt auf die genannten Ergebnisse.  
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4 Diskussion 

Die vorliegende Arbeit dient der näheren Untersuchung der stoffwechselbezogenen Funkti-

onen von OCN. Dazu wurde ein epidemiologischer Studienansatz basierend auf der Methode 

der ungezielten Metabolomanalyse mithilfe der massenspektrometrischen Untersuchung 

verschiedener Körperflüssigkeiten angewandt. In diesem Rahmen zeigte sich insbesondere, 

dass der Serumspiegel von OCN statistisch signifikant mit dem Knochenstoffwechsel und 

dem Energie- und speziell dem Kohlehydrathaushalt, aber auch mit dem Metabolismus von 

Xenobiotika assoziiert ist.  

In den Regressionsmodellen adjustiert für Alter, Geschlecht, Taillenumfang und körperliche 

Aktivität wurde eine Vielzahl an signifikanten Assoziationen zwischen OCN und den Stoff-

wechselprodukten detektiert. Bei einer genaueren Untersuchung fiel bei einigen der Meta-

bolite, unter anderem bei C-Mannosyltryptophan, eine bedeutende Rolle der Nierenfunktion 

für die Ausscheidung oder Verarbeitung dieser Stoffe auf [36]. Ältere Studien haben bereits 

die elementare Relevanz der Nierenfunktion für die Metabolisierung beziehungsweise Aus-

scheidung von OCN aufgezeigt, besonders da OCN mit seiner geringen Molekülmasse von 5-

6 kDa der freien Filtration in den Glomeruli der Niere unterliegt [14]. In der Folge hat eine 

weitere Adjustierung für die Nierenfunktion (eGFR) und andere Parameter (siehe Material 

und Methoden, Ergebnisse) zu einer deutlichen Reduktion der signifikant mit OCN assoziier-

ten Metabolite geführt. Die verbliebenen Metabolite sind also als unabhängig von der Nie-

renfunktion und somit als direkt mit OCN assoziiert zu sehen.  

4.1 Das Zusammenspiel zwischen dem Knochen, OCN und dem Stoffwechsel 

Die stärksten Assoziationsbefunde in der vorliegenden Studie bestanden zwischen dem Se-

rumspiegel von OCN und PHP in Plasma (p=1,20*10-58) und Urin (p=2,31*10-60), was diesen 

Zusammenhang zum herausstechenden Ergebnis macht. PHP ist ein Abkömmling des Kolla-

genstoffwechsels und wurde Aufgrund dieser Eigenschaft bereits als vielversprechender, 

schnell reagierender, empfindlicher und vor allem sehr spezifischer Biomarker für Verände-

rungen im Knochenstoffwechsel diskutiert [37]. Eine Studie zur Untersuchung von PHP im 

Urin von postmenopausalen Frauen zeigte bereits einen deutlichen Zusammenhang sowohl 

zwischen OCN beziehungsweise PHP auf der einen und bekannten Knochenumbaumarkern 

und der Knochendichtemessung mittels dual X-ray absorptiometry (DXA) auf der anderen 

Seite als auch zwischen OCN und PHP untereinander [37]. 
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Diese Ergebnisse erscheinen nicht sonderlich überraschend, da während des Umbaus von 

Knochensubstanz Proteine, Proteinfragmente und Peptide unabhängig von ihrer Herkunft 

aus Kollagen oder Nicht-Kollagen-Proteinen freigesetzt werden (Abbildung 1): Dabei ist unter 

anderem PHP ein Vertreter der Kollagenfraktion, während OCN zu den freigesetzten Protei-

nen ohne kollagenverwandte Grundstruktur gehört. Diese Verbindung zwischen OCN und 

dem Kollagenstoffwechsel des Knochens mit seinem Vertreter PHP wird noch weiter bestä-

tigt von der ebenfalls beobachteten positiven Assoziation zwischen der Konzentration von 

OCN im Serum und der Konzentration von Glycylprolin im Urin. Glycylprolin ist wie ebenfalls 

PHP ein Dipeptid und Teil der Primärstruktur von Kollagenen. Damit unterliegt aller Wahr-

scheinlichkeit nach Glycylprolin ebenfalls dem oben gezeigten Freisetzungsprozess von Kno-

chenmatrixbestandteilen während des Knochenumbaus, wodurch sich der statistische Zu-

sammenhang auch hier kausal erklären lässt. Der dritte Metabolit mit ausgesprochen hoher 

statistischer Signifikanz ist der mit X-18927 benannte unbekannte Stoff, über den derzeit 

keine detaillierteren Informationen als seine Masse vorliegen. Dennoch legt die starke statis-

tische Korrelation zwischen X-18927 und PHP sowie zwischen X-18927 und Glycylprolin eine 

funktionelle Wechselbeziehung dieser drei Substanzen nahe. 

Für einige der anderen identifizierten Metabolite sind keine derart offensichtlichen kausalen 

Zusammenhänge bekannt. Diese interagieren daher am ehesten auf eine mehr oder weniger 

indirekte Art mit OCN und dem Knochenstoffwechsel. Zu dieser Gruppierung gehört auch 

das in der vorliegenden Studie positiv mit OCN verknüpfte Kynurenin, welches im menschli-

chen Körper beim Abbau der essentiellen Aminosäure Tryptophan durch das Schlüsselenzym 

Indolamin-2,3-dioxygenase (IDO1) entsteht. Epidemiologische Daten zeigen einen positiven 

Zusammenhang zwischen dem Tryptophanstoffwechsel und der Knochendichte (BMD) bei 

Frauen und Männern mittleren Alters sowie bei älteren Frauen [38], wobei eine hohe Kno-

chendichte wiederum einen erhöhten OCN-Spiegel zur Folge haben kann [39]. Dem gegen-

über stehen Laborversuche mit gegenteiligem Ergebnis: Tryptophan steigert nachweislich 

die Expression von OCN bei in vitro-Versuchen an mesenchymalen Knochenmarkstammzel-

len (BMMSC) und führt zusätzlich zu gesteigerter Proliferation dieses Zelltyps. Der eigentli-

che in der vorliegenden Studie detektierte Metabolit, das Kynurenin, beeinflusst dagegen die 

Ausschüttung von OCN in BMMSC nicht direkt und zeigt hemmende Effekte auf die Vermeh-

rung dieser Zellen [40]. Wenn man im Tierversuch über eine Inhibition von IDO1 den Abbau 

von Tryptophan zu Kynurenin unterbindet oder IDO1(-/-)-KO-Mäuse züchtet und so das 
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Gleichgewicht zwischen den beiden Substanzen verschiebt, zeigen diese Tiere geringere 

Mengen an Osteoblasten beziehungsweise eine Form der Osteopenie mit einem Mangel an 

Osteoblasten bei gleichzeitigem Überschuss an Osteoklasten [41]. Aus diesen Daten lässt 

sich keine einfache kausale Erklärung für unsere Entdeckung herleiten, zumal diese sich ge-

genseitig und auch unserem Ergebnis zunächst teilweise zu widersprechen scheint. Dies wird 

weiterhin noch durch einen zusätzlichen Umstand in diesen bereits vielschichtigen Interakti-

onen verkompliziert: IDO1 wird in seiner katalytischen Aktivität durch Marker von Entzün-

dungsprozessen, speziell von erhöhten Mengen an Interferon γ, unterstützt [38]. Auch OCN 

spielt wohl eine Rolle in den Entzündungsmechanismen des Körpers, im Speziellen zeigt sich 

eine Reduktion der Synthese von an Inflammationsprozessen beteiligten Substanzen unter 

Applikation von OCN bei übergewichtigen Mäusen [42]. Zusammenfassend lässt sich vermu-

ten, dass Inflammation (auch subklinisch) durch Beeinflussung der Aktivität von IDO1 die 

Konzentration von zirkulierendem Kynurenin erhöht. Das wiederum ist in der Lage, die Kno-

chenresorption zu unterstützen, was die Knochendichte senkt und damit in letzter Konse-

quenz die Menge freigesetzten OCNs im Blutkreislauf steigert.  

Eine weitere positive Assoziation zu OCN zeigte der Plasmaspiegel von Citrullin. Citrullin ist 

eine nicht proteinogene Aminosäure, die entweder mit der Nahrung aufgenommen wird 

oder vom Körper selbst bei Stoffwechselprozessen produziert werden kann. Hauptsächlich 

ist Citrullin ein Zwischenprodukt des Harnstoffzyklus in Leberzellen. Außerdem entsteht Ci-

trullin als Nebenprodukt bei der Synthese von Stickstoffmonoxid (NO). Als Mediator ist NO 

Teil elementarer Signalwege in fast jedem Zell- und Gewebetyp und auch im Knochen [43]; 

[44]: Osteoblasten-ähnliche Zelltypen proliferieren in vitro unter der Anwesenheit von NO. 

Die bekannteste Wirkung von NO ist dagegen die Vasodilatation per Interaktion mit Gefä-

ßendothelzellen. Weitgestellte Blutgefäße erlauben einen verstärkten Blutfluss, was eine 

verbesserte Versorgung mit Nährstoffen und Sauerstoff mit sich bringt [45]. Im Knochen er-

leichtert das wahrscheinlich auch den Umbau des Gewebes sowie die Synthese von Protei-

nen wie OCN. Zusätzlich mehren sich in den letzten Jahren Hinweise auf Verbindungen zwi-

schen der Knochengesundheit, dem Calciumstoffwechsel und kardiovaskulären Erkrankun-

gen [46]. Auch bei Letzteren spielt NO eine elementare Rolle. Die Tatsache, dass in diesem 

Zusammenhang zunächst nur eine Abhängigkeit von OCN und Citrullin, aber nicht Verbin-

dungen direkt zwischen OCN und NO untersucht werden konnte, ist darauf zurückzuführen, 

dass die verwendete Methodik nicht zur Detektion von instabilen Gasen wie NO geeignet ist. 
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Zudem erschweren die Eigenschaften von NO generell eine (semi-) quantitative Analyse. 

Diese Eigenschaften umfassen die lokale Synthese in der Nähe des Wirkortes sowie eine sehr 

kurze Halbwertszeit, was den direkten Nachweis veränderter NO-Konzentrationen im peri-

pher entnommenen Blutplasma oder gar im Urin grundsätzlich erschwert. Bei genauerer 

Untersuchung des Energiestoffwechsels sind dort jedoch potentielle direkte Ursachen der 

detektierten Interaktion zwischen OCN und Citrullin zu finden. Wie bereits beschrieben gibt 

es Hinweise auf regulatorische Effekte von OCN im Energiestoffwechsel, vor allem mögliche 

protektive Effekte von OCN auf die Entstehung von Diabetes Mellitus Typ II [16]. Ähnliche 

Eigenschaften zeigt auch Citrullin: Sowohl im Zellversuch mit Hepatozyten [47] als auch im 

Tierversuch an Nagetieren mit sehr fettreicher Ernährung [48] verbessert die Behandlung 

mit Citrullin die Empfindlichkeit für Insulin und senkt in vivo zusätzlich die Konzentration zir-

kulierenden Insulins. Daneben tritt Citrullin als Vorhersagemarker des Metabolischen Syn-

droms in Erscheinung [49] und auch im mäusebasierten Modell für Diabetes Mellitus vom 

Typ  I waren erhöhte Citrullinkonzentrationen im Blutplasma nachweisbar [50]. Die genauen 

Umstände der Interaktion von Citrullin mit der eukaryotischen Zelle sind nicht hinreichend 

erforscht. Im Gegensatz dazu sind durch vorangegangene Untersuchungen Mechanismen 

der zentralen Blutzuckerregulation von OCN bereits bekannt: dies geschieht über K+
V-Kanäle 

[20] und den OCN-Rezeptor GPRC6A in den β-Zellen des Pankreas [19]. Zusammengefasst 

scheinen sich also die antidiabetischen Eigenschaften von OCN und Citrullin zu decken, aller-

dings muss es der Spekulation überlassen bleiben, ob beide auf ähnliche oder gemeinsame 

Mechanismen zurückgreifen beziehungsweise direkt verknüpft sind.  

4.2 Die Abhängigkeit des OCN-Serumspiegels vom individuellen Lebensstil 

Die vorliegende Untersuchung zeigte eine inverse Assoziation zwischen OCN im Serum und 

Riboflavin im Urin. Riboflavin ist besser bekannt unter dem Namen Vitamin B2 und ist als 

essentieller Nährstoff ein Metabolit, der nicht vom menschlichen Körper synthetisiert wer-

den kann und daher über die Nahrung aufgenommen werden muss. Es existiert eine epide-

miologische Studie [51], die das Zusammenspiel von B-Vitaminen und der BMD sowie dem 

Risiko einer Fraktur an mehr als 5300 über-55-Jährigen Individuen untersucht. Diese weist 

darauf hin, dass die BMD im Oberschenkel und der Lendenwirbelsäule bei Probanden mit 

höherer Riboflavinaufnahme mit der Nahrung verbessert ist [51]. Da es bei vielen Nährstof-

fen, auch in der Gruppe der B-Vitamine, starke interindividuelle Schwankungen in der Kapa-

zität der Aufnahme aus dem Magen-Darm-Trakt gibt und auch die Menge der in den Nieren 
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aus dem Primärharn rückresorbierten Substanzen nicht zwangsläufig konstant sein muss, 

liegen hier potentielle Ursachen für unterschiedliche Riboflavinkonzentrationen im Urin, die 

jeweils nicht genauer untersucht wurden. Darüber hinaus wäre zum Nachweis einer direkten 

Verbindung zwischen dem Knochenstoffwechsel und der Substanzklasse der Vitamine die 

direkte ossäre Verfügbarkeit von Riboflavin interessant, leider haben wir die Blutplasmakon-

zentration in der vorliegenden Studie nicht erfassen können. Aus diesen Gründen können die 

Hintergründe der Assoziation zwischen OCN und Riboflavin zum jetzigen Zeitpunkt leider 

nicht präziser erschlossen werden.  

OCN zeigte weiterhin einen inversen Zusammenhang zu einem Abbauprodukt aus der Ta-

bakpflanze mit dem Namen Hydroxycotinin [52]. Darüber hinaus war OCN mit S-(3-

Hydroxypropyl)-merkaptursäure (HPMA), einem weiteren Zwischenprodukt der Entgiftung 

von Tabakrauch invers assoziiert. HPMA ist giftig und krebserregend, entsteht in einem Pro-

zess bekannt als Acroleinstoffwechsel und kann über Zigarettenrauch, aber auch über Nah-

rung und die sonstige Umwelt in den Körper gelangen [53]. Die Entdeckung dieser beiden 

Metabolite im Zusammenhang mit OCN in dieser Studie ist also am ehesten durch den Ein-

fluss des Rauchens von Tabakprodukten auf den Stoffwechsel erklärbar. Eine Studie an 

schwangeren Frauen und deren Neugeborenen wies bereits sinkende Serumkonzentrationen 

von OCN unter Tabakeinfluss nach. Dieser Effekt war so deutlich, dass er sogar bei Passivrau-

chenden nachweisbar war [54]. Auch ist das Rauchen als Risikofaktor für manifeste Osteopo-

rose [55] sowie als Ursache für beeinträchtigte BMD sowohl bei Männern höheren Alters 

[56] als auch bei prämenopausalen Frauen [57] bekannt. Über die Mechanismen des Zu-

sammenhangs zwischen BMD und Tabakrauch gibt es bereits verschiedene Hypothesen. Die-

se umfassen Kollagensynthesestörungen und einen Eingriff in das Gleichgewicht zwischen 

Mediatoren, lokalen Gewebshormonen und Wachstumsfaktoren. Außerdem hat Tabakrauch 

Veränderungen der Produktion und Freisetzung von verschiedenen systemisch wirkenden 

Hormonen zur Folge: sowohl die Geschlechtshormone als auch Hormone des Calciumhaus-

halts sowie die Hormone der Nebenniere wie beispielsweise Glucocorticoide werden in ihrer 

Gewebskonzentration oder Wirkung durch Tabakrauchen beeinflusst [55]. Von allen genann-

ten Substanzen ist bekannt, dass sie wichtige Akteure im Knochenstoffwechsel sind und des-

halb auch potentiell Einfluss auf die BMD oder OCN haben können. Abschließend bleibt zu 

erwähnen, dass die beobachteten Assoziationen auch nach Adjustierung für das selbstbe-

richtete Rauchverhalten der Teilnehmer erhalten blieben. Dies könnte zum einen auf eine 
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mögliche Dosis-Wirkungs-Beziehung zurückzuführen sein, d. h. die einfache Kategorisierung 

des Rauchverhaltens in Raucher, Ex-Raucher und Nicht-Raucher, wird dem Effekt des Tabak-

konsums nicht gerecht, zum anderen sind auch mögliche Falschangaben im Interview, bei-

spielsweise durch den Effekt der Sozialen Erwünschtheit, nicht auszuschließen. Ungerichtete 

Metabolomicsanalysen könnten daher auch einen Vorteil für die Objektivierbarkeit von 

selbstberichteten Daten liefern.  

Abgesehen von Abbauprodukten des Tabakrauchs war ein weiterer Metabolit xenobiotischer 

Herkunft im Urin mit OCN assoziiert. Die Nachweisbarkeit von 1 MU in Körperflüssigkeiten ist 

auf den Konsum von koffeinhaltigen Getränken und Nahrungsmitteln [58] zurückzuführen. 

Kaffeekonsum wiederum ist mit Veränderungen der BMD assoziiert [59]. So senkte Kaffee-

konsum über längere Zeit wohl in einem geringen Ausmaß die BMD von Frauen, allerdings 

ohne das Risiko für Knochenbrüche zu modifizieren [59]. Außerdem steigerte eine Koffein-

exposition in einem Experiment an Ratten die Anzahl der Osteoklasten. Die BMD der behan-

delten Tiere entsprach dennoch der BMD der Kontrollgruppe [60]. Diese Ergebnisse basieren 

jedoch weitestgehend auf eher geringen Effektstärken [59,[60].  

4.3 OCN in Aminosäure- und Energiestoffwechsel 

Wie schon bei einem Teil der in den Knochenstoffwechsel involvierten Metaboliten ist auch 

die gefundene inverse Assoziation zwischen OCN und Pipecolat nur indirekt nachvollziehbar. 

Die Ursache dieser Entdeckung sind im Aminosäurestoffwechsel zu finden, genauer bei der 

Aminosäure Lysin, deren Abbau im menschlichen Körper Pipecolat freisetzt [61]. Von Lysin 

ist bekannt, dass es die Vermehrung von Osteoblasten anregt, trotzdem aber keinen nach-

weisbaren Effekt auf Biomarker des Knochens, insbesondere OCN, hat [62]. Eine bessere 

Erklärung liefert die Tatsache, dass Lysin einer der Liganden des G-Protein-gekoppelten Re-

zeptors (GPRC6A) ist, der auch für viele Effekte des zirkulierenden OCNs verantwortlich ge-

macht wird [18]. Durch seinen Status als Abbauprodukt von Lysin kann die Konzentration 

von Pipecolat als Indikator für die Menge des zersetzten Lysins interpretiert werden. Da eine 

veränderte Lysinkonzentration auch eine Veränderung der Menge verfügbarer Liganden an 

GPRC6A bedeutet und viele Zelltypen in der Lage sind, darauf mit einer Anpassung der Ex-

pression ihrer Rezeptoren zu reagieren, ist über diesen Mechanismus auch eine weitere 

Rückkopplung auf die Synthese, Wirkung oder Freisetzung von OCN nicht auszuschließen. 

Für diese Hypothese liefern die Daten der vorliegenden Studie jedoch keinen weitergehen-
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den Rückhalt, da kein direkter Zusammenhang zwischen OCN und Lysin beobachtet werden 

konnte.  

Die Abbauwege der Aminosäuren Lysin und Tryptophan vereinigen sich auf einem gemein-

samen Metaboliten zu einem weit fortgeschrittenen Zeitpunkt des jeweiligen Abbaupfades. 

In der Folge ist auch zwischen Kynurenin und Pipecolat eine gewisse Verwandtschaft zu fin-

den, wobei diese so indirekt ist, dass unsere Ergebnisse für Kynurenin und Pipecolat als 

höchstwahrscheinlich unabhängig voneinander zu interpretieren sind [61]. Um diese Wech-

selbeziehungen aufklären zu können, sind daher weitergehende Untersuchungen notwendig, 

die gezielt die Verbindung zwischen OCN und dem Aminosäurestoffwechsel adressieren.  

Die vorliegende Studie zeigte noch mehr Verbindungen von OCN zu Abbauprodukten von 

wichtigen proteinogenen Aminosäuren auf. Sowohl 3-Hydroxyisobutyrat (3HIB) als auch 3-

Methyl-2-oxobutyrat (3M2O) entstehen beim Abbau von Valin und beide fielen durch eine 

inverse Assoziation mit OCN auf. 3HIB selbst scheint in die direkte Regulation des Energie-

stoffwechsels, zumindest aber in die Bereitstellung von energiereichem Substrat in periphe-

ren Verbraucherorganen involviert zu sein. Durch die Begünstigung des transendothelialen 

Fettsäuretransports in Muskelzellen von Ratten provoziert 3HIB dort eine lokale Insulinresis-

tenz, ein Umstand, der auch im Rahmen von Diabetes Mellitus auftritt. Zusätzlich ist be-

kannt, dass auch Menschen mit Diabetes Mellitus in ihren Muskeln 3HIB anreichern [63]. 

Auch ein Mangel an OCN, beispielsweise bei murinen OCN-Mangelmutanten, sorgt für Insu-

linresistenz und die Erhöhung der Körperfettmasse. Allerdings gelten zentral wirkende Me-

chanismen an den β-Zellen der Bauchspeicheldrüse als mutmaßliche Auslöser dieser Verän-

derungen. Insbesondere die bereits genauer untersuchten Wirkmechanismen von zirkulie-

rendem OCN über die Hemmung von K+
V-Kanälen [20] und die Bindung an GPRC6A [19] gel-

ten als wahrscheinlichste Ursachen für die antidiabetischen Eigenschaften von OCN. Ob die-

se zentralen und die vorgenannten peripheren Vorgänge nur koinzident oder aber direkt 

verwoben sind, lässt sich mit den vorliegenden Daten nicht nachvollziehen, weshalb auch an 

dieser Stelle weitere Untersuchungen notwendig sind. Durch die Tatsache, dass 3M2O eben-

falls ein Metabolit dieses Abbauweges ist und er auf gleiche Weise mit OCN korreliert, wird 

die Verbindung zwischen OCN und dem Valinstoffwechsel bestärkt und die Hypothese einer 

funktionellen Verknüpfung sowie die Frage nach ihrer genauen Art gewinnt weiter an Rele-

vanz. 
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4.4 Stärken und Einschränkungen bei der Interpretation der Studie 

Die Methodik der vorliegenden Studie hat viele Stärken, unterliegt in ihrer Interpretation 

aber auch potentiellen Einschränkungen. Für die epidemiologische Forschung verspricht die 

Verwendung von Metabolomics als Studienkonzept viele Vorteile. Durch diese Art der Un-

tersuchung ergibt sich ein Gesamtbild zusammengesetzt aus allen relevanten Faktoren für 

die menschliche Gesundheit, insbesondere genetische und epigenetische Eigenschaften des 

Individuums, Ernährung, Verhaltens- und Lebensweise sowie unterschiedlichste Umweltein-

flüsse. Dieses Gesamtbild in seiner Form der semiquantitativen Analyse von Substanzen aus 

jedem erdenklichen Schritt in verschiedensten Verarbeitungsprozessen bedarf sorgfältiger 

Interpretation. Die vorliegende Studie basiert auf der Untersuchung einer spezifischen Be-

völkerungsgruppe einer definierten Ethnie mit einer eng umrissenen Methode und eignet 

sich besonders zum Generieren von Hypothesen. Diese müssen in anderen Populationen 

nachvollzogen und mit anderen Methoden, speziell experimentellen Verfahren, bewiesen 

werden. Wie alle epidemiologischen Ansätze eignet sich auch diese Querschnittsstudie 

grundsätzlich nicht zum endgültigen Nachweis funktioneller und kausaler Zusammenhänge. 

4.5 Zusammenfassung und Schlussfolgerung 

Dies ist die erste Studie, die den Serumspiegel von OCN auf Verbindungen zum massenspek-

trometrisch ermittelten Plasma- und Urinmetabolom einer großen bevölkerungsbasierten 

Kohorte untersucht. Die detektierten Metabolite stammten erwartungsgemäß zu einem ge-

wissen Teil aus dem Knochen- und Energiestoffwechsel. Von einem Großteil der gefundenen 

Metabolite war zuvor keine Verknüpfung mit OCN bekannt, darunter Nährstoffe und Xeno-

biotika. Außerdem konnte eine gewisse Zahl an Metaboliten entdeckt werden, zu denen 

keine weiteren Informationen bekannt sind. Einen dieser Metabolite (X-18927) wurde als 

höchstwahrscheinlich dem Knochen- und Kollagenstoffwechsel zugehörig identifiziert. Zu-

sammengefasst bilden die vorliegenden Ergebnisse die bekannten Informationen zu OCN im 

Knochen ab und bestärken zu einem gewissen Grad auch die Rolle von OCN in der Regulati-

on des Energiehaushalts. Nun sind experimentelle Untersuchungen der Interaktion zwischen 

OCN und den detektierten Metaboliten notwendig, um die neu aufgestellten Hypothesen zu 

testen und unser Wissen über die Rolle von OCN im gesamten menschlichen Stoffwechsel zu 

vertiefen.   
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Zusammenfassung 

 

In aktuellen Studien aus den letzten Jahren mehren sich die Hinweise auf metabolische Ein-

flüsse von Osteocalcin. Neben dem Skelettsystem scheint besonders der Energiestoffwech-

sel, speziell auf der Ebene der Distribution und des Verbrauchs von Glucose mit Osteocalcin 

zu interagieren. In der vorliegenden Studie wurden Blutplasma- und Urinproben von 931 

gesunden Probanden mittels Massenspektrometrie (Tandem-Massenspektroskopie mit vor-

geschalteter Flüssigkeitschromatographie) auf niedermolekulare Substanzen untersucht, um 

dann auf systemische Effekte von Osteocalcin zu schließen. Diese Methodik erlaubt eine 

breite Untersuchung von Wirkungen von Osteocalcin in allen Organsystemen, auch in jenen, 

für die bisher noch keine Interaktionen mit Osteocalcin bekannt sind. Die Berechnung eines 

ersten Modells zeigte viele Zusammenhänge. Diese waren jedoch stark durch die Nieren-

funktion beeinflusst. Nach Adjustierung für die Nierenfunktion blieben insgesamt 29 signifi-

kante Ergebnisse erhalten. Zu diesen Ergebnissen zählten zuvorderst Zwischenprodukte des 

Kollagenstoffwechsels, besonders Prolinderivate, was die Bedeutung von Osteocalcin im 

Knochenstoffwechsel unterstreicht. Die weiteren Ergebnisse umfassten eine Assoziation mit 

Kynurenin, ein Hinweis auf die Möglichkeit, dass Entzündungen Einflüsse auf zirkulierendes 

Osteocalcin haben könnten. Weitere Hinweise auf die bereits bekannte Verknüpfung zwi-

schen dem Energiestoffwechsel und Osteocalcin bietet die vorliegende Studie durch die De-

tektion einer Assoziation zwischen Osteocalcin und Abbauprodukten von verzweigtkettigen 

Aminosäuren. Auch scheint Osteocalcin vom Lebensstil, wie beispielsweise dem Tabakrau-

chen, beeinflusst zu werden. Zusammenfassend bietet die vorliegende Studie einen umfas-

senden Überblick über die metabolischen Einflüsse von Osteocalcin. Darin war eine Vielzahl 

von Assoziationen nachweisbar, die jedoch insgesamt für eine eher geringe Rolle von Osteo-

calcin im menschlichen Stoffwechsel sprechen. 
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Wissenschaftliche Arbeit 
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Abstract

Recent research suggested a metabolic implication of osteocalcin (OCN) in e.g. insulin sen-

sitivity or steroid production. We used an untargeted metabolomics approach by analyzing

plasma and urine samples of 931 participants using mass spectrometry to reveal further

metabolic actions of OCN. Several detected relations between OCN and metabolites were

strongly linked to renal function, however, a number of associations remained significant

after adjustment for renal function. Intermediates of proline catabolism were associated with

OCN reflecting the implication in bone metabolism. The association to kynurenine points

towards a pro-inflammatory state with increasing OCN. Inverse relations with intermediates

of branch-chained amino acid metabolism suggest a link to energy metabolism. Finally, uri-

nary surrogate markers of smoking highlight its adverse effect on OCN metabolism. In con-

clusion, the present study provides a read-out of metabolic actions of OCN. However, most

of the associations were weak arguing for a limited role of OCN in whole-body metabolism.

Introduction

Osteocalcin (OCN) is a γ-carboxylated protein of 49 amino acids produced by osteoblasts,

odontoblasts and hypertrophic chondrocytes. It has a central role in the bone remodeling

cycle, affecting bone mineralization, and is considered as a marker of bone formation, but its

function is not yet entirely understood [1]. OCN is released from the bone matrix into the

blood stream following matrix resorption [2] and is freely filtered by the kidneys. Fully γ-car-

boxylated OCN is able to bind calcium and in consequence hydroxylapatite in bone. Next to
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the fully γ-carboxylated form, OCN also exists in forms with reduced amount of carboxylated

glutamate residues.

Apart from bone metabolism, circulating OCN seems to act in a hormone-like manner.

OCN deficient mice showed decreased glucose tolerance and accumulation of body fat [3].

Furthermore, in vitro and in vivo experiments revealed that both the fully carboxylated and the

undercarboxylated OCN, stimulate glucose transport and oxidation as well as insulin sensitiv-

ity in myocytes and adipocytes [3]. A similar effect, namely OCN being a powerful synergist in

management of insulin synthesis and release, was observed in a pharmacological intervention

study in mice treated with OCN combined with a high-fat diet [4]. On the other side, insulin

seems to play an important role in OCN production and bioactivity regulation. Mice lacking

insulin receptors in osteoblasts accumulated body fat and developed insulin resistance similar

to OCN deficient mice [5]. A feed-forward loop between bone and pancreas was thus sug-

gested [5].

Similar effects were also reported in humans. For instance, a study [6] in elderly men dem-

onstrated strong inverse correlations between plasma OCN concentrations and indicators of

altered energy metabolism such as fat mass, body mass index (BMI) or plasma glucose concen-

tration. The serum OCN concentration was further proposed to predict incident type 2 diabe-

tes in middle-aged subjects [7]. Besides the effects on glucose metabolism, an influence of

OCN on the reproductive system, including the regulation of the intracellular 25-hydroxy vita-

min D concentration in mice Leydig cells [8] and positive associations between serum OCN

and serum testosterone concentrations were reported in healthy men as well as in patients suf-

fering from bone diseases [9].

To address possible implications of circulating OCN on human metabolism in a compre-

hensive manner, techniques like metabolomics can be used [10]. This technique allows to

assess the content of small molecules present in biofluids, cells or tissues, which directly reflects

the metabolic state of the organism, and to relate the metabolic profile to the serum OCN con-

centration. We therefore attempted to analyze possible metabolic implications of the serum

OCN concentration in humans using state-of-the-art untargeted mass spectrometry (MS)-

based plasma and urine metabolome data of a non-diabetic sample of the general population.

Material and methods

Study population

The Study of Health in Pomerania (SHIP-TREND) is a population-based study located in

West Pomerania, a rural region in northeast Germany [11]. A stratified (age, sex and city/

county of residence) random sample of 8826 adults aged 20–79 years was drawn from popula-

tion registries. Sample selection was facilitated by centralization of local population registries

in the Federal State of Mecklenburg-West Pomerania. Baseline examinations were conducted

between 2008 and 2012. In total, 4420 subjects chose to participate (50.1% response). All

participants gave written informed consent before taking part in the study. The study was

approved by the ethics committee of the University of Greifswald and conformed to the princi-

ples of the declaration of Helsinki. SHIP data are publically available for scientific and quality

control purposes. Data usage can be applied for via www.community-medicine.de to ensure

compliance with all legislation.

For a subsample of 995 participants without self-reported diabetes, plasma as well as urine

metabolomome data based on MS (see below) were acquired. Participants exhibiting at least

one of the following characteristics were excluded from the study sample (overlap exists): miss-

ing values in exposure or confounder (n = 13), renal failure (estimated glomerular filtration

rate (eGFR) <60 mL/min/1.73m2 n = 7), intake of medication influencing the serum OCN

Metabolic characterization of serum osteocalcin

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184721 September 18, 2017 2 / 13

Research (BMBF, grants 01ZZ0403, 01ZZ0103,

01GI0883, AtheroSysMed 03IS2061B), the

Ministry for Education, Research and Cultural

Affairs, as well as the Ministry of Social Affairs of

the Federal State of Mecklenburg-West Pomerania.

This work is also part of the research project

Greifswald Approach to Individualized Medicine

(GANI_MED). The GANI_MED consortium is

funded by the Federal Ministry of Education and

Research and the Ministry of Cultural Affairs of the

Federal State of Mecklenburg-West Pomerania

(03IS2061A).

Competing interests: The authors have declared

that no competing interests exist.

http://www.community-medicine.de/
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184721


concentration (bisphosphonates and combinations, selective estrogen receptor modulators,

parathyroid hormones and analogues or calcitonin, corticosteroids and combinations, stron-

tium ranelate, vitamin D and analogues; n = 16), newly diagnosed diabetes (n = 30) or extreme

parathyroid hormone concentrations (>120 pg/mL; n = 7). Finally 931 participants, compris-

ing 414 men and 517 women, were included in the present study.

Laboratory measurements and phenotypic characterization

Smoking status (current, former or never smokers), daily alcohol consumption and physical

activity (�1 h training a week) were assessed using computer-aided personal interviews. Waist

circumference (WC) was measured to the nearest 0.1 cm using an inelastic tape midway between

the lower rib margin and the iliac crest in the horizontal plane. Hypertension was defined as an

increased blood pressure (BP) (systolic BP of�140 mmHg or diastolic BP of�90 mmHg) or the

use of antihypertensive medication. The intake of oral contraceptives (OC; ATC: G03A) or post-

menopausal hormone therapy (PHT; ATC: G03C, G03D and G03F, N = 31) were defined based

on ATC codes.

Fasting blood samples were taken from the cubital vein of participants in the supine posi-

tion between 7.00 a.m. and 12.00 p.m. In the same time span spot urine samples were taken.

All samples were either analyzed immediately or stored at −80˚C. Serum OCN concentrations

were measured with the IDS-iSYS N-Mid Osteocalcin assay on the IDS-iSYS Multi-Discipline

Automated Analyser (Immunodiagnostic Systems Limited, Frankfurt am Main, Germany)

according to the instructions for use. This assay detects the intact OCN polypeptide (amino

acids 1–49) and the N-terminal-Mid OCN fragment (amino acids 1–43). The measurement

range of the assay was 2–200 ng/mL. The limits of blank and detection were 0.27 ng/mL. The

limit of quantitation was 1.57 ng/mL. As recommended by the manufacturer, three levels of

control material were measured. During the course of the study, the coefficients of variation

were 13.4% at low, 15.0% at medium, and 17.0% at high serum OCN concentrations in the

control material. Serum cystatin C concentrations were measured using a nephelometric assay

(Dimension VISTA, Siemens Healthcare Diagnostics, Eschborn, Germany) with a functional

sensitivity of 0.05 mg/L. The cystatin C-based eGFR was calculated using the CKD-EPI cysta-

tin C equation: eGFR = 133 × min(serum cystatin C / 0.8, 1)-0.499 × max(serum cystatin C / 0.8,

1)-1.328 × 0.996age [× 0.932 if female] [12].

Metabolomics measurements

Non-targeted metabolomics analysis for metabolic profiling was conducted at the Genome

Analysis Center, Helmholtz Zentrum München, Germany. A detailed description of metabo-

lite measurements, annotations and data processing is given in the appendix (S1 Appendix).

Briefly, two separate LC-MS/MS analytical methods were used, as previously published [13], to

obtain broad, untargeted plasma and urine metabolite spectra. After preprocessing, 475 plasma

and 558 urine metabolites remained for the statistical analyses. Some of these metabolites

could not be unambiguously assigned to a chemical identity and are therefore referred to with

the notation “X” and a unique number.

Statistical analysis

For descriptive analyses continuous data were expressed as median (25th; 75th quartile) and

nominal data as percentage. For bivariate comparison of men and women, the Mann–Whitney

U test (continuous data) and the χ2 test (nominal data) were used. Associations between OCN

concentrations as exposure and the plasma and urine metabolome as outcome were tested by

linear regression analyses controlling for age, sex, WC and physical activity. Since the first

Metabolic characterization of serum osteocalcin
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results revealed a high number of significantly associated metabolites, including markers of

kidney function, we further adjusted for the eGFR, the intake of OC or PHT as well as smoking

behavior in a second model. The association between the serum OCN concentration and the

eGFR was tested using partial correlation coefficients, controlling for age, sex and WC. To

account for multiple testing, we adjusted the p-values by controlling the false discovery rate

(FDR) at 5% using the Benjamini-Hochberg procedure. This type of correction allows restrict-

ing the occurrence of false-positive findings among all nominal significant findings to a certain

threshold. In our study maximally 5% of the presented findings might be false positives.

Results

General characteristics of the 414 men and 517 women from the study population are dis-

played in Table 1. Men were more often smoker or former smoker and had a higher WC as

well as eGFR than women. Every fourth women reported intake of OC or PHT. Sex differences

in OCN concentrations and bone-associated markers like parathyroid hormone or 25-hydroxy

vitamin D were not found.

We calculated age, sex, WC, and physical activity adjusted linear regression models to assess

the associations between serum OCN and plasma or urine metabolites and revealed 64 and 48

significantly related metabolites in plasma and urine, respectively (Fig 1).

These associations included seven metabolites present in both, plasma and urine, e.g. pro-

lylhydroxyproline (PHP) and C-mannosyltryptophan. In particular the latter one pointed

towards an important role of the kidneys in these relations, as highlighted by a recent metabo-

lomics study [14]. This was further supported by a weak inverse correlation between serum

OCN and the eGFR (r = -0.17; p<0.001). Therefore, we reanalyzed all models after additional

adjustment for the eGFR and further covariates (see methods) and observed an important

drop in the number of associated metabolites (S1 Fig, S1 and S2 Tables).

After the additional adjustment twelve plasma and 17 urine metabolites remained signifi-

cantly associated with OCN. Among them, three metabolites clearly stood out, the proline

metabolites PHP (plasma and urine) and glycylproline (urine) as well as the unknown metabo-

lite X-18927 (urine) (Fig 2 and Table 2). All three metabolites showed a positive association

Table 1. General characteristics of the study population.

Characteristic Men (n = 414) Women (n = 517) p*

Age (years) 50 (39; 61) 51 (40; 59) 0.84

Smoking (%)

never smoker 31.4 50.5 <0.01

former smoker 44.7 28.0

current smoker 23.9 21.5

Physically inactive (%) 27.3 27.5 0.95

Waist circumference (cm) 94 (86; 102) 81 (74; 90) <0.01

Osteocalcin (ng/mL) 17.3 (13.3; 21.8) 17.4 (13.5; 23.2) 0.33

Parathyroid hormone (pg/mL) 31.7 (23.6; 40.9) 31.0 (23.9; 39.1) 0.38

25-hydroxy vitamin D (μg/L) 25.0 (18.2; 32.6) 24.3 (16.6; 32.9) 0.38

eGFR (mL/min/1.73m2) 117.6 (108.1; 125.1) 112.9 (103.9; 121.4) <0.01

Hormone intake (%)** - 24.4

eGFR = estimated glomerular filtration rate based on cystatin C. Continuous data are expressed as median (25th percentile; 75th percentile); nominal data

are given as percentages.

*χ2-test (nominal data) or Mann-Whitney test (interval data) were performed

**Intake of oral contraceptives or hormone replacement therapy.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184721.t001
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with serum OCN. Interestingly, X-18927 showed a strong correlation with the two proline

derivatives (S2 Fig) and hence might point towards a functional relation.

Besides the proline derivatives, serum OCN was positively associated with plasma concentra-

tions of 2-aminoheptanoate, kynurenine, citrulline, phenylalanyltryptophan, N-acteylcarnosine,

and two metabolites of unknown identity (Table 2). Inverse associations were restricted to plasma

Fig 1. Corrected p-values (false discovery rate; FDR) from linear regression analyses with osteocalcin concentration as

exposure and plasma (left upper panel) or urine (right lower panel) metabolites as outcomes. Models were adjusted for

age, sex, waist circumference and physical activity. The upper right panel contains results for metabolites present in both fluids.

Within each panel the dotted lines denote the significance threshold of FDR<0.05. Metabolites are colored if they are significantly

associated in plasma (blue), urine (orange) or in both (red), respectively. Metabolites marked with a diamond exceed the plotting

range. Metabolites highlighted by increased point size and darker colors persisted significant even after further adjustment for

hormone intake, estimated glomerular filtration rate and smoking behavior. Corresponding beta estimates and FDR-values can be

found in supplemental Tables 1 and 2. Metabolites numbered with 1 to 7 are named in the lower left panel. Triangles indicate the

direction of the association in plasma or urine, with▲ indicating positive associations.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184721.g001
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concentrations of 3-hydroxyisobutyrate, 3-methyl-2-oxobutyrate, pipecolate and one unknown

metabolite (X—12104). With respect to urine, 1-methylurate (1-MU) and four unknown metab-

olites showed a positive association with serum OCN. Additionally, serum OCN was inversely

associated with urine concentrations of tiglyl carnitine, riboflavin (vitamin B2), the xenobiotics

S-(3-hydroxypropyl)mercapturic acid (HPMA) and hydroxycotinine as well as five unknown

metabolites.

The exclusion of participants with 25-hydroxy vitamin D levels below 10μg/L did not affect

the presented results (S3 Fig).

Discussion

The present study investigated metabolic effects of OCN based on a multi-fluid non-targeted

metabolomics approach in an epidemiological setting. Overall, the serum OCN concentration

was significantly related with metabolites involved in bone and energy metabolism as well as

in detoxification of xenobiotics.

The unexpectedly huge number of associated metabolites in the first analyses indicated

some hidden confounding. Indeed, closer inspection of the associated metabolites indicated a

potential role of renal function in the associations of the serum OCN concentration with

plasma or urine metabolites, e.g. C-mannosyltrypophan [14]. Former investigations already

showed that the clearance of OCN, by metabolism or excretion, is depending on renal function

as OCN is freely filtered (molecular size of 5-6kDa) [15]. Consequently, the additional adjust-

ment for renal function (eGFR) led to a reduction in the number of significant findings, which

might be considered as independent of renal function.

The interplay between bone, OCN and metabolism

The most pronounced association with serum OCN was found for PHP in plasma and urine.

PHP is a collagen-derived peptide and against this background PHP was discussed as potential

new, fast-responding marker for alterations in bone status or metabolism [16]. A study among

postmenopausal women [16] confirmed highly significant correlations of serum OCN with

urinary PHP as well as of both markers with other markers of bone turnover or dual X-ray

absorptiometry (DXA). These results are not surprising as during bone turnover both the

collagenous and the non-collagenous parts of the organic matrix are resorbed and newly

Fig 2. Boxplots for the four most significantly associated metabolites according to quartiles of serum

osteocalcin concentration.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184721.g002
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synthesized, releasing degradation intermediates like PHP. The association of the serum OCN

concentration with PHP is further supported by the observed positive association between

serum OCN and the urinary glycylproline concentration. Glycylproline is a dipeptide and part

of the primary structure of collagen. This finding is most likely due to the concurrent release

of both OCN and glycylproline during bone remodeling. For X-18927, an unknown metabo-

lite, no further information is currently available. However, the strong correlation of X-18927

with PHP and glycylproline suggests a functional link between these three metabolites.

Other detected metabolites, for example kynurenine, seem to be linked to OCN and bone

metabolism in a rather indirect manner. Kynurenine is a degradation product of tryptophan

and was positively associated with OCN in the present study. The Hordaland Health Study [17]

Table 2. Plasma and urine metabolites significantly associated with the serum osteocalcin concentration.

Metabolite Class N β (95%-CI)* FDR

Plasma

2-aminoheptanoate Lipid 879 0.164 (0.076; 0.252) 2.55E-02

3-hydroxyisobutyrate Amino Acid 905 -0.207 (-0.308; -0.106) 1.54E-02

3-methyl-2-oxobutyrate Amino Acid 910 -0.091 (-0.143; -0.039) 3.02E-02

pipecolate Amino Acid 900 -0.192 (-0.289; -0.095) 1.81E-02

kynurenine Amino Acid 908 0.092 (0.041; 0.143) 2.85E-02

citrulline Amino Acid 909 0.096 (0.044; 0.149) 2.55E-02

prolylhydroxyproline Amino Acid 909 0.706 (0.629; 0.784) 1.20E-58

phenylalanyltryptophan Peptide 852 0.147 (0.062; 0.231) 3.02E-02

N-acetylcarnosine Peptide 701 0.162 (0.078; 0.246) 1.93E-02

X—11378 Unknown 908 0.168 (0.071; 0.265) 3.02E-02

X—12104 Unknown 758 -0.136 (-0.213; -0.059) 3.02E-02

X—16394 Unknown 907 0.097 (0.040; 0.154) 3.51E-02

Urine

tiglyl carnitine Amino Acid 921 -0.151 (-0.223; -0.078) 4.83E-03

prolylhydroxyproline Amino Acid 921 0.603 (0.537; 0.668) 2.31E-60

riboflavin (Vitamin B2) Cof. and Vit. 900 -0.305 (-0.487; -0.122) 4.12E-02

glycylproline Peptide 912 0.508 (0.424; 0.591) 3.02E-28

HPMA Xenobiotics 845 -0.284 (-0.451; -0.116) 3.73E-02

hydroxycotinine Xenobiotics 448 -1.228 (-1.887; -0.569) 1.57E-02

1-methylurate Xenobiotics 908 0.316 (0.134; 0.498) 2.93E-02

X—02249 Unknown 900 0.373 (0.180; 0.566) 1.15E-02

X—12095 Unknown 918 -0.155 (-0.242; -0.067) 2.41E-02

X—12170 Unknown 917 -0.134 (-0.205; -0.064) 1.15E-02

X—12689 Unknown 919 -0.207 (-0.293; -0.121) 3.81E-04

X—13840 Unknown 609 -0.592 (-0.919; -0.265) 2.10E-02

X—12511 Unknown 921 0.280 (0.144; 0.417) 4.83E-03

X—17306 Unknown 751 -0.343 (-0.550; -0.136) 4.13E-02

X—17308 Unknown 917 0.203 (0.117; 0.290) 4.70E-04

X—18927 Unknown 819 0.596 (0.507; 0.685) 1.55E-33

X—21201 Unknown 666 -0.265 (-0.428; -0.102) 4.85E-02

95%-CI = 95% confidence interval; FDR = false discovery rate to correct for multiple testing; HPMA = S-(3-hydroxypropyl)mercapturic acid; Cof. and Vits. =

Cofactors and Vitamins.

*linear regression models adjusted for age, sex, waist circumference, physical activity, estimated glomerular filtration rate, intake of oral contraceptive or

hormone replacement therapy and smoking behavior.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0184721.t002
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discovered a relation between tryptophan metabolism and bone mineral density (BMD)

whereby kynurenine showed a positive association to BMD in middle-aged women and men

and older women. However, an in vitro study revealed opposite findings by reporting that tryp-

tophan increased OCN expression in bone mesenchymal stem cells (BMMSC) and mediates

increased proliferation of BMMSC, while kynurenine had no influence on OCN expression and

exerts inhibitory effects on BMMSC proliferation [18]. The associations between tryptophan

metabolism and BMD or OCN may further be modulated by inflammation. The key step of

tryptophan degradation is catalyzed by an enzyme called indoleamin 2,3-dioxygenase 1 (IDO1).

The enzyme activity seemed to be increased by inflammation, especially by IFN-γ [17]. In in
vitro experiments the blockage of IDO led to decreased osteoblastogenesis and IDO1 knockout

(IDO-/-) mice showed osteopenia with decreased amounts of osteoblasts and increased amounts

of osteoclasts [19]. Possibly, even subclinical inflammation could be able to increase kynurenine

concentrations by changing expression of IDO1 and reduce BMD by inducing bone resorption.

Increased bone resorption, in turn, could be a potential promoter of increased serum OCN.

Citrulline, which was positively associated with OCN, is a non-proteinogenic amino acid

that is either ingested or produced endogenously. It is a side product during arginine degrada-

tion in the synthesis of nitric oxide (NO). NO is an important signaling molecule in almost

every tissue, including bone [20] and in vitro studies indicated a reliance of NO availability for

proliferation of osteoblast-like cells [21]. NO also improves blood circulation [22], which may

enhance bone nutrition and oxygen supply. Additionally, several previous studies demonstrated

a correlation between bone health and cardiovascular disease [23]. Up to now, the mechanisms

behind this interplay are not fully understood. The relation between OCN and NO might pro-

vide a possible explanation and the basis for future research. Another possible explanation for

the association between plasma citrulline and OCN might be found in energy metabolism. As

mentioned above, OCN seems to have protective effects towards development of diabetes and

the metabolic syndrome. Citrulline treatment in vitro, using hepatic cell lines [24], or in vivo, in

rodent models fed a high-fat diet, improved insulin sensitivity and decreased circulating insulin

concentrations [25]. Citrulline also seems to be a predictor for the metabolic syndrome [26] and

a mice model simulating type 1 diabetes mellitus showed increased plasma citrulline concentra-

tions [27]. Altogether the anti-diabetic effects of OCN and citrulline seem congruent with each

other. However, whether the involved mechanisms are interlinking with each other is specula-

tive. Previous studies revealed that OCN is influencing K+
V-channels [28] and GPRC6A [29] in

pancreatic islet cells, but the exact role of citrulline in energy metabolism remains unclear.

OCN and surrogates of lifestyle

In the present study, we observed a negative relation between OCN and urinary riboflavin,

known as vitamin B2, a metabolite that cannot be synthesized endogenously. A previous study

investigating more than 5300 elderly subjects proposed that a higher dietary riboflavin intake

leads to slightly higher BMD in the femoral neck and lumbar spine but not to a reduced frac-

ture risk [30] which is in contrast to our findings. However, the inverse associations observed

here might be due to individual capacities of vitamin B2 uptake from the intestine or successful

reabsorption within the kidneys which would finally lead to a decreased vitamin B2 excretion.

Unfortunately, plasma concentrations of vitamin B2 were not assessed in the present study

and hence we can only speculate about the endogenous availability of vitamin B2.

OCN was also inversely associated with urinary hydroxycotinine, a metabolite derived from

tobacco metabolism [31]. Moreover, OCN was also linked to S-(3-hydroxypropyl)mercapturic

acid (HPMA) another metabolite related to smoking. HPMA, as intermediate in acrolein

metabolism, is a toxic and carcinogenic agent common in tobacco, food and the environment
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[32]. A Turkish study discovered decreased serum OCN concentrations in pregnant smoking

women as well as in umbilical blood of their newborns. Interestingly, the effect on newborns is

even demonstrable among mothers passively exposed to smoke [33] but an explanation is still

outstanding. With respect to bone health, previous studies showed that smoking is a risk factor

for osteoporosis [34] and is related to impaired BMD in older men [35] and premenopausal

women [36]. Several mechanisms were proposed [34] which might explain the association

between smoking and impaired BMD. Cigarette smoking impairs collagen synthesis and alters

the circulating amount of several growth factors. Moreover, smoking influences the produc-

tion and secretion of sexual, calciotropic and adrenocortical hormones. Altered concentrations

of these hormones are also known to be related to an impaired BMD.

Beside the xenobiotic hydroxycotinine, the urinary concentration of 1-MU was positively

related with OCN. 1-MU is a metabolite of caffeine or theophylline and therefore detectable in

coffee or tea drinkers [37]. Coffee consumption seems to have multiple effects on bone metab-

olism. Long-term coffee consumption was associated with a slightly impaired BMD among

Swedish women, but not with an increased fracture rate [38]. An in vivo investigation in

rodents showed that caffeine also seems to increase osteoclast numbers [39]. These data are

consistent with the present result, considering that higher circulating OCN concentrations

may be related to a reduced BMD in elderly subjects [40, 41].

OCN associations distinct from bone metabolism

The inverse relation between OCN and pipecolate cannot be explained directly, but via its

source lysine [42]. Lysine seems to boost osteoblast proliferation but an immediate influence

of lysine on OCN could not be detected [43]. Apart from that, lysine is an activator of

GPRC6A, the OCN receptor [44]. Decreased plasma concentrations of pipecolate might thus

indicate diminished lysine degradation which in turn might provoke an attenuated induction

of GPRC6A and hence higher OCN concentrations. However, plasma lysine concentration

was not related to the serum OCN concentration in the present study and further studies are

required to elucidate a possible mechanism behind this association.

Besides pipecolate, serum OCN was inversely related to intermediates of valine degradation,

namely 3-hydroxyisobutyrate (3HIB) and 3-methyl-2-oxobutyrate (3M2O), pointing towards

an implication on energy metabolism and glucose turnover. 3HIB was shown to promote trans-

endothelial fatty acid (FA) transport and subsequent accumulation of fat in muscle tissue favor-

ing local insulin resistance [45]. OCN deficient mice demonstrated decreased glucose tolerance

and accumulation of body fat [3], which can also be provoked by insulin resistance. Neverthe-

less, OCN seems to have rather global effects on energy metabolism by influencing pancreatic

beta cells via the GPRC6A [29] receptor and inhibiting K+
V-channels [28]. These channels are

inhibited by ATP in times of sufficient glucose supply and therefore essential for the regulation

of insulin release. Further research is necessary to investigate whether the systemic effects of

OCN and the local effects of 3HIB are functionally related. 3M2O is located further upstream in

the valine degradation pathway than 3HIB. This strengthens the indication towards a possible

functional relation between serum OCN and valine degradation.

Strengths and limitations

Our study has strengths and some potential limitations. Metabolomics is a powerful tool for

clinical research, since it is able to compress influences from genetics, environment, health

behavior and interventions in intermediate phenotypes, which consist of final downstream

products of various pathways. Since our findings depend on study region and measurement

procedures they should be regarded as hypothesis generating. Replication in other cohorts and
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pharmacological intervention studies are needed to confirm our results and to obtain possible

causal relations. Furthermore, epidemiological studies, especially cross-sectional analyses, are

generally not suitable to prove causal relations.

Conclusion

We firstly investigated the interrelations between serum OCN and the plasma and urine meta-

bolome by untargeted MS data in a large study. The discovered metabolites were, as expected,

mostly related to bone and energy metabolism with several metabolites assignable to both

fields. However, most of the metabolites were previously unknown to be related to OCN. Alto-

gether our results highlight the role of OCN in bone metabolism and support, although in a

limited way, an influence of OCN on whole-body metabolism. Further experimental work is

necessary to investigate the interaction between OCN and the discovered metabolites, espe-

cially those related to energy homeostasis.
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