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1. Einleitung

1.1 Bedeutung von Ubergewicht und Fettgewebe

Ubergewicht gilt als eines der bedeutsamsten Probleme fiir die 6ffentliche Gesundheit
im 21. Jahrhundert. Laut Schatzungen der WHO sind zwischen 30 und 80% der
Erwachsenen in den Landern der Europdischen Region Ubergewichtig (1). Seit den
1980er Jahren hat sich die Pravalenz der tibergewichtigen Erwachsenen verdreifacht
und erreicht epidemische AusmaRe (1). Ubergewicht ist ein tragender Risikofaktor fir
ischamische und hypertensive Herzkrankheiten, ischdmische Schlaganfalle sowie fur
die Entwicklung einer Vielzahl von Karzinomen, z.B. dem Kolon- oder
Endometriumkarzinom. Mehr als dreiviertel der Diabetes mellitus Typ 2-Falle sind
ursachlich auf Ubergewicht zuriickzufuhren (1). Jahrlich verursachen die
Folgeerkrankungen des Ubergewichtes mehr als eine Million Todesfalle sowie mehr
als 12 Millionen krank verbrachte Lebensjahre in der Européischen Region (1). Diese
Entwicklung stellt gesundheitspolitisch eine massive Herausforderung dar. Durch
steigende direkte Kosten wie haufigere und zeitaufwandigere Arztbesuche sowie
durch indirekte Kosten wie Produktivitdtsverluste und Einkommenseinbul3en, kommt

es zu 6konomischen Belastungen fir die Gesellschatft.

Generell ist Ubergewicht ein Zeichen des Ungleichgewichtes zwischen Energiezufuhr
und Energieverbrauch (2, 3). Gemal} den Vorgaben der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) wird der Body-Mass-Index (BMI) als Indikator fiir Ubergewicht genutzt (4). Der
BMI ist ein MalR zur Bewertung der Kérpermasse im Verhaltnis zur Korperoberflache.
Laut WHO liegt Normalgewicht bei einem BMI zwischen 18,50 kg/m2 und 24,99 kg/m?
vor. Als Ubergewicht oder Praadipositas wird ein Body-Mass-Index zwischen
25,00 kg/m? und 29,99 kg/m? definiert. Fettleibigkeit, oder Adipositas, hingegen
beginnt definitionsgemal ab einem BMI von 30,00 kg/mz (1).

Wahrend eine Ubermalige Akkumulation von Fettgewebe negative Konsequenzen flr
die Gesundheit hat, ist ein der Norm entsprechender Korperfettanteil unverzichtbar.
Das Fettgewebe befindet sich in der Unterhaut und an Organen und ist der wichtigste
Energiespeicher des Menschen. Fettgewebe fungiert dartberhinaus als endokrines
Organ (5) und sezerniert Gber die Fettgewebszellen eine Vielzahl von Hormonen, wie
Leptin, Resistin, Adiponektin und Chemerin (6—-8). Zudem wirkt es Uber die Sekretion

weiterer bioaktiver Molekile, wie dem Enzym Aromatase, auf die Biosynthese der
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Ostrogene ein und somit auch im Knochenstoffwechsel (6-8). Es hat auBerdem eine
tragende Rolle in der Aufrechterhaltung des Glukosehaushalts (2, 6-8). Verschiedene
Reize, wie u.a. das oben genannte Ungleichgewicht zwischen Energiezufuhr und
Energieverbrauch, kénnen jedoch zu einer Adipozytenhyptertrophie mit Ubergewicht
und Fettleibigkeit fuhren (14).

1.1.1 Adipokine

Adipokine (syn. Adipozytokine) sind Proteine, die endokrin aktiv sind. Sie werden von
Adipozyten produziert und sezerniert (3). Unter pathophysiologischen Bedingungen
kénnen sie auch von anderen Zellen, wie Makrophagen, Fibroblasten oder Myozyten
hergestellt werden (9). Mit ihren komplexen, regulatorischen Eigenschaften
beeinflussen Adipokine u.a. die Insulinempfindlichkeit und die Glukose- und
Gewichtsregulation sowie den Energiestoffwechsel (3). Aktuell sind zahlreiche
Adipokine identifiziert. Zu den bekanntesten Adipokinen gehoren Leptin, Adiponektin,
Resistin, Visfatin, Chemerin und Apelin sowie die Zytokine TNF-a und IL-6 (3). Eines
der bislang am besten erforschten Adipokine ist Leptin. Es hemmt physiologisch das
Hungergefuhl (10). Die vielversprechende Idee von Leptin als medikamentésem
Appetitzigler wurde jedoch verworfen, als bekannt wurde, dass ubergewichtige
Personen eine Leptinresistenz ausbilden und sich die erhoffte Wirkung auf die

Zielneuronen nicht beobachten lasst. (10).

Adipokine haben mannigfaltige Auswirkungen auf das Immunsystem, indem sie pro-
oder antiinflammatorisch wirken und weisen dadurch eine enge Verbindung zu
verschiedenen chronischen Inflammationskrankheiten auf (3, 9, 11, 12).
DarUberhinaus belegten zahlreiche weitere Studien die Beeinflussung von
Entzindungsprozessen durch Adipokine (13-15). In den vergangenen Jahren wurden
zudem vermehrt Studien publiziert (7, 9, 13-16), die sich mit der Beeinflussung des
Knochenumbaus durch Adipokine beschéaftigen. Adiponektin z.B., wirkt Uber die
Stimulation von Osteoblastenrezeptoren fordernd auf die Osteoblastogenese und
beeintrachtigt somit indirekt die Neuentstehung von Osteoklasten. Seine
Konzentration ist bei adipdsen, bzw. Gibergewichtigen Probanden erniedrigt, unterliegt

aber auch einem altersabhangigen Anstieg (9).

Insgesamt ist die derzeitige Studienlage zu den verschiedenen Adipokinen und vor

allem zu deren klinischem Nutzen zwar vielversprechend, lasst aber noch keine
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abschlieBende Beurteilung zu. Um den klinischen Nutzen der Adipokine in
Zusammenhang mit Fettleibigkeit und weiteren Erkrankungen besser verstehen zu

kénnen, werden weitere experimentelle, als auch epidemiologische Studien bendtigt.

1.1.2 Chemerin

Chemerin ist seit 2007 ein Mitglied der Adipokinfamilie (17). Die Erstbeschreibung
erfolgte schon 1997, damals als Tazarotene-induziertes-Gen 2 Protein in
psoriatrischen Hautlasionen (18). Es ist ein 16 kDa schweres Polypeptid, welches
zunéachst als 18 kDa schweres Pra-Prochemerin, bestehend aus 163 Aminoséauren,
sezerniert wird (17, 19-21). AnschlieBend entsteht durch die Abspaltung am N-
terminalen Ende ein biologisch inaktives Prochemerin mit 143 Aminosauren (21). Es
wird angenommen, dass der Grof3teil des zirkulierenden Chemerins im menschlichen
Kdrper als inaktives Prochemerin vorliegt (19, 20, 22). Durch eine Abspaltung am C-
terminalen Ende des Prochemerins, entstehen verschiedene Isoformen, die
unterschiedliche biologische Aktivitat aufweisen. Die biologisch aktivste Form, das
Chem157S, entsteht nach Abspaltung von Aminosauren durch extrazellulare
Proteasen (19, 20, 22, 23). Bislang wurden drei G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
beschrieben, an die Chemerin bindet (23). Dazu zéhlen der Chemokine Rezeptor-
like 2 (CCRL2), der Orphan-Rezeptor GPR1 sowie der Chemokine-like-Rezeptor 1
(CMKLR1) (23). Der grofite Anteil der bis dato erforschten biologischen Aktivitat von
Chemerin wird der Bindung an CMKLR1 zugeschrieben (23).

Seitdem 2007 beschrieben wurde, dass Chemerin und sein Rezeptor CMKLR1 von
weillem Fettgewebe sezerniert werden und deren Genexpression mit zunehmender
Differenzierung der Adipozyten und somit auch mit zunehmender Fettmasse stark
ansteigen, besteht ein Interesse daran, Chemerin in Zusammenhang mit Adipositas-
assoziierten Erkrankungen genauer zu erforschen (24). CMKLR1 beeinflusst als
Rezeptor eines Adipokins die Neuentstehung und Ausreifung der Adipozyten (24, 25).
Die Anwesenheit von Chemerin in den frihen Entstehungsphasen der Adipozyten ist
essenziell (24, 25). Wird Chemerin oder sein Rezeptor CMKLR1 blockiert oder
neutralisiert, kommt es nicht zur Ausdifferenzierung in reife Adipozyten (24, 25).
Ebenso ist ein Verlust an CMKLR1 assoziiert mit einer Reduktion der Kérperfettmasse
und des Ubergewichtes (20, 25). Jedoch finden sich hohe Genexpressionen von
Chemerin und CMKLRZ1 nicht nur in weil3em Fettgewebe, sondern u.a. in der Plazenta,

-8-



Leber, Lunge, im braunen Fettgewebe, sowie in den Nieren und der
Skelettmuskulatur(23, 24).

1.2 Knochen
1.2.1 Osteoporose

Osteoporose zahlt zu den systemischen Erkrankungen des Skelettsystems. Ihr
zugrunde liegt eine Abnahme der Knochenmasse sowie eine Verschlechterung der
Mikroarchitektur des Knochens (26). Aussagen der WHO zufolge, gehort sie zu den
zehn bedeutsamsten Erkrankungen der Welt und stellt ein immer grol3er werdendes
Problem in der Allgemeinbevolkerung dar (26, 27). Der aktuell festgelegte
Goldstandard zur Osteoporosediagnostik ist die Dual-Rontgen-Absorptiometrie (DXA)
(26, 27). Laut WHO kann definitionsgemald von einer Osteoporose gesprochen
werden, wenn die Knochenmineraldichte mindestens 2,5 Standardabweichungen (SD)

unter dem Durchschnitt junger, gesunder Erwachsener liegt.

Klinisch tritt die Osteoporose Uber Frakturen in Erscheinung, besonders im Bereich
des Femurs und der Wirbelséule. Sie ist zwar Uberwiegend eine Alterserkrankung,
kann sich jedoch auch bei Jingeren manifestieren (7, 23). Aufgrund des Ruckgangs
der Geburtenrate und der gleichzeitig alter werdenden Bevolkerung soll Schatzungen
zufolge im Jahr 2030 jeder 5. Bewohner der OECD- Lander tber 65 Jahre alt sein. In
Deutschland soll der Anteil der Gber 65- jahrigen dann sogar bei 29% liegen (27). Im
Hinblick auf diese Entwicklung ist mit einem vermehrten Auftreten von
osteoporotischen Frakturen und damit verbundenen Krankenhausaufenthalten zu
rechnen. Dies wiederum wird zu stark ansteigenden Kosten fir das
Gesundheitssystem fihren. Des Weiteren resultiert durch frakturbedingte
Immobilisationen eine erhebliche Einschrankung der Lebensqualitdt fur die
Betroffenen (27).

Als schitzend vor Osteoporose gilt vor allem eine ausgewogene mechanische
Belastung des Knochens (27). Eine Reihe an Risikofaktoren hingegen wird als
fordernd fir die Entstehung einer Osteoporose angesehen (27). Hierzu zahlen
modifizierbare Faktoren, wie vor allem Untergewicht (definiert als BMI unter 20 kg/m?),
Nikotinkonsum sowie ein riskanter Alkoholkonsum (27). Da Frauen etwa viermal

haufiger von Osteoporose betroffen sind als Manner, zahlen das weibliche Geschlecht,
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aber auch die Postmenopause sowie ein hohes Lebensalter und die Einnahme von
Medikamenten wie Steroiden, Antiandrogenen, Antiepileptika, Antidepressiva, u.v.m.,
als nicht-modifizierbare Triggerfaktoren (6, 7, 26, 27).

1.2.2 Entstehung von Osteoblasten, Osteoklasten und Adipozyten

- Praosteoklasten - Osteoklasten

Praostecblasten Osteoblasten

Hamatopoetische
Stammzelle

Mesenchymale ‘

Stammzellen

"

Fraadipozyten - Adipozyten

=

Abbildung 1: Entstehung von Osteoblasten, Osteoklasten und Adipozyten. Eigene
Darstellung.

Der Knochen gehort zu den dynamischen Geweben des Korpers, die einem
lebenslangen Auf- und Abbau unterliegen. Ziel des Umbauvorgangs ist die Bildung
einer optimalen Knochenarchitektur unter Berucksichtigung der individuellen
Belastung. Wie Abbildung 1 zeigt, gehen die auf- und abbauenden Zellen des
Knochens malgeblich von zwei Zellreihen aus: den mesenchymalen und den
hamatopoetischen Stammzellen. Die aus den mesenchymalen Stammzellen
hervorgehenden Osteoblasten, sind am Knochenaufbau, die aus den
hamatopoetischen Stammzellen entstehenden Osteoklasten am Knochenabbau
beteiligt. Knochenauf- und -abbau stehen physiologisch im Gleichgewicht, jedoch
kénnen verschiedene Faktoren dazu fiihren, dass die empfindliche Homdostase
zugunsten eines vermehrten Knochenabbaus bzw. eines vermehrten Knochenaufbaus

verschoben wird (9, 11). Kurzzeitig kommt dieser Mechanismus in Form der
-10 -



Frakturheilung zu tragen. Langerfristig resultierende Folgen einer manifesten Stérung
der Knochenhomoostase sind Osteoporose bzw. Osteopenie, sowie das

entsprechende Gegenstick, die Osteopetrose (9, 28).

1.3 Zusammenhang zwischen Chemerin und Knochen

Sowohl Praadipozyten als auch Praosteoblasten differenzieren aus den gleichen
Vorlauferzellen, den mesenchymalen Stammzellen (Abbildung 1). Chemerin
beeinflusst die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen, wie eine
experimentelle Studie von Muruganandan et al. nachweisen konnte (29). Wird
Chemerin und damit sein zugehériger Rezeptor CMKLR1 blockiert bzw. kommt es zur
Unterbrechung des Signalweges und der Expression von PPARYy, so nimmt auch die
Ausdifferenzierung der Adipozyten nahezu géanzlich ab. Gleichzeitig wird die
Osteoblastogenese gefordert (29). Muruganandan und Kollegen (29) fanden zudem
heraus, dass ein kompetitives Zusammenspiel zwischen dem Wnt-Signalweg, welcher
die Osteoblastogenese fordert, und PPARYy, welches die Adipogenese fordert, besteht.
Beide Signalwege wirken sich auf die Expression von CMKLR1 aus, wobei Wnt
stimmulierend und PPARy unterdrickend wirkt (29). Eine weitere experimentelle
Studie an Mausen von Zhao und Kollegen (46) kommt zu einem gegenteiligen
Ergebnis. Demnach soll Chemerin zusammen mit seinem Rezeptor CMKLR1 einen
positiven Einfluss auf den Knochenumbau haben, indem es durch die Beeinflussung
der Testosteronproduktion in das Gleichgewicht zwischen Osteoblasten- und
Osteoklastenentstehung einwirkt (30). Eine experimentelle Inaktivierung von CMKLR1
fuhrte  zu  erniedrigtem  Serumtestosteron und einem  Verlust von

Knochensubstanz (30).

Zudem gibt es eine Reihe von epidemiologischen Studien, die einen Zusammenhang
zwischen osteoporotischen Frakturen und Chemerin nachweisen konnten. Eine
querschnittliche Fall-Kontroll-Studie von He und Kollegen konnte bei 93 Probandinnen
ein gesteigertes osteoporotisches Frakturrisiko mit steigenden Chemerinwerten
nachweisen (31). Zum gleichen Ergebnis kamen Shi und Kollegen in einer Studie in
der Daten von 543 adipdsen Chinesinnen ausgewertet wurden (32), als auch die EPIC-
Studie aus Potsdam von Menzel und Kollegen mit 683 Frauen (33). Im Gegensatz
dazu zeigten Engin-Ustiin et al. bei 88 turkischen postmenopausalen Frauen, die an

Osteoporose erkrankt waren, niedrigere Chemerinwerte im Vergleich zu einer
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knochengesunden Kontrollgruppe (34). Ebenso zeigten Terzoudis und Kollegen bei
120 Patienten mit entzindlichen Darmerkrankungen eine inverse Assoziation

zwischen Chemerin und dem Auftreten von Osteoporose (14, 34).

1.4 Herleitung der Fragestellung

In der Vergangenheit durchgefuhrte experimentelle Studien (16, 25, 29, 30, 35) haben
zwar einen Zusammenhang zwischen Chemerin und dem Knochenstoffwechsel
zeigen konnen, lieferten jedoch zum Teil gegensatzliche Ergebnisse. Entsprechende
Beobachtungsstudien sind durch kleine Probandenzahlen limitiert. Zudem lag der
Fokus der uberwiegenden Mehrzahl der Studien auf postmenopausalen Frauen,
sodass es keine bzw. kaum verwertbare Ergebnisse fur das méannliche Geschlecht
gibt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, mit den Erkenntnissen der genannten
Studien als Grundlage, den Zusammenhang zwischen Chemerin und der
Knochenqualitat in der Allgemeinbevolkerung genauer zu beleuchten. Dabei war auch
von Interesse, ob eine relevante Effektmodifikation durch den BMI auftritt.
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2. Methoden

2.1 Die Study of Health in Pomerania

Nach der Wiedervereinigung zwischen Ost- und West-Deutschland im Jahr 1990
wurde deutlich, dass die Lebenserwartung im Gebiet der ehemaligen DDR geringer
war als die im ehemaligen West-Deutschland. Dartber hinaus zeigte sich, dass der
Anstieg der Lebenserwartung im ehemaligen Ost-Deutschland Uber die letzten
Jahrzehnte vor der Wiedervereinigung deutlich geringer ausgefallen war als im
ehemaligen West-Deutschland. Zudem gab es innerhalb des Ost-Gebietes ein in
Hinblick auf die Lebenserwartung auffallendes Nord-Sud-Gefélle mit der niedrigsten
Lebenserwartung im Nordosten Deutschlands. Um diese Unterschiede hinreichend zu
erlautern fehlten jedoch bis dato stichhaltige Informationen. Aus diesem Grund wurde
in den 1990er Jahren der Forschungsverbund Community Medicine an der Universitat
Greifswald gegriindet und die Study of Health in Pomerania (SHIP) als eine
bevdlkerungsbezogene und epidemiologische Studie ins Leben gerufen. Diese sollte
die auslésenden Risikofaktoren fur die beobachteten Unterschiede in der
Lebenserwartung identifizieren und damit die Frage nach der hohen Mortalitat im

Bereich des Nordostens klaren (36).

Die SHIP-Studienregion umfasst Vorpommern, jedoch ohne die Inseln Riigen und
Usedom. Die Probanden wurden udber reprasentative Stichproben aus den
Einwohnermelderegistern ausgewahlt und anschlieend durch das Insitut fir
Community Medicine kontaktiert. Berticksichtigt wurden dabei diejenigen Manner und
Frauen, die zum Zeitpunkt der Stichprobenziehung ihren Hauptwohnsitz im o.g.
Untersuchungsgebiet hatten, zwischen 20 und 79 Jahre alt waren und die deutsche
Staatsbirgerschaft besal3en. Die Basisuntersuchungen der SHIP-Kohorte fanden
zwischen 1997 und 2001 statt. Etwa 10 Jahre spater wurde eine zweite, unabhangige
Kohorte (SHIP-Trend) gestartet. Fir diese Kohorte wurde eine weitere reprasentative
Stichprobe der 20 bis 79-jahrigen Einwohner der Studienregion, mit marginalen
Anderungen an den Ré&ndern, gezogen. Voraussetzung fir den Einschluss in die
Stichprobenziehung waren wiederum ein Erstwohnsitz im festgelegten
Untersuchungsgebiet, die deutsche Staatsbirgerschaft und keine Teilnahme an der

ursprunglichen SHIP-Kohorte. Die Basisuntersuchungen der SHIP-Trend-Kohorte
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fanden zwischen 2008 und 2012 mit 4420 Probanden (Response 50,1%) statt (36—
38).

Das Studiendesign folgt den Prinzipien der Deklaration von Helsinki und wurde vom

Ethikkomitee der Universitat Greifswald genehmigt (36—39).

2.2 Studienpopulation

Die hier verwendeten Daten stammen aus der Basisuntersuchung der SHIP-Trend-
Kohorte. In dieser Studienwelle wurde allen Probanden im Untersuchungszentrum in
Greifswald eine quantitative Ultraschallmessung (QUS) an der Ferse angeboten, um
ihre Knochenqualitat abzuschatzen. Probanden, die im Rahmen von SHIP-Mobil an
anderen Standorten teilnahmen, konnten die QUS-Messung nicht wahrnehmen
(n = 482). Selbiges galt fur alle Teilnehmer, bei denen aufgrund von Frakturen in den
letzten 12 Monaten vor der Untersuchung, bestehender Immobilisation im Rollstuhl,
Implantaten, Amputaten o. A. unterhalb des Knies, Infektionen oder Wunden der
unteren Extremitat keine QUS-Messung erfolgen konnte (n = 82). Fur die Analysen in
der vorliegenden Studie wurden weiterhin alle Probanden ohne gultige Chemerin-
Messwerte (n = 93) ausgeschlossen als auch diejenigen mit Chemerin-Messwerten
Uber dem 99. geschlechtsspezifischen Perzentil (n = 44). Des Weiteren fuhrten eine
zum Studienzeitpunkt bestehende Schwangerschaft (n=7) sowie
Nierenerkrankungen mit einer geschatzten glomerularen Filtrationsrate (eGFR) unter
30 ml/min/1,73m? (n =1) als auch ein Parathormon-Spiegel tber 120 pg/ml zum
Ausschluss von den Datenanalysen (n = 7). Die Einnahme von Medikamenten, die auf
den Knochenstoffwechsel Einfluss nehmen (n =77), sowie fehlende Angaben in
confundierenden Variablen (n =45) waren ebenfalls Selektionskriterien fur die
vorliegenden Untersuchungen. Fir die Analysen standen somit Daten von 3583
Probanden zur Verfugung; davon waren 1803 Frauen und 1780 Manner (Abbildung
2).

Die Durchfuihrung des Studienprogramms fand nach sachgerechter Aufklarung und
schriftichem Einverstandnis statt. Dabei erfolgten standardisierte medizinische
Untersuchungen sowie eine Blutentnahme. Des Weiteren wurden mittels eines
vorgegebenen computerassistierten Anamnesebogens Informationen Uber Alter,

Geschlecht, den sozio-demographischen Hintergrund, die medizinische Anamnese
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und das Gesundheitsverhalten der Probanden dokumentiert. Alle Medikamente, die in
der Woche vor der Datenerhebung eingenommen wurden, sollten zu den
Anamneseerhebungen mitgebracht werden. Diesen wurde entsprechend des
Anatomisch-Therapeutisch-Chemischen Klassifikationssystems (ATC-Code) der
Wirkstoffname zugeordnet. Zur Bestimmung des BMI wurden die Kérpergrof3e und das
Korpergewicht mit geeichten Gerdten gemessen. Die Rauchgewohnheiten der
Probanden wurden in drei Kategorien (,nie“, ,aktuell”, ,ehemals®) eingeteilt. Wer sich
weniger als eine Stunde pro Woche koérperlich erttichtigte, wurde als sportlich inaktiv
kategorisiert. Das glykosylierte Hamoglobin (HbAlc), ebenso wie die Serumkreatinin-
und die Plasmafibrinogenkonzentration wurden mit standardisierten Methoden im
Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der Universitdtsmedizin

Greifswald gemessen.

[ SHIP-Trend (N=4420) ]

- SHIP-Mobil: Keine QUS Messung (n=482)

- Kontraindikationen bzw. nicht verwertbare QUS Daten (n=82)

[ n=3856

- Fehlende Chemerin Messwerte (n=93)
- Chemerin > geschlechtsspezifisches 99% Perzentil (n=44)

n=3719

- Schwangerschaft (n=7)

- Nierenerkrankung (eGFR < 30 ml/min/1,73m?, n=1)

- PTH > 120 pg/ml (n=7)

- Einnahme von Medikamenten mit Einfluss auf den
Knochenstoffwechsel (n=77)

[ n=3628

l - Fehlende Werte in den Confoundern (n=45)

Studienpopulation (n=3583) l

Abbildung 2: Flow-Chart zur Selektion der Studienpopulation.
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Medikamente mit Einfluss auf den Knochenstoffwechsel: Bisphosphonate, selektive
Ostrogenrezeptormodulatoren, Vitamin D, Parathormon, Glukokortikoide zur systemischen
Anwendung. eGFR, geschatzte glomerulare Filtrationsrate; PTH, Parathormon; QUS,
guantitativer Ultraschall

2.3 Chemerin-Messung

Die Entnahme der Blutproben in SHIP-Trend erfolgte bei allen Probanden in
Ruckenlage zwischen 7.00 Uhr morgens und 13.00 Uhr mittags. Etwa zwei Drittel der
Studienteilnehmer waren bei der Blutabnahme nuchtern mit mehr als achtstindiger
Nahrungskarenz. Die aus der Vena cubiti des Unterarmes entnommenen Proben
wurden entweder sofort untersucht oder zur spateren Bearbeitung bei -80°C
eingelagert. Die Chemerin-Konzentration wurde im EDTA-Blutplasma Uber einen
ELISA bestimmt (Mediagnost, Reutlingen, Germany). Die im Rahmen der Studie
ermittelten Variationskoeffizienten betrugen 5,8% fir hohe und 5,5% fir niedrige

Chemerin-Konzentrationen.

2.4 QUS-Messung

Um die Knochenfestigkeit der Probanden zu ermitteln, wurde in sitzender Position eine
QUS-Messung beidseitig am Calcaneus durchgefuhrt (Abbildung 3).

-

Abbildung 3: Schematische Darstellung der QUS-Messung am Calcaneus mit dem Achilles
InSight.

Alle Messungen wurden von dafir speziell ausgebildeten Untersucherinnen
durchgefuhrt, die initial zertifiziert und jahrlich re-zertifiziert wurden. Als Kontaktmittel
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fur das auf Wasserbasis funktionierende Ultraschallgerat Achilles InSight (GE Medical
Systems Ultrasound; GE Healthcare, Chalfont St Giles, U.K) wurde Alkohol verwendet.
Das Gerat erfasst die  Schallgeschwindigkeit (SOS) sowie die
Breitbandultraschallabschwachung (BUA) des Ultraschallsignals beim Durchtritt durch
den Calcaneus. Diese sind abhéngig von der individuellen Knochenstruktur. Aus den

beiden Messwerten wird der Steifigkeitsindex (Sl) wie folgt berechnet (27, 40):

Sl = (0,67 x BUA) + (0,28 x SOS) — 420.

Aus dem Sl wiederum kann, Uber den Vergleich mit den Werten einer jungen gesunden
Referenzpopulation, das individuelle osteoporotisch bedingte Frakturrisiko abgeleitet
werden. Wird bei einem Probanden ein SI unterhalb der
-2,5fachen Standardabweichung (SD) vom Referenzdurchschnitt beobachtet, liegt ein
hohes osteoporotisches Frakturrisiko vor. Bei Werten zwischen der -2,5fachen SD und
der -1fachen SD im Vergleich zum Referenzdurchschnitt, liegt ein mittleres
osteoporotisch bedingtes Frakturrisiko vor. Bei Werten oberhalb der -1fachen SD vom
Referenzdurchschnitt liegt ein niedriges osteoporotisches Frakturrisiko vor (27, 40).

2.5 Statistische Analysen

Die Angabe von kategorisierten Daten erfolgte in Prozent, wahrend kontinuierliche
Daten als Median mit 25. und 75. Perzentil angegeben wurden. Fir Gruppenvergleiche
wurden sowohl Kruskal-Wallis-Tests (kontinuierliche Daten) als auch x2-Tests
(kategorisierte Daten) verwendet. Wenn nicht anders beschrieben, wurde ein p-

Wert < 0,05 als statistisch signifikant erachtet.

In geschlechtsspezifischen linearen Regressionsmodellen wurden die Assoziationen
zwischen Chemerin und den QUS-basierten Parametern BUA, SOS und Sl analysiert.
Dabei zeigte sich eine Effektmodifikation (p <0,10) durch den BMI bei den
Assoziationen zwischen Chemerin mit BUA und Sl bei den Mannern und zwischen
Chemerin mit SOS und S| bei den Frauen. Aufgrund dessen wurden alle
nachfolgenden Analysen nach Geschlecht und den BMI-Gruppen gemalR der
Bestimmung der WHO (< 25 kg/m?, 25- 29 kg/m?, = 30 kg/m?) stratifiziert. Alle Modelle

wurden fur Alter, BMI, kdrperliche Aktivitat, Rauchen, Diabetes Mellitus, HbAlc,
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Fibrinogen und die eGFR adjustiert. Bei den Frauen wurde eine zusatzliche
Adjustierung fur die Einnahme oraler Kontrazeptiva bzw. menopausaler
Hormonersatztherapie vorgenommen. Weiterhin wurde das Vorliegen von
nichtlinearen Assoziationen Uberprift. Dazu wurden Modelle mit kubischen Splines mit
drei Knoten am 5., 50. und 95. Perzentil konstruiert und mittels Likelihood-Ratio-Test
der Model Fit geprift. Da dieser keine signifikante Verbesserung gegeniber dem
einfachen linearen Modell anzeigte, wurde auf die nichtlineare Modellierung verzichtet.
Zuséatzlich zu den linearen Regressionsmodellen  wurden logistische
Regressionsmodelle mit dem gleichen Confounderset gerechnet, bei denen die
Assoziationen zwischen Chemerin und dem osteoporotischen Frakturrisiko (mittleres
und hohes Risiko gemeinsam vs. niedriges Risiko) analysiert wurden. Aus den linearen
Regressionsmodellen wurden [-Koeffizienten mit Standardfehlern und p-Werten
berichtet, aus den logistischen Regressionsmodellen Odds Ratios mit 95%

Konfidenzintervallen.

Die Durchfuihrung der statistischen Analysen erfolgte mit SAS 9.4 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC).
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3. Ergebnisse

3.1 Charakteristika der Studienpopulation

Tabelle 1 zeigt die allgemeinen Charakteristika der Studienpopulation stratifiziert nach
Geschlecht und BMI-Gruppe. Es zeigte sich, dass ca. 60% der Frauen und ca. 78%
der Manner praadipds oder adipos waren. Adipdse Frauen und Manner waren zudem
alter und weniger haufig korperlich aktiv. Dartiber hinaus stieg mit ansteigendem BMI
auch die Zahl derer, die einen manifesten Diabetes mellitus hatten. Hinsichtlich des
Chemerins fand sich bei den mannlichen Probanden eine geringere Konzentration als
bei den Frauen, jedoch zeigte sich sowohl bei den mannlichen als auch bei den
weiblichen Teilnehmern ein Anstieg des Chemerins mit steigendem BMI. Hinsichtlich
der QUS-basierten Parameter zeigten die mannlichen Probanden insgesamt hdhere

BUA- sowie SI-Werte in allen BMI-Gruppen als die weiblichen Probanden.

3.2 Assoziationen zwischen Chemerin und den QUS-Parametern

Die linearen Regressionsanalysen zeigten eine inverse Assoziation zwischen der
Plasmachemerinkonzentration und BUA bei den adipésen Mannern, jedoch keine
Assoziation zu SOS oder dem SI. Bei den adipésen Frauen waren Chemerin und SOS
sowie der Sl invers assoziiert (Tabelle 2). In allen anderen Subgruppen konnte keine
signifikante Assoziation zwischen Chemerin und den QUS-basierten Parametern
festgestellt werden. Eine zusatzliche Adjustierung der Modelle fur die Einnahme von
oralen Kontrazeptiva oder menopausaler Hormonersatztherapie bei den Frauen
anderte diese Zusammenhange nicht und ist daher an dieser Stelle nicht weiter

ausgefuhrt.
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Tabelle 1: Charakteristika der Studienpopulation stratifiziert nach Geschlecht und Body Mass Index

Charakteristika

N
Alter, Jahre
Sportlich aktiv, %
Diabetes Mellitus, %
Fibrinogen, g/l
Hormoneinnahme, %*
Chemerin, ng/ml
BUA, dB/MHz
SOS, m/s
Steifigkeitsindex
Frakturrisikot
Niedrig, %
Mittel/hoch, %

BMI
< 25 kg/m?2

392
41 (30; 54)

73,2

2,6
2,5(2,2; 3,2)
81 (69; 94)

114 (105; 124)

1563
(1548; 1587)

94 (83; 108)

64,5
35,5

Manner

BMI
25-29 kg/m?2

822
53 (41; 65)
71,8
7,9
2,8 (2,4; 3,3)
91 (79; 109)

117 (108; 128)

1562
(1540; 1589)

96 (84; 109)

68,6
31,4

BMI
2 30 kg/m2

566
57 (46; 66)
62,9
20,7
3,1(2,5; 3,5)
106 (90; 122)

119 (110; 129)

1563
(1539; 1585)

98 (86; 109)

73,7
26,7

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

<0,01
<0,01

0,98

0,06
0,01

BMI
< 25 kg/m?2

708
43 (33; 53)
69,4
1,6
2,8 (2,4; 3,3)
28,0
87 (75; 102)

108 (99; 118)

1565
(1543; 1588)

90 (79; 104)

61,7
38,3

Frauen

BMI
25-29 kg/m?2

613

54 (42; 64)
73,4
5,7

3,2 (2,7; 3,5)
16,2

104 (89; 121)

108 (99; 120)

1560
(1539; 1579)

89 (78; 102)

61,8
38,2

BMI
2 30 kg/m?

482
56 (45; 65)
67,6
16,6
3,4 (3,0; 3,9)
10,4
116 (101; 136)

111 (103; 120)

1560
(1539; 1582)

90 (80; 103)

66,2
33,8

<0,01
0,09

<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,18

0,23

Angegeben sind der Median (25.; 75. Perzentil) bzw. Anzahl oder Anteile. Die Unterschiede zwischen den BMI-Gruppen wurden mittels Chi-Quadrat-
Test (kategorisierte Daten) oder Kruskal-Wallis-Test (kontinuierliche Daten) auf statistische Signifikanz gepriift. BUA = Breitband-Ultraschall-
Abweichung; SOS = Schallgeschwindigkeit; Steifigkeitsindex = (0,67*BUA) + (0,28*SOS) - 420.

*Hormoneinnahme ist definiert als Einnahme von oralen Kontrazeptiva (ACT G03A), Ostrogen (ACT G03C), Progesteron (ACT G03D), und

Progesteron und Ostrogen in Kombination (ACT GO3F). 1QUS-basiertes osteoporotisches Frakturrisiko.



Tabelle 2: Assoziation zwischen der Plasmachemerinkonzentration und den QUS-basierten
Parametern stratifiziert nach Geschlecht und Body-Mass-Index

BMI <25 kg/m? BMI 25-29 kg/m? BMI 230 kg/m?

Geschlecht Outcome
3 SDfehler p 3  SDfehler p 3 SDfehler p

BUA 093 081 025-007 054 089-131 066 005
Ménner  SOS 1,95 232 040 003 147 099 -184 177 030
Stefgkells 117 110 029 004 072 095139 083 009
BUA 035 059 056 027 062 066066 065 031
Frauen  SOS 011 137 094 -012 141 093 525 151 <001
_Si;‘ﬂggkeits 026 071 071015 073 084-191 077 001

Die Schatzer (B) mit Standardfehler (SDfehler) und p-Wert stammen aus linearen
Regressionsmodellen bei denen ein Anstieg von Chemerin um eine Standardabweichung modelliert
wurde.

BUA = Breitband-Ultraschall-Abweichung; SOS = Schallgeschwindigkeit; Steifigkeitsindex =
(0,67*BUA) + (0,28*SOS) - 420. Die linearen Regressionsmodelle wurden flr Alter, sportliche
Aktivitat, Rauchstatus, Diabetes Mellitus, HbAlc, eGFR, Fibrinogen und den BMI adjustiert.

Die Assoziationen zwischen der Plasmachemerinkonzentration und dem QUS-basierten
osteoporotischen Frakturrisiko sind in Abbildung 4 illustriert. Bei den M&nnern zeigte sich
wiederum ausschlief3lich in der Gruppe der adipdésen Manner eine Assoziation. Mit Anstieg
des Plasmachemerins um eine Standardabweichung wurde hier eine erhéhte Chance flr
ein mittleres/hohes Frakturrisiko beobachtet. Eine &hnliche Beziehung zeigte sich in der
Gruppe der adipdsen Frauen, diese verfehlte aber die statistische Signifikanz (p = 0,10).
Weder in der Gruppe der normalgewichtigen noch in der Gruppe der praadipdsen

Probandinnen konnten vergleichbare Assoziationen beobachtet werden.

-21-



Mainner Frauen

»
[e)}
]

P
™
|

L
N
1
I
1
1
1
1
1
I
1
I
1
1
1
1
1
I
1
I
1
1
1
1
1
]
I
1
1
1
1
1
I
1
I
1
]
1
1
1
1
I
1
1
1
1
1
1
I
1
]
1
1
1
1
1
1
]
1
1
1
1

,.H

o
1
1
—]

Odds Ratio (95% KI)

o
[o]
]

o
o

BMI<25 BMI 25-29 BMI=30 BMI<25 BMI 25-29 BMI=30
kg/m? kg/m? kg/m? kg/m? kg/m? kg/m?

Abbildung 4: Assoziation zwischen der Plasmachemerinkonzentration und dem QUS-basierten
osteoporotischen Frakturrisiko stratifiziert nach Geschlecht und BMI Gruppen

Angegeben sind Odds Ratios mit 95% Konfidenzintervallen (KI) fir ein mittleres/hohes vs. ein
niedriges Risiko aus logistischen Regressionmodellen in denen ein Anstieg von Chemerin um eine
Standardabweichung modelliert wurde. Die Modelle wurden fir Alter, sportliche Aktivitat,
Rauchstatus, Diabetes Mellitus, HbAlc, eGFR, Fibrinogen und den BMI adjustiert.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Studie konnte erstmals der Zusammenhang zwischen der
Plasmachemerinkonzentration und den Komponenten der Knochenfestigkeit in einer
grof3en, randomisierten, populationsbasierten Kohorte betrachtet werden. Dabei wurden
signifikante inverse Zusammenhénge fir beide Geschlechter in der Gruppe der adiptsen
Probanden beobachtet; bei den M&nnern zwischen Chemerin und BUA, bei den Frauen
zwischen Chemerin und SOS sowie dem SI. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass ein hoher
Plasmachemerinwert mit einer hoheren Chance fur ein mittleres oder hohes
osteoporotisches Frakturrisiko assoziiert ist. Jedoch war auch dieser Zusammenhang auf
die adip6sen Probanden beider Geschlechter limitiert und konnte bei schlanken bzw.

lediglich praadipdsen Studienteilnehmern nicht gezeigt werden.

4.1 Vergleichende Ergebnisse anderer epidemiologischer Studien im Hinblick auf

die Assoziation zwischen Chemerin und Knochen

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Assoziationen bestatigen grol3tenteils die
Ergebnisse verschiedener vorheriger Studien, wenngleich das Studiendesign als auch die
Rahmenbedingungen deutliche Unterschiede aufweisen (31-33). So wiesen He und
Kollegen bei 93 Patientinnen mit Osteoporose hdhere Chemerinwerte nach als in der
entsprechenden gesunden Kontrollgruppe (31). Zudem konnte eine inverse Assoziation
zwischen Chemerin und der lumbalen sowie femoralen Knochenmineraldichte gezeigt
werden (31). Ahnliche Beobachtungen wurden auch in einer Studie von Shi und Kollegen
mit 543 adipdsen Chinesinnen getatigt (32). Auch hier wurde ein inverser Zusammenhang
zwischen Chemerin und der lumbalen, sowie femoralen Knochenmineraldichte beobachtet
(32). Diese Ergebnisse untermauern die Resultate der vorliegenden Arbeit, wenngleich sie
durch ein vorwiegend asiatisches und ausschlief3lich weibliches Patientenkollektiv in ihrer
Vergleichbarkeit limitiert sind. Auch die populationsbasierte EPIC-Studie aus Potsdam
lieferte lberwiegend vergleichbare Studienergebnisse (33). Dabei untersuchten Menzel und
Kollegen insgesamt 683 Frauen auf den Zusammenhang zwischen Chemerin und BUA.
Auch hier zeigte sich, dass eine hohe Plasmachemerinkonzentration mit einem niedrigen
BUA zusammenhéangt. Allerdings wurde in den Analysen keine Aufteilung nach BMI-

Gruppen vorgenommen (33). Zudem wurden ausschlie3lich peri- und postmenopausale
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Frauen in die Analysen eingeschlossen, sodass durch das Fehlen mannlicher Probanden
die Ergebnisse nicht vollumfanglich mit denen der vorliegenden Untersuchungen in der
SHIP-Trend-Population vergleichbar sind. Darliberhinaus wurden im Gegensatz zu dieser
Arbeit die Parameter SOS und Sl in EPIC nicht ausgewertet. Diese Daten wurden in der
EPIC-Studie zwar erhoben, fanden allerdings keinen Eingang in die Publikation (33).

Im Gegensatz zu den genannten Untersuchungen, die passend zu den vorliegenden
Ergebnissen einen Zusammenhang zwischen einer erhoéhten Plasmachemerin-
konzentration und einem gesteigerten osteoporotischen Frakturrisiko aufzeigen, stehen die
widerspruchlichen Ergebnisse zweier weiterer Studien (14, 34). Bei 88 tirkischen
Probandinnen, die an postmenopausaler Osteoporose erkrankt waren, konnten Engin-
Ustin und Kollegen niedrigere Plasmachemerinkonzentration zeigen als in der
entsprechenden Kontrollgruppe ohne manifeste Osteoporose (34). Ahnliche Ergebnisse
prasentierte eine Studie von Terzoudis und Kollegen, die an 120 griechischen Patienten mit
chronisch  entziindlichen  Darmerkrankungen den  Zusammenhang  zwischen
Plasmachemerin und Osteoporose untersuchte (14). Dort zeigten sich, wie bei Engin-Ustiin,
eine inverse Assoziationen zwischen Plasmachemerin und dem Auftreten von Osteoporose
(14, 34). Diese abweichenden Ergebnisse konnten durch die unterschiedliche Selektion der
Patienten erklart werden (14). Des Weiteren sind die untersuchten Stichproben relativ klein
und enthalten keine mannlichen Probanden, sodass eine Anwendbarkeit der Ergebnisse auf

die Allgemeinbevolkerung nicht gegeben ist.

4.2 Chemerin bei Adipositas

In der vorliegenden Arbeit konnte eine inverse Assoziation zwischen der
Plasmachemerinkonzentration und der Knochenfestigkeit bei beiden Geschlechtern
ausschlieBlich in der Gruppe der adipésen Probanden verdeutlicht werden. Eine mégliche
Erklarung dafur konnte in der Aktivierung von Chemerin in seine biologisch aktiven Formen
liegen. Chemerin wird zunachst als Chem163S sezerniert, ein inaktives Prochemerin,
welches Uber verschiedene Peptidasen wie Carboxypeptidase N/B2, oder Plasmin und
Elastase in Chem157S, seine aktive und potenteste Form, Uberfuhrt wird. Zusatzlich zu
Chem157S wird eine nicht aktive Form in den Blutkreislauf entlassen. An dieser Stelle

besteht ein entscheidender Unterschied in der Verteilung der Chemerinformen zwischen
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normalgewichtigen und adipdsen Personen. Wie Chang und Kollegen in ihrer Studie mit 37
Personen, aufgeteilt nach BMI-Gruppen, zeigten, fand sich nicht nur eine héherere
Plasmachemerinkonzentration bei adipdsen Teilnehmern, sondern auch ein quantitativer
Unterschied in der Sekretion der aktiven und inaktiven Chemerinformen zwischen den BMI-
Gruppen (19). Bei schlanken Probanden waren die Werte des inaktiven Chemerins hdher
und die des aktiven Chemerins niedriger als in der Gruppe der adipésen Studienteilnehmer
(19). Diese Resultate lassen den Ruckschluss zu, dass die Proteolyse und somit die
Aktivierung des inaktiven Prochemerin, Chem163S, bei normalgewichtigen Personen in
einem deutlich geringeren Umfang stattfindet (19, 20, 22). Das vermehrte Vorliegen aktiver
Chemerinformen bei adipésen im Vergleich zu normalgewichtigen Personen kodnnte
wiederum eine mdgliche Erklarung fir den negativen Einfluss von Chemerin auf die

Knochenfestigkeit in der BMI-Gruppe tber 30 kg/m? liefern.

4.3 Unterschiede BUA und SOS

Die vorliegenden Analysen aus SHIP-Trend stellten signifikante inverse Zusammenhénge
zwischen Chemerin und BUA bei adipdsen Mannern und zwischen Chemerin und SOS
sowie dem Steifigkeitsindex bei adip6sen Frauen heraus. Bei der hier verwendeten QUS-
Messung reflektieren die Faktoren BUA und SOS die Knochendichte (41, 42). SOS
beinhaltet zusatzlich Informationen zur Knochenelastizitdit und -festigkeit sowie zur
Mikroarchitektur des Knochens (40-42). Die verminderten BUA-Messwerte bei hohen
Plasmachemerinkonzentrationen deuten somit auf eine Verringerung der Knochendichte bei
adipdsen Mannern hin (40, 41 42). Bei adip6sen Frauen deuten die Assoziationen zur SOS
auf eine Schadigung der Mikroarchitektur des Knochens bei steigenden
Plasmachemerinkonzentrationen hin. Aus klinischer Sicht spielt diese recht spekulative
Interpretation jedoch keine entscheidende Rolle, da das osteoporotische Frakturrisiko durch

beide QUS-Parameter zuverlassig vorhergesagt werden kann (40—43).

4.4 Pathophysiologie — Hinweise aus experimentellen Studien

Wahrend vorausgehende Beobachtungsstudien zwar keine einheitlichen Ergebnisse
hinsichtlich der Assoziation zwischen Chemerin und der Knochenfestigkeit lieferten (16, 25,

29, 31-33, 35), zeigen sich jedoch mehrheitlich Assoziationen, die durch die vorliegenden
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Ergebnisse gestltzt werden. In einer Reihe aufwéndiger experimenteller Studien (16, 25,
29, 35) konnten Muruganandan und Kollegen potenzielle ursachliche Mechanismen
aufdecken. CMKLR1 wird als G-Protein- gekoppelter Rezeptor von verschiedenen Zelltypen
exprimiert. Dazu gehoren: mesenchymale Stammzellen, Adipozyten und Osteoblasten. Der
Rezeptor seinerseits wird durch Chemerin aktiviert (35, 44). Sobald die Signaliibertragung
Uber CMKLR1 stattfindet, kommt es zu einer Differenzierung von mesenchymalen
Stammzellen in Adipozyten oder Osteoblasten. Dieser Vorgang erfolgt kompetitiv (44). Es
ist daher mdglich, dass durch CMKLR1 die Adipogenese erhtht und gleichzeitig die
Osteoblastogenese reduziert wird. Infolge einer experimentellen Blockade von CMKLR1 in
den Stromazellen des Knochenmarks von Versuchstieren (Mausen) kam es zur
Unterbrechung der Adipogenese, wahrend die Zeichen der Osteoblastogenese merklich
zunahmen (25). Daraus kann spekulativ abgeleitet werden, dass das hier beobachtete
erhohte osteoporotische Frakturrisiko bei steigenden Plasmachemerinwerten in der Gruppe
der adipdsen Probanden durch einen hodheren Korperfettanteil oder sogar einem
fetthaltigeren Knochenmark erkléart werden kénnte. Eine gesteigerte Chemerinsekretion
hatte schlie3lich zur Folge, dass die Differenzierung mesenchymaler Stammzellen
dahingehend beeinflusst wird, dass ein negativer Einfluss auf das Gleichgewicht zwischen

Knochenauf- und -abbau entsteht.

Wahrend Chemerin einerseits den Knochenumbau tber die Osteoblastogenese beeinflusst,
spielt es andererseits auch eine Rolle bei der Osteoklastogenese. Wie Abbildung 1 zeigt,
entstehen Osteoklasten aus hdmatopoetischen Stammzellen (HSC). Zunachst entwickeln
sich die ha&matopoetischen Stammzellen Uber M-CSF, den Makrophagen-Kolonie-
stimulierenden Faktor, und Interleukin-6, zu Praosteoklasten. Anschlie3end kommt es Uber
die Bindung von RANKL an seinen Rezeptor (RANK) an den Praosteoklasten und unter
dem Einfluss von Osteoprotegerin zur Entstehung ausgereifter Osteoklasten. MCSF, IL-6,
Osteoprotegerin und RANKL werden dabei durch Praosteoblasten sezerniert (35, 45).
Muraganandan und Kollegen konnten nachweisen, dass HSCs sowohl Chemerin als auch
CMKLR1 sezernieren. lhre diesbeziglich durchgefihrten experimentellen Tierversuche
weisen préazise darauf hin, dass die Blockade des Chemerinsignals zur Unterbrechung der
Osteoklastogenese fuhrt (25, 35). Dieser Effekt konnte als reversibel nachgewiesen werden,
sodass nach dem Aufheben der Blockade die Rekrutierung neuer Osteoklasten wieder

moglich war. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die Blockade des

-26-



Chemerinsignals keine zytotoxischen Auswirkungen hatte und das Ergebnis allein auf den
urspringlichen Chemerinentzug zurtckzufiihren ist. Chemerin wirkt demnach als
essentieller Bestandteil in der Osteoklastogenese. Dieser Mechanismus kodnnte
vielversprechend sein in Hinblick auf die Therapie pathologischer Knochenumbauvorgéange
und systemischer Skeletterkrankungen wie der Osteoporose oder Osteopenie. Es werden

allerdings weitere Studien bendétigt um diese Annahmen zu untermauern.

4.5 Starken und Limitationen

In dieser Studie wurden erstmalig die Auswirkungen von Chemerin auf die
Knochenfestigkeit im Rahmen einer grofRen, populationsbasierten Untersuchung
beleuchtet. Dabei war es aufgrund der hohen Probandenzahl mdglich, geschlechts- und
BMl-stratifizierte Analysen vorzunehmen. Um eine hohe Qualitdt der Datenerhebung zu
gewahrleisten, wurden alle Messungen von dafir speziell ausgebildeten und zertifizierten
Untersuchern durchgefthrt. Trotz vieler Starken dieser Studie gibt es auch einige
Einschrankungen, die im Folgenden genannt werden sollen. Von den vorliegenden
Analysen wurden u.a. diejenigen SHIP-Trend Probanden ausgeschlossen, die 12 Monate
vor der QUS-Messung Verletzungen, Operationen oder Implantate an der unteren
Extremitat hatten. Somit ist davon auszugehen, dass unsere Studienpopulation hinsichtlich
der Knochenfestigkeit insgesamt gestnder st als die Gesamtbevdlkerung.
Dementsprechend ist eine Ubertragung unserer Studienergebnisse auf eine weniger
gesunde Bevolkerung nicht vollumfanglich moglich. Des Weiteren ist die hier verwendete
QUS-Messung zwar nicht-invasiv, strahlungsfrei und ermoglicht eine gute Abschatzung des
osteoporotisch bedingten Frakturrisikos, jedoch ist die DXA derzeit der von der
Weltgesundheitsorganisation empfohlene Goldstandard fiir die Osteodensitometrie (40, 46—
48). Diese stand in SHIP-Trend nicht zur Verfigung. Daher kdnnen Untersuchungen, die
als osteodensitometrisches Verfahren die DXA nutzen, mit der vorliegenden Studie nicht
direkt verglichen werden. Eine zentrale Schwache ergibt sich zudem aus dem
Studiendesign als Querschnittsstudie, welche es nicht ermdglicht Kausalitdten zwischen

Chemerin und den gemessenen Ultraschallparametern nachzuweisen.
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4.6 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieser Arbeit zur Assoziation zwischen Knochenfestigkeit und Chemerin in
Bezug auf den BMI zeigen in der Gruppe der adipdsen Probanden fir beide Geschlechter
eindeutige Befunde. Steigende Plasmachemerinkonzentrationen gehen bei adipdsen
Probanden mit einem erh6hten QUS-basierten Risiko fur osteoporotische Frakturen einher.
Diese Ergebnisse aus der grof3en, populationsbasierten SHIP-Trend Studie bestatigen
vorausgehende epidemiologische Studien sowie die Schlussfolgerungen verschiedener
experimenteller Untersuchungen. Erstmalig konnte eine eindeutige Assoziation zwischen
Plasmachemerin und der Knochenfestigkeit bei Mannern gezeigt werden, wenngleich
dieses Ergebnis auf adipose Probanden limitiert war. Insgesamt bietet sich damit eine
vielversprechende Ausgangslage fur die Aufdeckung weiterer Verbindungen zwischen
Adipositas, Chemerin und der Knochenfestigkeit. Jedoch sind zusatzliche Studien

erforderlich um einen konkreten klinischen Nutzen zu ermitteln.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Adipositas und Osteoporose stellen immer grol3er werdende Herausforderungen fur das
Gesundheitssystem dar. Beide Erkrankungen gehen mit erheblichen negativen
Auswirkungen fiir die Betroffenen einher. Ubergewicht ist mit der Entstehung von Diabetes
mellitus, sowie einer Erh6hung des Blutdrucks und dem Auftreten eines inflammatorischen
Phanotyps assoziiert. Wiederrum ist die Plasmakonzentration des Adipokins Chemerin bei
Ubergewichtigen oder adipdsen Patienten erhodht. Kleinere Beobachtungsstudien zeigen,
dass erhdhtes Plasmachemerin zudem mit einem Verlust an Knochensubstanz in
Verbindung steht. Die Ergebnisse vorheriger Studien zu diesem Thema waren jedoch durch
ihre kleine Teilnehmerzahl, ihr Studiendesign oder ihre ausschlief3lich weibliche Kohorte
nicht auf die Allgemeinbevdlkerung Gbertragbar. Dies ist daher die erste populationsbasierte
Studie, die den potentiellen Zusammenhang zwischen Chemerin und der Knochenqualitat
in der Allgemeinbevolkerung untersucht hat. Zudem wurde der Einfluss des Body-Mass-
Index (BMI) auf den genannten Zusammenhang bericksichtigt.

Fur diese Arbeit wurden Daten von 3583 Teilnehmern der Study of Health in Pomerania
(SHIP)-Trend untersucht. Die Probanden wurden nach Geschlecht und BMI-Gruppen in
normalgewichtig (BMI<25 kg/m?), tbergewichtig (BMI 25-29 kg/m?) und adipds (=30 kg/m?)
eingeteilt. Die Plasmachemerinkonzentration wurde im EDTA-Plasma der Probanden
bestimmt. Die Messung der Knochenqualitat erfolgte mittels quantitativen Ultraschalls
(QUS) an der Ferse.

Die statistischen Analysen (lineare und logistische Regressionsmodelle) zeigten bei
adipdsen Probanden einen signifikanten inversen Zusammenhang zwischen Chemerin und
der Knochenfestigkeit (Breitbandultraschallabschwachung bei Mannern,
Schallgeschwindigkeit und Steifigkeitsindex bei Frauen) sowie eine erhdhte Chance fir ein
mittleres oder hohes QUS-basiertes Frakturrisiko. Bei normal- und Ubergewichtigen
Probanden gab es keinen Hinweis auf signifikante Assoziationen zwischen den
untersuchten Parametern. Chemerin hat somit bei adip6sen Mannern und Frauen einen

negativen Einfluss auf die Knochenfestigkeit.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass dies die erste Studie ist, die an einem grol3en
Studienkollektiv den Zusammenhang zwischen Plasmachemerin und der Knochenqualitat

in Abhangigkeit vom BMI statistisch umfassend gepruft hat. Es wurden verschiedene
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Hypothesen zum pathophysiologischen Zusammenhang zwischen Chemerin und den QUS-
Parametern diskutiert. Eine abschlielRende Erklarung kann mit den vorhandenen Daten aber
nicht geliefert werden. Um den klinischen und therapeutischen Nutzen fur den Patienten
genauer herauszuarbeiten als auch zur Findung neuer Therapie- und Diagnosekonzepte,

sollten weitere Studien folgen.
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ABSTRACT

Chemerin is an adipokine associated with parameters of inflammation and the metabolic
syndrome. Small observational studies suggested that high circulating chemerin levels are
also related to bone erosion. We aimed to determine whether plasma chemerin levels are
related to bone quality in the general population and to investigate the influence of body
mass index (BMI) on that relation. For our analyses we obtained data from 3,583 adults who
participated in the population-based Study of Health in Pomerania (SHIP)-Trend. The
participants were divided into three groups according to their BMI: lean (<25 kg/m?),
overweight (25-30 kg/m?), and obese (=30 kg/m?). Chemerin concentrations were
determined in EDTA plasma (Mediagnost, Reutlingen, Germany). Bone quality was
assessed using quantitative ultrasound at the heel (Achilles InSight, GE Healthcare, U.K.).
The broadband ultrasound attenuation (BUA), speed of sound (SOS), stiffness index, and
the osteoporotic fracture risk were derived from this measurement. Sex- and BMI-specific
linear regression models revealed inverse associations between chemerin levels and BUA
in obese men. In obese women inverse relations between chemerin levels and SOS or
stiffness index were found. Logistic regression models revealed positive associations
between chemerin levels and the osteoporotic fracture risk. In lean or overweight subjects
no statistically significant associations were found. Our sex- and BMI-specific analyses
showed that inverse associations between chemerin levels and bone quality are restricted
to obese men and women. The observed association may be due to a chemerin-induced
negative affect on bone metabolism, possibly due to abrogation of osteoblastogenesis or

stimulation of adipogenesis.

-38-



INTRODUCTION

Obesity and osteoporosis are rising public health concerns which seem to be interrelated.
Both conditions are associated with severe morbidity, an increased mortality rate, and rising
costs for the health-care system (1-5). Bone is a dynamic connective tissue that underlies
constant remodelling (6-9) with different parameters influencing the fragile balance between
bone formation and resorption. Interestingly, osteoblasts and adipocytes have the same
progenitor, the mesenchymal stem cell, which either undergoes osteoblastogenesis or
adipogenesis. Thus, when adipogenesis outweighs, bone rebuilding activity may decrease

(3,6-8).

Adipose tissue is a crucial endocrine organ that produces and secretes a plurality of
adipokines which exert pleiotropic effects and are involved in the regulation of food intake,
lipid and glucose metabolism, insulin resistance, inflammation and other biological
processes (10). Furthermore, adipokines are cell signalling proteins that may affect bone
remodelling via different pathways, such as RANKL (8,11-13). Moreover, it was found that

osteoblasts and osteoclasts are variably activated by different adipokines (14).

The number of discovered adipokines is immense and constantly increasing. While the
functions of the earlier identified adipokines, such as adiponectin and leptin have already
been well investigated, the role of more recently identified adipokines like chemerin needs
to be evaluated (15). Chemerin, also known as tazarotene-induced gene 2 protein (TIG2),
is secreted as 18-kDa prochemerin that requires further extracellular C-terminal processing
to generate the 16-kDa active chemerin (16). It is highly expressed in white adipose tissue,
lungs and liver (17). Chemerin exerts its biological effects mainly through the CMKLR1

receptor, which mRNA is especially expressed in white adipose tissue and immune cells

-39-



(17). Chemerin is assumed to regulate adipocyte development, glucose metabolism and to
modify metabolic functions in mature adipocytes (18,19). Furthermore, experimental data
from rats showed that chemerin and its receptor CMKLR1 may play an important role in
osteoblastogenesis, bone mineralisation, as well as inhibition of osteoclastogenesis (20).
Another experimental study revealed that rising chemerin levels in hematopoietic stem cells

modulate higher osteoclastogenesis (21).

So far, only few studies (22-25) have investigated the associations between circulating
chemerin levels and bone mineral density (BMD) or osteoporosis in humans. From these
studies, inverse relations between serum chemerin levels and lumbar BMD in obese
postmenopausal women (24) or lumbar and femoral BMD (23) in elderly men and women
have been reported. However, there are also conflicting data, as serum chemerin levels
were found to be higher (23) or lower (22) in patients with osteoporosis compared to healthy

controls.

Overall, experimental studies (20,21) provided first indications for a role of chemerin in bone
remodelling, while observational studies in humans are still rare and mostly limited by small
sample sizes (22,23,25) or restricted to postmenopausal (22) or postmenopausal obese
women (24). Therefore, the aim of the present study was to investigate the association
between plasma chemerin levels and bone quality, assessed by quantitative ultrasound
(QUS) at the heel, in a large sample from the general population. Moreover we aimed to
examine the influence of body mass index (BMI) on that association as both plasma

chemerin levels and bone quality are related to it.
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MATERIAL and METHODS

Study population

SHIP-TREND is the second cohort of the Study of Health in Pomerania (SHIP), a population-
based research project in West Pomerania, a rural region in north-east Germany (26). A
stratified random sample of 8,826 adults aged 20-79 years was drawn from population
registries. Sample selection was facilitated by centralization of local population registries in
the Federal State of Mecklenburg-West Pomerania. Stratification variables were age, sex
and city/county of residence. Out of all invitations, 4,420 individuals chose to participate
(50.1% response) in the examinations between 2008 and 2012. The study followed the
recommendations of the Declaration of Helsinki and was approved by the ethics committee
of the University of Greifswald. SHIP data are publically available for scientific and quality
control purposes. Data usage can be applied for via www.community-medicine.de.

QUS measurements were offered to all SHIP-Trend participants, who were examined in the
main examination centre in Greifswald (n=3938). Participants who were examined in mobile
examination centres (n=482) could not opt for this measurement. Moreover, all subjects with
implants, prostheses, or amputations in or below the knee were excluded from the
measurements, as were participants with open wounds or infections below the knee. In
addition, we do not report data for wheelchair-bound participants, for participants whose feet
could not be placed correctly and for participants who reported injuries or surgeries during
the last 12 month before the SHIP-examinations (n=82). Of the 3856 SHIP-Trend
participants with QUS measurements, 93 subjects with missing chemerin values were
excluded. Moreover, 180 subjects were excluded due to the presence of at least one of the
following conditions: pregnancy, estimated glomerular filtration rate <30 mL/min/1.73 m?,

medication intake (bisphosphonates (anatomic-therapeutic-chemical [ATC] code MO5BA,
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MO5BB), selective estrogen receptor modulators (ATC G03XC), vitamin D (ATC A11CC),
parathyroid hormone (ATC HO5AA), glucocorticoids for systemic use (ATC HO2AB,
HO02BX)), parathyroid hormone >120 pg/ml, outliers for chemerin (values above the sex-
specific 99% percentile) or missing values for confounding factors. The final study population
comprised 3,583 individuals (1,780 men, 1,803 women).

Measurements

Information on age, sex, socio-demographic characteristics, and medical histories were
collected by computer-aided personal interviews. Smoking status and physical activity were
assessed by self-report. Standard digital scales were used to measure weight (to the nearest
0.1 kg) of subjects in light clothing and without shoes. Height was measured with a digital
ultrasound instrument (to the nearest 0.1 cm). BMI was calculated from the body weight in
kilogram and height in meters [BMI = kg/m?]. BMI was categorised into three groups: lean
(<25 kg/m?), overweight (25-30 kg/m?), and obese (=230 kg/m?). Hormone intake among
women was defined as hormonal contraceptives for systemic use (ACT GO0O3A), estrogens
(ACT GO03C), progesterons (ACT G03D), progesterons and estrogens in combination (ACT

GO3F).

In SHIP-Trend, venous blood samples were collected between 7 a.m. and 1 p.m. from the
cubital vein of subjects in the supine position. The majority (61.2%) of study participants
provided fasting (>8h) blood samples, the remaining samples (38.8%) were obtained from
non-fasting subjects. Aliquots were prepared for immediate analysis and for storage at -
80° C. Glycated hemoglobin (HbAlc) was determined by high-performance liquid
chromatography with spectrophotometric detection (Diamat Analyzer; Bio-Rad, Munich,
Germany). Plasma fibrinogen concentrations were measured according to the Clauss

method by coagulation analyzers (BCS-XP; Siemens Healthcare Diagnostics, Eschborn,
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Germany). Serum high-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP) concentrations were
determined by nephelometry on the Dimension Vista analytical system (Siemens Healthcare
Diagnostics, Eschborn, Germany). Serum concentrations of intact amino-terminal
propeptide of type | procollagen (PINP) and carboxy-terminal telopeptide of type I collagen
(CTX) were determined on the IDS-iISYS Multi-Discipline Automated Analyzer
(Immunodiagnostic Systems Limited, Frankfurt am Main, Germany). Serum creatinine
concentrations were determined with a modified kinetic Jaffé method with a sensitivity of
0.14-20.2 mg/dl (Dimension VISTA, Siemens Healthcare Diagnostics, Eschborn, Germany).
The creatinine-based eGFR was calculated using the four-variable Modification of Diet in
Renal Disease (MDRD) study equation (27): eGFR(crea) = 186 x serum creatinine 1154 x
age 9203 x (0.742 if female). Chemerin levels were determined in EDTA plasma using an
enzyme-linked immunosorbent assay technique (Mediagnost, Reutlingen, Germany). The
inter-assay coefficients of variation were 5.8% and 5.5% for low and high chemerin levels,

respectively.
Quantitative Ultrasound

Bone quality was assessed by quantitative ultrasound (QUS) at the heel using the Achilles
InSight device (GE Medical Systems Ultrasound, GE Healthcare, Chalfont St Giles, U.K.), a
water-based bone ultrasonometer. As previously described (28) the system measures the
frequency-dependent attenuation of the sound waves (BUA) and the speed of sound waves
(SOS) as they pass through the heel (os calcis). BUA and SOS were combined to form the
stiffness index according to the following formula: stiffness index = (0.67 x BUA) + (0.28 x
SOS) - 420. The system automatically compares individual stiffness index results to values
obtained in a young reference population. This reference population was provided with the

Achilles InSight and contains sex-specific data for Germany. Indices below the reference
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mean minus 2.5 standard deviations (SDs) were taken to indicate a high osteoporotic
fracture risk, indices above the reference mean minus 2.5 SDs but below the reference
mean minus 1 SD were taken to indicate a medium osteoporotic fracture risk and indices
above the reference mean minus 1 SD were taken to indicate a low osteoporotic fracture
risk. During the course of the study, two devices without systematic differences were used.
The measurements were performed successively on both feet of seated participants by

trained and certified examiners.

All examiners underwent an initial certification process and annual re-certifications. During
the annual re-certifications, each examiner performed two QUS measurements on the right
foot on each of five volunteers. Coefficients of variation (CV) were determined for intra-
observer [BUA 2.98%, SOS 0.39%, stiffness index 2.74%] and inter-observer variability

(BUA 3.47%, SOS 0.36%, stiffness index 3.29%). Alcohol was used as coupling agent.
Statistical analysis

Continuous data are expressed as median (25%"; 75" quartile), and nominal data are given
as percentage. For comparisons between BMI groups the Kruskal-Wallis test (continuous
data) or x>-test (nominal data) were used. In a first step, linear regression models adjusted
for age, physical activity, smoking, diabetes mellitus, HbAlc, eGFR, fibrinogen and BMI
were obtained to assess the associations between plasma chemerin levels and QUS
parameters, separately for men and women. In men, BMI was an effect modifier (interaction
term p<0.10) in the associations of chemerin with BUA and stiffness index. In women, BMI
was an effect modifier in the associations of chemerin with SOS and stiffness index.
Therefore, we decided to stratify all following analyses according to sex and BMI groups
(<25 kg/m2, 25-30 kg/m?, 230 kg/m?). The models were adjusted for age, BMI, physical

activity, smoking, diabetes mellitus, HbAlc, eGFR and fibrinogen. Among women,
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regression models were additionally adjusted for hormone intake in a further model. Possible
non-linear associations were tested in all models by including restricted cubic splines with
three knots located at the 51, 50", and 95" percentile (29). The likelihood ratio test indicated
no significant increase in model fithess. Therefore, no spline term was included in the
regression model. In a second step, logistic regression models with the same adjustment
set as mentioned above were calculated to analyze the association between chemerin levels
and medium/high osteoporotic fracture risk. A value of p < 0.05 was considered statistically
significant. Statistical analyses were performed with SAS 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC,

USA).
RESULTS

General characteristics of the study population are given in Table 1. About 78% of men and
60% of women were overweight or obese. Obese men and women were older, less often
physically active and had lower bone turnover marker concentrations compared to lean and
overweight subjects. Moreover, HbAlc, fibrinogen, hs-CRP levels and diabetes prevalence
increase whereas the eGFR decreases with rising BMI in both sexes (Table 1). With respect
to plasma chemerin levels, men had lower concentrations than women and a strong
increase over BMI groups was observed in both sexes. (Figure 1). Concerning the QUS
parameters, men showed overall higher BUA [men: 117 dB/MHz (108; 127); women: 109
dB/MHz (100; 119), p<0.01] and stiffness index values [men: 96 (84; 109); women: 90 (80;

103), p<0.01] than women.

Linear regression analyses indicated inverse associations of plasma chemerin with BUA in
obese men whereas no significant association with SOS or stiffness index was found in

these subjects (Table 2, Figure 2). In obese women, significantly inverse relations between

-45 -



chemerin and SOS as well as stiffness index became apparent. In lean or overweight men
or women, no significant association of chemerin with any of the QUS parameters became

apparent (Table 2, Figure 2).

With respect to osteoporotic fracture risk, descriptive statistics revealed lower plasma
chemerin levels among men and women with a low compared to those with a medium/high
fracture risk independent of the BMI group (Figure 1). Logistic regression analyses
demonstrated a positive association between plasma chemerin and a medium/high risk for
osteoporaotic fractures among obese subjects (Table 3). Among obese men, a one standard
deviation increase in chemerin was related to 27% higher odds for a medium/high risk vs. a
low risk for osteoporotic fractures. A similar trend was found in obese women who had a
21% higher odds for a medium/high risk vs. a low risk, even if the estimate barely missed
statistical significance (p=0.10). Interestingly, this relation was not seen in lean as well as

overweight men or women.

The additional adjustment for hormone intake did not alter the findings observed in women

(Tables 2 and 3).

DISCUSSION

In the present study we investigated the associations between plasma chemerin levels and
QUS-based parameters in the large population-based SHIP-TREND cohort. We observed
an inverse relation between chemerin levels and BUA among obese men, as well as
between chemerin levels and SOS or stiffness index in obese women. Moreover, positive
associations between chemerin levels and a medium/high risk for osteoporotic fractures in
obese men and women were observed. In lean or overweight subjects, no associations

between plasma chemerin concentrations and the QUS-based parameters were detected.
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Our analyses revealed inverse associations of chemerin with BUA in men and with SOS in
women. While BUA and SOS are both related to BMD, SOS is also related to
microarchitectural indices of bone, such as bone volume, trabecular number and trabecular
thickness, as well as bone strength and elasticity (30). Thus, our results indicate that the
bone loss observed with increasing chemerin levels in obese men may be due to a reduction
in BMD, while in obese women also a damage in bone microstructure may occur. However,
this interpretation is highly speculative and must be further examined. Moreover, from a
clinical point of view, it is secondary whether BUA, SOS or stiffness index are affected by
chemerin, as each of the QUS parameters can reliably predict fracture risk in elderly men
and women (31).

Previously, only few studies (22-25) assessed the association between circulating chemerin
and bone health. Two of these studies (23,24) reported an unfavourable effect of high
chemerin levels on bone health. Thus, chemerin levels were higher in 93 elderly Chinese
patients with osteoporosis than in 93 healthy controls (23). Moreover, inverse correlations
between chemerin and femoral as well as lumbar BMD were found in these subjects (23).
An inverse association between chemerin and BMD at the lumbar site was also reported in
a study among 543 obese Chinese women with postmenopausal osteoporosis (24).
Therefore, both studies are in line with our results of an association between increasing
chemerin concentrations with decreasing QUS-based bone quality in obese individuals. In
contrast, two other studies (22,25) reported conflicting data. Among 88 Turkish women with
postmenopausal osteoporosis chemerin levels were lower than in 88 postmenopausal
controls without osteoporosis (22). Additionally, chemerin was inversely associated with the
presence of osteoporosis in 120 Greek patients with inflammatory bowel disease (25).

These conflicting results can be explained by differences in sample sizes and study
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populations, e.g. the restriction to patients with inflammatory bowel disease (25) or the
relatively small patient sample that did not include men (22). The results obtained from the
latter studies (22,25) may therefore not be applicable to the general population. Interestingly,
there were no associations between chemerin and the QUS-based parameters in lean and
overweight subjects in our study population. Previous studies did not assess the relations
between chemerin and bone health according to adiposity, which may further contribute to

explain the different findings.

Although previous study results were at least in part conflicting, several studies including
ours suggest that chemerin unfavourably affects bone quality. In a series of well-designed
studies, Muruganandan et al. (8,20,21,32) detected a range of possible underlying
mechanisms that may elucidate this association. Chemerin activates the G-protein-coupled
receptor, CMLKR1 which is expressed by different cell types such as mesenchymal stem
cells, adipocytes and osteoblasts (21). Via signalling through CMLKR1, chemerin impacts
the competitive differentiation of mesenchymal stem cells into adipocytes or osteoblasts and
promotes adipogenesis. Recent data (32) demonstrated that next to the stimulation of
adipogenic signalling also the suppression of the osteogenic Wnt and Notch pathways are
affected by CMKLRL1 signalling. Changes in Notch signalling promoted by CMKLR1 mediate
the interaction between adipogenic PPAR-y signalling and osteoblastogenic Wnt signalling
(32). CMKLR1 signalling may thus increase adipogenesis and reduce osteoblastogenesis.
This is supported by the observation that in CMKLR1 knockdown in bone marrow stromal
cells adipocyte differentiation was abrogated while the expression of osteoblast markers
increased (20). In obese subjects with a large fat mass or fatty bone marrow, the higher
chemerin secretion from adipocytes may have an impact on the regulation of mesenchymal

stem cell differentiation causing an imbalance of bone homeostasis. In our study inverse
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associations between chemerin and bone quality were only evident in obese but not in lean
or overweight subjects. Therefore, we speculate that the above mentioned effects of
chemerin on bone homeostasis may only be detectable in obese subjects. However, these

assumptions must be proved in further studies.

Another possible explanation for the lack of results among lean subjects in our study could
lie in chemerin activation. Chemerin is secreted as inactive prochemerin (chem163S)
(10,33). Via proteolytic cleavage by several enzymes, such as plasmin, carboxypeptidase
B2 or carboxypeptidase N, an active form of chemerin (chem157S) is generated (10,33,34).
Next to these, further inactive chemerin variants are present in the circulation (34) and their
distribution differs between lean and obese subjects. In detail, Chang et al. (34) observed
that in obese patients undergoing bariatric surgery there is less inactive chemerin but more
of its other, probably processed, forms, than in lean control subjects. This finding suggests
a greater activation and proteolysis of prochemerin in obese patients compared to lean
controls (34). The increased activation in obesity in turn, may result into stronger negative
effects of chemerin on bone homeostasis and bone quality in obese than in normal weight

subjects.

As described above, chemerin acts on bone remodelling via osteoblastogenesis. Beyond
that, chemerin is essential for hematopoietic stem cell (HSC) osteoclastogenesis. Several
proinflammatory cytokines and proteins which are secreted from osteoblasts, such as MCSF
(macrophage colony-stimulating factor) and IL-6 induce the evolution from HSC in
preosteoclasts, while the enhancement to mature osteoclasts is triggered by
RANKL/RANK/OPG, which are as well secreted by osteoblasts (3,8,24). Chemerin
modulates NFAT2 expression, which is necessary in the early processes in osteoclastic

differentiation of HSCs (21,24,35). Numerous animal and cell culture studies confirmed
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these observations (21,35,36). Muruganandan et al. (21) even speculated that knockdown
of chemerin signalling may abrogate osteoclastogenesis and that chemerin neutralization
via antibodies could possibly have a therapeutic value for treating malfunctions of bone
remodelling, following the example of the therapeutic antibody denosumab. Ultimately,
various mechanisms linking chemerin and bone metabolism have been described and are

further supported by our results.

Strengths of this study include the large, population-based sample size which allowed us to
examine sex- and BMI-specific effects of chemerin on bone quality in a general population.
Additionally, the medical examinations that all study participants underwent, were performed
by certified examiners ensuring high data quality. Nevertheless, certain limitations apply to
this study. Our study population represents a subsample of the whole SHIP-Trend cohort,
namely those who participated in QUS measurements. Due to the fact that participants who
had injuries or surgeries in the last twelve months before the examination were excluded,
our participants are healthier than non-participants. Hence, our findings may not apply to a
more morbid population. Another limitation is the use of QUS instead of DXA, which is the
gold standard measurement for diagnosis of osteoporosis as recommended by the WHO
(37). However, QUS measurements have the advantage of being non-invasive and
radiation-free and also allow a good osteoporotic fracture risk estimation (38,39). Finally,
our cross-sectional study does not allow to draw causal implications from the observed

associations.

In conclusion, the present study revealed a significant inverse association between plasma
chemerin levels and bone quality in a population-based sample. It is important to emphasize
that this association was dependent on the subjects BMI and only apparent in obese men

and women. The observed association may be due to a chemerin-induced negative affect
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on bone metabolism, possibly due to abrogation of osteoblastogenesis or stimulation of
adipogenesis via CMKLR1. However, further longitudinal studies on chemerin and bone

metabolism are required.
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TABLES

Table 1. General characteristics of the study population stratified by sex and body mass index (BMI).

Men Women
BMI: <25kg/m? BMI: 25- BMI: 230kg/m? p BMI: <25kg/m? BMI: 25- BMI: 230kg/m? p
30kg/m?2 30kg/m?2
N 392 822 566 708 613 482
Age, years 41 (30; 54) 53 (41; 65) 57 (46;66) <0.0 43 (33; 53) 54 (42; 64) 56 (45;65) <0.0
1 1
Physical activity, % 73.2 71.8 62.9 <0.0 69.4 73.4 67.6 0.09
1
Smoking, % <0.0 <0.0
1 1
Never smoker 24.0 30.3 21.2 41.0 46.5 49.6
Ex-smoker 30.4 43.7 54.8 27.5 29.4 315
Current smoker 457 26.0 24.0 315 24.1 18.9
BMI, kg/m? 23.4 (22.0; 27.5 (26.3; 32.5(31.1; <0.0 22.4 (21.1; 27.2 (26.1; 33.3(31.3; <0.0
24.3) 28.7) 34.6) 1 23.7) 28.4) 36.3) 1
HbAlc, % 5.1(4.8;5.4) 5.3(4.9;57) 55(5.1;6.0) <0.0 5.0(4.7;53) 5.2(4.8;56) 54(5.0;5.8) <0.0
1 1
Diabetes, % 2.6 7.9 20.7 <0.0 1.6 57 16.6 <0.0
1 1
eGFR, 97 (86; 110) 87 (76; 102) 86 (74;99) <0.0 90 (80; 104) 85 (73; 100) 80 (70;94) <0.0
ml/min/1.73m?2 1 1
Fibrinogen, g/l 2.5(2.2;3.2) 2.8 (2.4;3.3) 3.1(2.5;3.5) <0.0 2.8 (2.4;3.3) 3.2(2.7; 3.5) 3.4(3.0;3.9) <0.0
1 1
hs-CRP, mg/If 0.74 (0.39; 1.00 (0.57; 1.73(0.94; <0.0 0.94 (0.51; 1.38 (0.77; 2.86 (1.34; <0.0
1.44) 1.87) 3.55) 1 1.99) 2.84) 5.28) 1
PINP, ng/mlt 54.2 (41.0; 42.4 (33.1; 39.3(31.1; <0.0 45.1 (34.0; 45.7 (34.9; 41.3 (32.8; <0.0
70.4) 54.1) 51.4) 1 61.3) 59.1) 55.0) 1
CTX, ng/mlt 0.36 (024; 0.50) 0.27 (0.18; 0.21 (0.13; <0.0 0.25 (0.16; 0.26 (0.16; 0.22 (0.14; <0.0
0.38) 0.31) 1 0.38) 0.38) 0.32) 1
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Hormone intake*, - - - - 28.0 16.2 104 <0.0
% 1
Chemerin, ng/mi 81 (69; 94) 91 (79; 109) 106 (90; 122) <0.0 87 (75; 102) 104 (89; 121) 116 (101; 136) <0.0
1 1
BUA, dB/MHz 114 (105; 124) 117 (108;128) 119 (110;129) <0.0 108 (99;118) 108 (99;120) 111 (103;120) <0.0
1 1
SOS, m/s 1563 (1584; 1562 (1540; 1563 (1539; 0.98 1565 (1543; 1560 (1539; 1560 (1539; <0.0
1587) 1589) 1585) 1588) 1579) 1582) 1
stiffness index 94 (83; 108) 96 (84; 109) 98 (86; 109) 0.06 90 (79; 104) 89 (78; 102) 90 (80; 103) 0.18
Risk for 0.01 0.23
osteoporaotic
fractures, %
Low risk 64.5 68.6 73.7 61.7 61.8 66.2
Medium/high 355 31.4 26.7 38.3 38.2 33.8
risk

Data are expressed as median (25th percentile; 75th percentile); nominal data are given as percentages. x2-test (nominal data) or

Kruskal-Wallis test (interval data) was used for comparisons between BMI groups. eGFR = estimated glomerular filtration rate; HbAlc =

glycated hemoglobin; hs-CRP = high-sensitivity C-reactive protein; PINP = intact amino-terminal propeptide of type | procollagen; CTX

carboxy-terminal telopeptide of type | collagen; BUA = broadband ultrasound attenuation; SOS = speed of sound; stiffness index

(0,67*BUA)+(0,28*S0S)-420. *Hormone intake is defined as hormonal contraceptives for systemic use (ACT G03A), estrogens (ACT

G03C), progesterons (ACT G03D), progesterons and estrogens in combination (ACT GO3F). tThs-CRP n=143 missings; PINP n=23

missings; CTX n=58 missings
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Table 2. Association between plasma chemerin and quantitative ultrasound parameters in men and women

stratified by body mass index (BMI).

BMI: <25kg/m? BMI: 25-30kg/m? BMI: 230kg/m?
Estimate per Estimate per Estimate per
SDincrease Stderr P SD increase Stderr P SDincrease Stderr P
in chemerin in chemerin in chemerin
Men
BUA -0.93 081 0.2 -0.07 0.54 0.8 -1.31 0.66 0.05
5 9
SOS -1.95 232 04 0.03 1.47 0.9 -1.84 1.77 0.30
0 9
stiffness -1.17 110 0.2 -0.04 0.72 0.9 -1.39 0.83 0.09
index 9 5
Women
Model without adjustment for hormone intake
BUA -0.35 059 05 0.27 0.62 0.6 -0.66 0.65 0.31
6 6
SOS -0.11 137 09 -0.12 1.41 0.9 -5.25 151 <0.0
4 3 1
stiffness -0.26 071 0.7 0.15 0.73 0.8 -1.91 0.77 0.01
index 1 4
Model with adjustment for hormone intake
BUA -0.37 059 05 0.30 0.62 0.6 -0.68 0.65 0.29
4 3
SOS -0.05 1.38 0.9 -0.03 1.42 0.9 -5.16 150 <0.0
7 8 1
stiffness -0.26 071 0.7 0.19 0.74 0.7 -1.91 0.77 0.01
index 1 9

Stderr = standard error; BUA = broadband ultrasound attenuation; SOS = speed of sound; stiffness index =

(0,67*BUA)+(0,28*S0S)-420. Hormone intake is defined as intake of hormonal contraceptives for systemic use (ACT



GO03A), estrogens (ACT GO03C), progesterons (ACT GO0O3D), progesterons and estrogens in combination (ACT GO3F).
Linear regression models were adjusted for age, physical activity, smoking, diabetes mellitus, HbAlc, eGFR, fibrinogen
and BMI.
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Table 3. Association between plasma chemerin and a medium/high risk for osteoporotic fractures in men and women

stratified by body mass index (BMI).

BMI: <25kg/m? BMI: 25-30kg/m? BMI: 230kg/m?
OR (95%-Cl) P OR (95%-Cl) P OR (95%-Cl) P
Men (cases/N) 138/392 258/822 151/566
per SD increase in 1.16 (0.90; 0.26 1.08 (0.90; 0.41 1.27 (1.03; 0.03
Chemerin 1.51) 1.29) 1.58)
Women (cases/N) 271/708 234/613 163/482
Model without adjustment for hormone intake
per SD increase in 0.99 (0.82; 0.96 0.97 (0.79; 0.74 1.21 (0.96; 0.10
Chemerin 1.20) 1.18) 1.52)
Model with adjustment for hormone intake
per SD increase in 1.00 (0.83; 0.99 0.96 (0.79; 0.72 1.21 (0.97; 0.10
Chemerin 1.21) 1.18) 1.52)

BMI = body-mass-index; SD = standard deviation; OR = odds ratio; Cl = confidence interval. Hormone intake is defined
as intake of hormonal contraceptives for systemic use (ACT GO03A), estrogens (ACT GO03C), progesterons (ACT
GO03D), progesterons and estrogens in combination (ACT GO3F). Logistic regression models were adjusted for age,

physical activity, smoking, diabetes mellitus, HbAlc, eGFR, fibrinogen and BMI.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1.  Sex-specific box-plots for plasma chemerin according to body mass index (BMI)
and quantitative ultrasound (QUS)-based osteoporotic fracture risk. Kruskal-
Wallis tests revealed significant differences (p<0.01) in plasma chemerin levels
between the BMI groups in men and women independent of the osteoporotic

fracture risk.

Figure 2. Association between plasma chemerin and BUA, SOS, or stiffness index
stratified by body mass index (BMI) and sex. Linear regression models
were adjusted for age, physical activity, smoking, diabetes mellitus, HbA1lc,
eGFR, fibrinogen and BMI. BUA = broadband ultrasound attenuation; SOS

= speed of sound; stiffness index = (0.67*BUA)+(0.28*S0OS)-420.
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7.2. Erklarung zum Eigenanteil der Dissertationsschrift
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