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1. Einleitung 

 

1.1. Multiples Myelom: Epidemiologie, Pathophysiologie und Diagnose 

Das multiple Myelom (MM) ist die zweithäufigste hämatologische Neoplasie mit einer 

altersabhängigen Inzidenz von etwa vier Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner/ Jahr. Die 

Erkrankung ist durch eine klonale und unkontrollierte Proliferation von aberranten, terminal 

differenzierten Plasmazellen (Myelomzellen) im Knochenmark gekennzeichnet. Seltener liegt eine 

Expansion außerhalb des Knochenmarks vor (�extramedulläres Myelom�). Als Plasmozytom im 

engeren Sinne wird dagegen ein lokalisierter Tumor aus malignen Plasmazellen ohne 

Knochenmarkinfiltration bezeichnet.  

Je nach Typ des Myeloms sezernieren die atypischen Plasmazellen ein monoklonales 

Immunglobulin (IgG in ca. 50%, IgA in ca. 25%, selten IgD oder IgM) bzw. freie Leichtketten vom 

Typ kappa oder lambda (Bence-Jones-Myelom, ca. 20%), welche im Serum und/oder Urin in 

erhöhter Konzentration nachweisbar sind. Aufgrund einer Hemmung der Bildung polyklonaler, 

funktionsfähiger normaler Immunglobuline auf Prä-B-Zellebene kommt es zu einem 

Antikörpermangelsyndrom. Infektionen stellen die häufigste Todesursache bei dieser Erkrankung 

dar.  

Die malignen Plasmazellen führen außerdem bei fast allen Patienten zu einem gesteigerten 

Knochenabbau. Dabei kann es konsekutiv zur Bildung von Osteolysen, pathologischen Frakturen, 

einer diffusen Osteopenie und/oder Hyperkalzämie kommen (�myeloma bone disease�). Die 

Mechanismen dieses Phänomens werden unter 1.2. detaillierter beschrieben.  

Die Diagnose des MM ist an bestimmte Kriterien gebunden und gilt als gesichert, wenn mindestens 

zwei der folgenden Punkte erfüllt sind [1]: 

• Nachweis eines monoklonalen Paraproteins im Serum und/oder Urin 

• Vorhandensein von Osteolysen im Skelettsystem  

• Nachweis einer mindestens 10% Knochenmarkinfiltration durch atypische Plasmazellen  

Die Stadieneinteilung des MM kann nach der Klassifikation nach Durie und Salmon erfolgen [2]. Die 

neuere Einteilung ist die Differenzierung zwischen asymptomatischem (smoldering) MM, das nicht 

behandlungsbedürftig ist, und symptomatischem, behandlungsbedürftigem MM. Letzteres besteht bei 

Vorliegen von Paraprotein-assoziierten Gewebe- oder Organschäden (u.a. Serum-Calcium > 2,75 

mmol/l, Kreatinin > 2 mg/dl, Anämie mit einem Hämoglobinwert von mehr als 2 g/dl unterhalb der 

Normgrenze oder < 10 g/dl, Osteolysen oder Osteoporose mit Kompressionsfrakturen, u.a.) [1]. 



 6

Eine neuere Stadieneinteilung nach dem International staging system (ISS), die für symptomatische 

Myelome gilt, berücksichtigt die Serumwerte von Albumin und β2-Mikroglobulin und ist in erster 

Linie zur Abschätzung der Prognose von Bedeutung [3].  

 

 

1.2. Knochenstoffwechsel beim multiplen Myelom   

Die gesteigerte Knochenresorption ist das wichtigste klinische Phänomen beim multiplen Myelom. 

Etwa 80% der Patienten zeigen zum Zeitpunkt der Diagnose osteolytische Läsionen bzw. eine 

diffuse Osteopenie. Auf zellulärer Ebene (Knochenhistomorphometrie) konnte gezeigt werden, dass 

die Knochenresorption sogar Jahre vor der radiologischen Manifestation und dem Auftreten 

klinischer Symptome einsetzt. Klinisch äußert sich die gesteigerte Knochenresorption vor allem in 

Form von Knochenschmerzen, osteopenischen Veränderungen und pathologischen Frakturen. Diese 

Knochenereignisse üben einen sehr wichtigen Einschnitt in die Lebensqualität der Patienten aus. 

Eine Rückbildung der Osteolysen durch die Therapie gelingt selten: Studien zeigen, dass auch nach 

erfolgreicher Chemotherapie trotz Remission der Erkrankung eine progressive Entwicklung der 

Osteolysen beobachtet werden kann. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit einer rechtzeitigen 

Intervention in den gesteigerten Knochenmetabolismus, die ein grundlegendes Verständnis der 

Mechanismen der Entstehung von Osteolysen voraussetzt.  

Der Knochenumbau („bone remodeling”) ist ein physiologischer Prozess, bei dem unter normalen 

Bedingungen ein Gleichgewicht zwischen der Bildung neuer Knochensubstanz durch Osteoblasten 

und dem Abbau von Knochen durch Osteoklasten besteht. Beim multiplen Myelom kommt es zu 

komplexen Interaktionen zwischen Myelomzellen und Osteoklasten sowie Osteoblasten, die über 

verschiedene Zytokine gesteuert werden und zu einer z.T. exzessiven Knochenresorption mit 

fehlender reaktiver Knochenformation führen. Quantitative Knochenbiopsien zeigen eine vermehrte 

Anzahl und eine erhöhte Aktivität der Osteoklasten bei Myelompatienten [4]. Initial kann die 

Aktivität der Osteoblasten als Reaktion auf die Osteoklasten-Aktivierung ebenfalls ansteigen [4]. 

Während des weiteren Verlaufs der Erkrankung findet jedoch typischerweise eine Entkopplung der 

Osteoklasten- und Osteoblastenaktivität statt („uncoupling“) [5].  

Kürzlich publizierte Daten legen nahe, dass ein aktiver Knochenstoffwechsel im Gegenzug die 

Proliferation der Plasmazellen stimuliert. So konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass 

ovarektomierte Mäuse mit einem gesteigerten Knochenumbau nach Injektion von Myelomzellen ein 

rascheres Tumorzellwachstum entwickelten als nicht ovarektomierte Tiere [6].  
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1.3. Interaktionen von Myelomzellen mit Osteoklasten 

Ein wichtiger histologischer Befund bei Knochenbiopsien von Myelompatienten ist die vermehrte 

Anzahl der Osteoklasten vor allem in enger Nachbarschaft zu Plasmazellen [7]. In vitro Kokulturen 

von isolierten Präosteoklasten und Myelomzellen zeigen, dass Myelomzellen die Differenzierung 

der Osteoklastenvorläufer stimulieren, und dass die Osteoklasten durch direkten Zell-Zell-Kontakt 

auch die Proliferation und das Überleben der Myelomzellen fördern [8].  

Es wurde vermutet, dass die Osteoklastenaktivität durch lokale Zytokine (�Osteoklasten-

aktivierende Faktoren�, OAFs) reguliert wird, die von den Myelomzellen selbst und anderen Zellen 

der lokalen Umgebung gebildet werden [9]. Es war lange unbekannt, welche Zytokine maßgeblich 

daran beteiligt sind. Es wurden verschiedene Faktoren beschrieben, die beim Myelom 

überexprimiert werden und als potentielle OAFs galten, darunter Lymphotoxin, TNF-α, IL-1β, IL-6 

und IL-11 [10]. Es konnte jedoch keine klare Beziehung zwischen den Proteinspiegeln dieser 

Faktoren und dem Ausmaß der Knochenresorption gefunden werden, bzw. gelang es nicht, den 

osteoklastenstimulierenden Effekt der Myelomzellen durch neutralisierende Antikörper gegen diese 

Faktoren signifikant zu inhibieren, so dass ihnen letztlich keine wesentliche Rolle beim 

myelombedingten Knochenabbau nachgewiesen werden konnte.  

 

 

1.4. Das RANK/ RANKL/ OPG System       

In jüngster Vergangenheit wurde ein System von Zytokinen identifiziert, das eine Schlüsselposition 

in der Osteoklastogenese innehat: das RANK/ RANKL/ OPG System. Der Receptor activator of 

nuclear factor-κB (RANK) wird von Osteoklastenvorläufern und reifen Osteoklasten exprimiert und 

durch den RANK-Liganden (RANKL, Synonym: tumor necrosis factor-related activation induced 

cytokin, TRANCE) aktiviert. RANKL ist ein Mitglied der tumor-necrosis-factor (TNF) Familie [11] 

und wird unter physiologischen Bedingungen hauptsächlich von Osteoblasten und Stromazellen 

gebildet. RANKL existiert in einer membrangebundenen Isoform, als sekundär lösliche Variante 

nach Abspaltung von der Zelloberfläche durch Metalloproteasen und TNF-α converting enzyme 

(TACE) und als primär lösliche Form. Die Aktivierung von RANK durch RANKL löst eine 

Signalkaskade in den Osteoklasten mit Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie Nuclear factor 

kappa B (NF-κB) und Activator Protein (AP)-1 aus, die in einer verstärkten Differenzierung und 

Aktivierung von Präosteoklasten resultiert [12]. Außerdem wirkt RANKL auch direkt auf reife 

Osteoklasten, indem es Zytoskelettveränderungen induziert und die Osteoklasten zur 
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Knochenresorption aktiviert [13]. Osteoprotegerin (OPG) ist ein löslicher Rezeptorantagonist von 

RANKL und neutralisiert dessen biologische Wirkungen [14]. Es wird von Stromazellen und 

Osteoblasten gebildet. Ein ausgewogenes RANKL/ OPG Verhältnis ist für eine normale 

Osteoklastenfunktion unabdingbar. In Tiermodellen führte eine unbalancierte Expression beider 

Faktoren zu ausgeprägten Skelettveränderungen. So zeigen RANKL-knockout-Mäuse eine deutliche 

Osteopetrose [15], während bei Tieren mit OPG-Defizienz eine Osteopenie beschrieben wurde [16]. 

Beim Menschen wurden ebenfalls Veränderungen der RANKL/ OPG- Ratio bei verschiedenen 

Knochenerkrankungen beschrieben, z.B. der postmenopausalen oder steroidinduzierten Osteoporose 

[17]. 

Es lag daher nahe, die Bedeutung dieses Zytokinsystem auch beim multiplen Myelom zu 

untersuchen. Pearse et al. konnten 2001 erstmals mittels Immunhistochemie und in-situ-

Hybridisierung von Knochenmarkbiopsien nachweisen, dass es beim Myelom zu einer 

Dysregulation des RANKL/OPG-Verhältnisses im Knochenmarkmikromilieu kommt [18]. Ihre 

Versuche zeigten, dass Myelomzellen in Stromazellen zu einer Überexpression von RANKL und 

einer verminderten Expression von OPG führen.  

Unsere Arbeitsgruppe untersuchte zum gleichen Zeitpunkt die Expression von RANKL in primären 

humanen Myelomzellen. Wir konnten mittels Durchflusszytometrie aus Knochenmarkaspiraten [19] 

und Immunzytochemie von Knochenmarkzytologien [20] erstmals nachweisen, dass Plasmazellen 

von Myelompatienten auch direkt RANKL-Protein exprimieren (Abbildung 1 und 2).  

 

 
Abb. 1. RANKL-Expression auf Knochenmark-Plasmazellen von Myelompatienten mit Osteolysen. (A) Identifikation 

der Plasmazellen mittels CD38/B-B4- Expression. (B-F) RANKL- Expression (durchgezogene Linie) der Plasmazellen 

verglichen mit der Isotypenkontrolle (gepunktete Linie). Aus: Sezer J Clin Oncol. 2002 [19] 
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Abb. 2. RANKL-Expression: Immunzytochemie von Knochenmarkplasmazellen und Kontrollen (A) Myelomzellen aus 

dem Knochenmark eines Patienten mit multiplem Myelom und Osteolysen (B) Negativkontrolle: Färbung mit einem 

Antikörper gegen ein nichtexprimiertes Protein (Panzytokeratin). (C) Positivkontrolle: SaOs-2 Zellen (humane 

Osteosarkomzellinie, die bekanntermaßen RANKL exprimiert). Aus: Sezer Blood 2002 [20] 

 

Damit tragen sie zu einem erhöhten RANKL-Angebot im lokalen Knochenmarkmikromilieu bei und 

damit direkt zu einer Stimulation der Osteoklastendifferenzierung und -aktivität. 

Weitere Faktoren, die von Myelomzellen produziert werden und die eine Rolle bei der 

Osteoklastendifferenzierung und -migration spielen, sind Macrophage inflammatory protein-1 alpha 

(MIP-1α), MIP-1β und Stromal cell derived factor (SDF)-1α [21-23]. Deren Effekte sind jedoch - 

zumindest teilweise - abhängig von der RANKL/ RANK Signalübertragung [24].  

 

 

1.5. Interaktionen von Myelomzellen mit Osteoblasten 

Die Osteoblasten spielen eine zentrale Rolle im Knochenmetabolismus. Sie sind die 

knochenbildenden Zellen, können aber auch die Osteoklasten stimulieren. Der wichtigste 

osteoklastogene Faktor, RANKL, und sein Gegenspieler OPG werden von den Osteoblasten 

gebildet.  

Während sich die meisten Untersuchungen der myelombedingten Knochendestruktion lange Zeit auf 

die Osteoklasten und deren Wechselwirkungen mit Myelomzellen konzentrierten, war der Einfluss 

der malignen Plasmazellen auf die Osteoblasten und deren Rolle bei der Genese der Osteolysen 

weniger gut untersucht. Es war bekannt, dass Knochenmarkhistologien von Patienten im 

Frühstadium der Erkrankung eine gesteigerte Osteoblastenzahl zeigen, während Patienten mit 

fortgeschrittenem Myelom eine verminderte Anzahl von Osteoblasten aufweisen. Die 

Serumkonzentration von Osteocalcin, einem Marker der Osteoblastenaktivität, ist bei Patienten in 

fortgeschrittenem Stadium ebenfalls reduziert [25]. 
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Verschiedene in vitro Studien zum Einfluss von Myelomzellen auf die Differenzierung und 

Aktivität von Osteoblasten ergaben unterschiedliche Befunde. Karadag et al. berichteten, dass 

Myelomzellen die Osteoblastenformation im Knochenmark steigern [26]. Im Gegensatz dazu fanden 

Giuliani et al., dass humane Myelomzellen die Differenzierung von Osteoblastenvorläufern 

inhibieren und zu einer verminderten Expression von Osteocalcin, Alkalischer Phosphatase (ALP) 

und Kollagen I führen [27].  

Wir etablierten ein Kokultursystem von primären, aus dem Knochenmark von Myelompatienten 

isolierten Plasmazellen und humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC), die 

Osteoblastenvorläufern entsprechen, bzw. reifen Osteoblasten aus Auswachskulturen von Knochen. 

In ersten Versuchen konnten wir nachweisen, dass Myelomzellen die Differenzierung von 

Präosteoblasten inhibieren und die Expression von Osteoblastenmarkern wie Osteocalcin hemmen 

(Abbildung 3).  
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Abb. 3. Die Kokultur von Myelomzellen (Zelllinien OPM-2, LP1 und MM1.S) mit mesenchymalen Stammzellen 

(hMSC) führt zu einer verminderten Expression des Osteoblastenmarkers Osteocalcin, was eine verminderte 

Osteoblastendifferenzierung reflektiert  
 

Im nächsten Schritt führten wir Genexpressionsanalysen in den Kokultursystemen durch, in denen 

sich u.a. eine negative Regulation osteoblastenspezifischer Gene und eine Hemmung des β-Catenin/ 

Wnt-Signalweges in den Osteoblasten zeigte (siehe Punkt 1.6.). Einige der als differentiell 

exprimiert identifizierten Faktoren (z.B. Matrix-Metalloproteinasen) untersuchten wir in weiteren 

Experimenten; die Ergebnisse werden in dieser Arbeit vorgestellt.   
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1.6. Der β-Catenin/ Wnt-Signalweg und DKK-1  

Osteoblasten entstammen mesenchymalen Stammzellen, die auch als Stammzellen für 

Chondrozyten, Myozyten und Adipozyten dienen. Ein maßgeblicher Signaltransduktionsweg für die 

Osteoblastenreifung und –funktion ist die Wnt/ β-Catenin Signaltransduktion [28]. Die Bezeichnung 

Wnt setzt sich aus den Abkürzungen Wg für wingless (aus Experimenten mit Drosophila 

melanogaster, in denen eine Mutation im Wg-Gen zu einer flügellosen Variante führte) und Int-1 

zusammen (abgeleitet vom Int-1-Gen, mittlerweile Wnt-1 genannt). Auf molekularer Ebene kommt 

es zu folgenden Prozessen: Wnt Signalproteine binden an den Rezeptor Frizzled (Fz) und seinen 

Korezeptor Low-density lipoprotein receptor-related protein (LRP) 5/6, welche daraufhin 

inhibierend auf einen Proteinkomplex einwirken, der normalerweise intrazelluläres β-Catenin 

ubiquitiniert und dem proteasomalen Abbau zuführt [28]. Da Wnts also die Degradation von -

Catenin hemmen, kann dieses akkumulieren und in den Zellkern translozieren. Dort bildet -Catenin 

mit dem Transkriptionsfaktor transcription factor 4 (TCF4) einen Komplex und aktiviert 

osteoblastenspezifische Zielgene. In Abwesenheit eines Wnt-Signals wird intrazelluläres β-Catenin 

ubiquitiniert und abgebaut. 

Durch Antagonisierung der Wnt-Signaltransduktion werden die Osteoblastenreifung und -funktion 

inhibiert. Natürliche Wnt-Antagonisten können in zwei funktionelle Klassen unterteilt werden: 

Mitglieder der Secreted frizzled-related protein (sFRP) Klasse, die direkt an Wnts binden (und damit 

deren Interaktion mit dem Fz/ LRP 5/6 Rezeptorkomplex verhindern), sowie Mitglieder der 

Dickkopf (DKK)-Klasse, die ihre Wirkung über Bindung an den Korezeptor LRP 5/6 entfalten [29]. 

Das bestuntersuchte Mitglied ist DKK-1. DKK-1 inhibiert die Wnt-induzierte Stabilisierung von β-

Catenin in erster Linie durch Bindung an LRP 5/6; es bildet darüber hinaus auch zusätzlich mit den 

transmembranären Proteinen Kremen1 (Krm1) und Kremen2 (Krm2) einen Komplex, der zur 

Endozytose und Abbau des Wnt-Rezeptors führt.  

Störungen des Wnt/ β-Catenin Signaltransduktionsweges führen beim Menschen zu einem 

abnormalen Skelettphänotyp. So kommt es z.B. bei bestimmten Mutationen im LRP5-Gen, die die 

Funktion dieses Wnt-Korezeptors herabsetzen, zum Osteoporosis- Pseudoglioma- Syndrom, das 

durch eine schwere Osteoporose gekennzeichnet ist [30]. Ein weiteres Beispiel ist das High- bone- 

density- Syndrom mit erhöhter Knochendichte, das ebenfalls die Folge einer Mutation im LRP5-Gen 

ist, wobei hier die Bindung von DKK-1 an LRP5 gehemmt wird und es dadurch zu einer 

überschießenden Aktivität des Wnt/ β-Catenin Signalweges kommt [31, 32]. 

Die Rolle des Wnt-Signalweges bei der myelominduzierten Knochendestruktion wurde erstmals 

durch Tian et al. beschrieben. Mittels Genexpressionsanalysen aus Myelomzellen konnten sie eine 
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Überexpression von DKK-1 mRNA bei Patienten mit Osteolysen nachweisen [33]. In vitro hemmte 

rekombinantes humanes DKK-1 die Osteoblastenaktivität. Dieser Effekt konnte durch einen 

polyklonalen anti-DKK-1 Antikörper neutralisiert werden. Wir konnten ebenfalls nachweisen, dass 

sowohl Myelomzelllinien als auch isolierte primäre Myelomzellen DKK-1 produzieren und 

sezernieren, und dass DKK-1 die Differenzierung von Osteoblasten hemmt [34].  

In der vorliegenden Arbeit sind die Ergebnisse eigener Untersuchungen zur Expression von DKK-1 

bei Myelompatienten und zur Korrelation mit dem Knochenstoffwechsel bzw. mit verschiedenen 

Krankheitsstadien und Therapiesituationen dargestellt.  

 

 

1.7. Therapie des multiplen Myeloms 

Eine Behandlungsindikation des multiplen Myeloms besteht, wenn definierte Endorganschäden 

vorliegen. Dazu gehören: Knochenveränderungen (lytische Läsionen oder eine diffuse Osteopenie 

mit Kompressionsfrakturen), erhöhtes Serumkalzium, Niereninsuffizienz, ein Hb von 2 g/dl unter 

dem Normwert, ein Hyperviskositätssyndrom, das Vorliegen einer Amyloidose, eine gesteigerte 

Inzidenz bakterieller Infektionen oder ein extramedulläres Plasmozytom. 

In diesen Fällen gilt die Hochdosischemotherapie (HDCT) mit Melphalan und nachfolgender 

autologer Stammzelltransplantation bei Patienten bis zu einem Alter von 65 - 70 Jahren als 

Erstlinientherapie der Wahl und zeigt im Vergleich zur konventionell dosierten Therapie einen 

deutlichen Überlebensvorteil [35].  

Bei Patienten, bei denen aufgrund eines fortgeschrittenen Alters oder wegen Komorbiditäten eine 

HDCT nicht anwendbar ist, war Melphalan und Prednison (MP) über viele Jahre die 

Standardtherapie [36]. In letzter Zeit wurden eine Reihe neuer Substanzklassen als hoch wirksam 

bei Patienten mit multiplem Myelom beschrieben. Dazu gehören der Proteasominhibitor Bortezomib 

und immunmodulatorische Substanzen wie Thalidomid und sein Abkömmling Lenalidomid. Derzeit 

gilt die Kombination von MP mit Bortezomib (Velcade) oder Thalidomid als empfohlene 

Erstlinientherapie bei Älteren. Eine lange Liste von weiteren, potentiell wirksamen Substanzen steht 

beim multiplen Myelom für präklinische Untersuchungen oder für frühe klinische Studien zur 

Verfügung. Unter anderem handelt es sich dabei um Histondeacetylase-Inhibitoren und Hsp-90 

Inhibitoren.  

Bei Zeichen eines gesteigerten Knochenabbaus (z.B. Osteolysen, Hyperkalzämie) ist außerdem eine 

Behandlung mit Bisphosphonaten indiziert. Bisphosphonate sind Pyrophosphat-Analoga, die 

während der Mineralisation in die Oberfläche der Matrix des Knochens eingebaut werden und 
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sowohl zu einer Reduktion der Anzahl an Osteoklasten als auch zu einer Hemmung der 

Osteoklasten-Aktivität führen. Der Wert einer begleitenden Behandlung mit Pamidronat ist bei 

Patienten, die chemotherapiert werden, in randomisierten Studien demonstriert worden [37, 38]. 

Unter der Bisphosphonat-Behandlung treten signifikant seltener Skelettereignisse auf. Dennoch 

kommt es normalerweise nicht zu einer vollständigen Rückbildung der osteolytischen 

Veränderungen. 

 

 
1.8. Proteasom-Inhibition als neues Therapieprinzip 

Das 26S Proteasom ist eine multikatalytische Protease, die Peptide zu Fragmenten abbaut, nachdem 

diese in einem mehrstufigen enzymatischen Prozess mit einer Polyubiquitin-Kette markiert worden 

sind (sogenannte �Ubiquitinierung�). Es ist die wichtigste extralysosomale Protease der Zelle und an 

der posttranskriptionellen Regulation einer großen Anzahl von Proteinen beteiligt, die für 

Zellzykluskontrolle, Proliferation, Differenzierung und Apoptose von Bedeutung sind [39]. Die 

Hemmung der Proteasomaktivität führt bei einer Reihe von humanen Tumorzellen zur 

Wachstumshemmung und Apoptose, so dass daraus ein neues und wichtiges Wirkprinzip in der 

Therapie maligner Erkrankungen entstanden ist [40-43].  

Die erste klinisch angewendete und bisher einzig zugelassene Substanz dieser neuen 

Medikamentenklasse ist Bortezomib (PS-341, Velcade). Eine große multizentrische Phase III 

Studie mit Bortezomib, die sogenannte APEX Studie, wurde an insgesamt 669 Patienten mit 

rezidiviertem multiplen Myelom durchgeführt und zeigte in den stark vorbehandelten Patienten eine 

Rate an kompletten und partiellen Remissionen von 38%, im Vergleich zu 18% im Kontrollarm mit 

Dexamethason. Die mediane Überlebenszeit verlängerte sich von 23,7 Monaten auf 29,8 Monate 

[44]. Auf der Basis dieser Daten wurde Bortezomib für Patienten mit rezidiviertem multiplen 

Myelom zugelassen. Eine andere große Studie, die VISTA-Studie, etablierte Bortezomib in der 

Erstlinientherapie von älteren bzw. nicht für die Transplantation geeigneten Patienten [45]. Die 

Studie verglich den bisherigen Standard MP mit der Kombination MP + Bortezomib und zeigte 

einen signifikanten Vorteil in Bezug auf das Ansprechen (CR 30% vs 4%) und auf das 3-Jahres-

Überleben (72% vs 59%) zugunsten der Kombination mit Bortezomib. 

Auf zellulärer Ebene führt die Hemmung der Proteasomaktivität unter anderem zu einer erhöhten 

Konzentration des Inhibitors von Nuclear factor kappa-B (NF-κB), dem sogenannten IκB, und damit 

einer verminderten Aktivität von NF-κB. NF-κB ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor, der beim 

multiplen Myelom konstitutiv aktiviert ist [46], und u.a. die Expression von Wachstumsfaktoren 
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(u.a. IL-6), Zelladhäsionsmolekülen und Anti-Apoptosefaktoren stimuliert. Damit trägt NF-κB zur 

Zellproliferation und zum Überleben der malignen Plasmazellen bei. Insgesamt deuten viele Daten 

darauf hin, dass ein Teil der Antitumor-Wirksamkeit der Proteasominhibitoren beim multiplen 

Myelom auf der Hemmung der NF-κB Aktivität beruht [47].  

Die Hemmung des Proteasoms hat daneben potentiell auch Auswirkungen auf andere Zellen des 

Knochenmarkmikromilieus. In den Osteoklasten z.B. kommt es durch Bindung von RANKL an den 

transmembranären Rezeptor RANK ebenfalls zur Aktivierierung von NF-κB. Hierdurch bietet sich 

ein möglicher Angriffspunkt für Bortezomib. In den Osteoblasten dagegen moduliert das Ubiquitin/ 

Proteasom-System unter anderem die Expression von intrazellulärem β-Catenin, das bei der Wnt-

Signaltransduktion eine Rolle spielt, und von Runx2, einem weiteren wichtigen Transkriptionsfakor 

in Osteoblasten [48]. Wir untersuchten daher den Einfluss von Bortezomib auf Osteoklasten und 

Osteoblasten in Zellkulturmodellen und im klinischen Kontext. Die Ergebnisse werden in der 

folgenden Arbeit dargestellt.  

 

 

1.9. Zellkulturmodelle für zelluläre Interaktionen beim multiplen Myelom 

Es wurden verschiedene Zellkulturmodelle etabliert, um primäre humane Myelomzellen, 

Osteoklasten, Osteoblasten und mesenchymale Stammzellen bzw. ihre Interaktionen in vitro 

untersuchen zu können. 

Primäre Myelomzellen werden anhand ihrer Expression von CD138 (B-B4) identifiziert [49] und 

mittels immunomagnetischer Separation aus dem Knochenmark isoliert. Die Reinheit der so 

gewonnenen Plasmazellen liegt bei über 97%.  

Die Gewinnung von Osteoklasten erfolgt aus dem peripheren Blut von gesunden Spendern. CD14 

positive Osteoklastenvorläufer werden immunomagnetisch selektiv angereichert, in α-Medium 

kultiviert und mit 25 ng/ml M-CSF und 25 ng/ml RANKL stimuliert. Unter diesen 

Kulturbedingungen kann man ab Tag 4 Präosteoklasten und ab Tag 28 reife Osteoklasten 

identifizieren (Abbildung 4). Die Zellen sind in vitro voll funktionsfähig und unter anderem in der 

Lage, Knochen (bzw. Dentin im Zellkulturmodell) zu resorbieren. 
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Abb. 4. Präosteoklasten nach 4 Tagen Stimulation mit M-CSF und RANKL (links) bzw. Osteoklasten nach 28 Tagen 

Stimulation (rechts). TRAP-Färbung. Identifizierung der Osteclasten als mehrkernige, TRAP-positive Zellen 
 

Die Isolierung von Osteoblasten erfolgt mittels Auswachskulturen aus Knochenfragmenten gesunder 

Spender. Die Zellen werden bis zur Konfluenz über einen Zeitraum von ca. 5-8 Wochen kultiviert; 

die Kontamination durch hämatopoetische Zellen liegt unter 0,5% [50]. Für bestimmte Versuche 

werden die Osteoblasten mit β-Glycerolphosphat und Ascorbat osteogen stimuliert.  

Mesenchymale Stammzellen werden aus dem Knochenmark gesunder Spender auf Grund ihres 

Adhärenzvermögens an spezielle Kulturflaschen von anderen, nicht adhärenten, hämatopoetischen 

Zellen abgetrennt und unter Zusatz von 2 ng/ml bFGF bis zur Subkonfluenz kultiviert. Die 

Differenzierung in Osteoblasten erfolgt durch osteogene Stimulation mittels β-Glycerolphosphat und 

Ascorbat, z.T. auch zusätzlich mit Vitamin D. Die Identifizierung der Zellen erfolgt durch Nachweis 

der alkalischen Phosphatase und der Ossifikation mittels der Von-Kossa-Färbung (Abbildung 5). 

Zur Validierung der Multipotenz der Stammzellen erfolgen spezielle Assays, in denen das 

Differenzierungspotential in Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten nachgewiesen wird. 

 

 

 
Abb. 5. Präosteoblasten nach Stimulation mit β-Glycerolphosphat und Ascorbat. Konfluente Zellen (links), 

immunzytochemische Färbung mit alkalischer Phosphatase (Mitte) und Von-Kossa-Färbung zur Darstellung von 

Calciumphosphat (rechts). 
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Die Kokultur von Myelomzellen mit Osteoblasten und mesenchymalen Stammzellen erfolgt unter 

verschiedenen Bedingungen, u.a. unter direktem Zell-Zell-Kontakt, unter räumlicher Trennung mit 

Hilfe von semipermeablen Membranen (Transwellsystem mit 0,45 µm Poren), bzw. unter Einsatz 

von Myelomzell-konditioniertem Medium.  
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2 Eigene Arbeiten 

 

2.1. Einfluss von Myelomzellen auf Osteoklasten 

 

2.1.1. Korrelation der RANKL-Expression auf Myelomzellen mit der Knochenresorption bei 

Patienten mit multiplem Myelom 

 

Osteoklasten und ihre Vorläuferzellen tragen auf der Oberfläche den Rezeptor RANK, der durch 

seinen Liganden RANKL aktiviert wird und dadurch zu ihrer Differenzierung und 

Aktivitätssteigerung führt. In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir den Zusammenhang 

zwischen der Stärke der RANKL-Expression durch Plasmazellen und dem Ausmaß der 

Knochendestruktion bei Myelompatienten. Dazu etablierten wir einen Assay zur Quantifizierung 

von RANKL-Protein auf den Myelomzellen mittels Dreifarb-Durchflußzytometrie unter 

Verwendung eines monoklonalen Antikörpers gegen humanes RANKL. Plasmazellen wurden 

anhand ihrer Expression von CD138 und CD38 identifiziert. Die Stärke der RANKL-Expression 

wurde als mittlerer Fluoreszenzindex (MFI), dem  Quotienten aus Fluoreszenzintensität des 

gebundenen RANKL- Antikörpers und der Negativkontrolle (unspezifischer Antikörper des 

gleichen Isotyps), auf den gegateten Plasmazellen berechnet. Das Ausmaß der Knochendestruktion 

wurde konventionell-radiologisch (Röntgen Skelettstatus) bestimmt. 

Wir konnten zeigen, dass Knochenmarkplasmazellen von Kontrollpersonen keine oder nur eine sehr 

schwache RANKL-Expression aufweisen (medianer MFI =6). Im Gegensatz dazu konnte bei allen 

untersuchten Myelompatienten eine deutliche extrazelluläre RANKL-Expression gefunden werden 

(medianer MFI =47).  

Die weiteren Untersuchungen zeigten, dass Plasmazellen von Patienten mit osteolytischen 

Knochenläsionen deutlich mehr RANKL exprimieren (medianer MFI =60, Range 16-2494) als 

Myelomzellen von Personen ohne Osteolysen (medianer MFI =16, Range 6-229). Interessanterweise 

wiesen Patienten mit ausgedehnter Knochenmarkinfiltration nicht unbedingt eine hohe RANKL-

Expression auf. So gab es Myelompatienten mit einem Knochenmarkbefall von etwa 90%, aber 

ohne Osteolysen, die eine sehr niedrige RANKL-Expression zeigten (MFI 9 bis 16). Andere 

Patienten hingegen mit geringem Infiltrationsgrad (<30%), aber pathologischem Röntgenbefund, 

wiesen eine hohe RANKL-Expression durch Plasmazellen auf. Dies zeigt, dass die verstärkte 

Osteoklastenaktivierung nicht nur allein durch die quantitative Vermehrung der Myelomzellen im 

Knochenmark bedingt ist, sondern von der Stärke der RANKL-Expression abhängt.  
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Expression of receptor activator of nuclear factor kappaB ligand on bone marrow plasma cells 

correlates with osteolytic bone disease in patients with multiple myeloma  

Heider U, Langelotz C, Jakob C, Zavrski I, Fleissner C, Eucker J, Possinger K, Hofbauer LC, Sezer 

O.  

Clin Cancer Res. 2003 Apr;9(4):1436-40. 
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2.1.2. Expression von RANKL mRNA in Plasmazellen von Patienten mit multiplem Myelom 

 

Wir haben in verschiedenen Arbeiten zeigen können, dass humane Myelomzellen RANKL 

exprimieren [19, 20]. Der Nachweis erfolgte auf Proteinebene mittels Durchflusszytometrie und 

Immunzytologie. Unsere Ergebnisse waren in Übereinstimmung mit Befunden verschiedener 

Arbeitsgruppen [51, 52], wogegen es andere Autoren gab, die RANKL-Protein nicht in 

Myelomzellen nachweisen konnten [18, 53].  

Ein Diskussionspunkt war, ob der Nachweis von RANKL auf den Plasmazellen möglicherweise auf 

eine sekundäre Bindung des Proteins an OPG, das wiederum an Seitenketten des durch 

Myelomzellen exprimierten Syndecan-1 (Synonym B-B4 oder CD138) bindet, zurückzuführen ist. 

Die Rationale unserer Arbeit war daher, den direkten Ursprung von RANKL aus den Myelomzellen 

nachzuweisen. Wir untersuchten dazu die Expression von RANKL mRNA in frisch isolierten 

Plasmazellen aus dem Knochenmark von Myelompatienten mit Osteolysen mit Hilfe von drei 

verschiedenen Primerpaaren für RANKL. 

Plasmazellen exprimieren im Gegensatz zu den übrigen Zellen des Knochenmarks den Antikörper 

CD138, der damit ihre Identifizierung und Separierung möglich macht. Die Myelomzellen wurden 

daher aus dem Knochenmark mittels monoklonaler anti-CD138 Antikörper, die an magnetische 

Beads (CD138 MicroBeads, Miltenyi Biotec, Germany) gekoppelt sind, unter Verwendung eines CS 

Separators (Milteyi Biotec) isoliert. Der durchflußzytometrisch bestimmte Reinheitsgrad der so 

gewonnenen Myelomzellen betrug mindestens 97%.  

Nach Isolierung der zellulären RNA wurde eine RT-PCR für RANKL durchgeführt, wobei jede 

Probe parallel mit drei verschiedenen Primerpaaren untersucht wurde. Die Osteosarkomzelllinie 

SaOs-2, die bekanntermaßen RANKL exprimiert, diente als Positivkontrolle [54].  

RANKL mRNA konnte in 94% der Myelompatienten und in den Positivkontrollen nachgewiesen 

werden. Dabei lieferten alle drei Primerpaare die gleichen Ergebnisse. Wir konnten damit unsere 

Vorergebnisse bestätigen und auch auf RNA-Ebene nachweisen, dass Myelomzellen direkt RANKL 

exprimieren und die Osteoklastenaktivität stimulieren können. 

 

Expression of receptor activator of NF-kappaB ligand (RANKL) mRNA in human multiple 

myeloma cells. 

Heider U, Zavrski I, Jakob C, Bängeroth K, Fleissner C, Langelotz C, Possinger K, Hofbauer LC, 

Viereck V, Sezer O.  

J Cancer Res Clin Oncol. 2004 Aug;130(8):469-74. 
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2.2. Interaktionen von Myelomzellen mit Osteoblasten 

 

2.2.1. Stimulation der Migration und Invasion von Myelomzellen durch Osteoblasten 

 

Als zweite Zellkomponente des Knochenmarkmikromilieus untersuchten wir die Osteoblasten und 

ihre Interaktionen mit Myelomzellen. Dazu verwendeten wir ein Kokultursystem aus humanen 

Myelomzelllinien bzw. primären, frisch isolierten Myelomzellen von Patienten, und humanen 

Osteoblasten. Letztere wurden mittels Auswachskulturen aus Knochenfragmenten gesunder Spender 

isoliert. Ihre Identifizierung erfolgte anhand von morphologischen Kriterien und der 

immunzytochemischen Abfärbung für alkalische Phosphatase (AP). Die Mineralisation wurde mit 

Hilfe von Kalzifizierungsassays (von-Kossa-Färbung) dargestellt, einem späten 

Differenzierungsmarker der Osteoblasten, der die Funktionalität unseres Systems bestätigte. Die 

Kokultur der Myelomzellen mit den Osteoblasten erfolgte unter verschiedenen Bedingungen, u.a. 

unter direktem Zell-Zell-Kontakt, unter räumlicher Trennung mit Hilfe von semipermeablen 

Membranen bzw. unter Einsatz von konditioniertem Medium.  

Unter anderem untersuchten wir die Rolle der Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), die eine Gruppe 

von Endoproteinasen darstellen und u.a. bei der Entstehung von Osteolysen, aber auch bei der 

Migration der Myelomzellen beteiligt sind [55].  

In unseren Experimenten konnten wir zeigen, dass die Osteoblasten die Expression von MMP-1 in 

den Myelomzellen induzieren und außerdem zu einer Hochregulation von MMP-2, Urokinase 

plasminogen activator (uPA) und Hepatocyte growth factor (HGF) führen. Die Myelomzellen 

wiederum stimulieren die Expression von MMP-1 in den Osteoblasten. MMP-1 ist am Abbau von 

Kollagen beteiligt, und seine Hochregulation könnte zur myelombedingten Knochendestruktion 

beitragen. Die Induktion von MMP-1 in den Osteoblasten erfolgte über p38 mitogen-activated 

protein kinase (MAPK), das auch ein wichtiger Regulator der Zytokinsekretion innerhalb des 

Knochenmarkmikroenvironments ist [56] und das Myelomzellwachstum reguliert [57].  

Außerdem konnten wir in Migrations- und Invasionsassays nachweisen, dass die Osteoblasten bzw. 

Osteoblasten-konditioniertes Medium die Fähigkeit der Myelomzellen zur Migration und Invasion 

steigern. Diese Effekte konnten durch Inhibitoren von MMPs und p38 MAPK sowie durch 

neutralisierende Antikörper gegen HGF aufgehoben werden. 

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass komplexe Wechselwirkungen zwischen Myelomzellen 

und Osteoblasten bestehen. Dabei stimulieren die Osteoblasten unter anderem Invasion und 
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Migration der Myelomzellen. Diese steigern im Gegenzug die MMP-1 Produktion in den 

Osteoblasten und können damit zum vermehrten Knochenabbau beitragen.  

 

Osteoblasts promote migration and invasion of myeloma cells through upregulation of matrix 

metalloproteinases, urokinase plasminogen activator, hepatocyte growth factor and activation 

of p38 MAPK. 

Hecht M, Heider U, Kaiser M, von Metzler I, Sterz J, Sezer O.  

Br J Haematol. 2007 Aug;138(4):446-58 
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2.2.2. Expression von DKK-1 und Korrelation mit dem Knochenstoffwechsel bei Patienten mit 

multiplen Myelom  

 

Der wichtigste Effekt der Myelomzellen auf Osteoblasten bei Patienten mit fortgeschrittener 

Erkrankung ist eine Suppression der Differenzierung von Osteoblastenvorläufern.  

Seit kurzem ist bekannt, dass Myelomzellen das Protein DKK-1 verstärkt exprimieren [33]. DKK-1 

ist ein Inhibitor des Wnt/ β-catenin Signalwegs, der ein Hauptsignalweg bei der 

Osteoblastendifferenzierung ist. Die Rationale unserer Arbeit war, die Bedeutung dieses Proteins, 

dass bisher hauptsächlich in Zellkulturen und Tiermodellen untersucht worden war, in einem breiten 

Patientenkollektiv zu analysieren und neue Informationen zur potentiellen Rolle von DKK-1 als 

Angriffspunkt bei der Behandlung der myelominduzierten Knochenerkrankung zu gewinnen. Dazu 

entwickelten wir mit Hilfe eines monoklonalen Antikörpers gegen DKK-1 einen ELISA und 

quantifizierten die DKK-1- Konzentration im Serum bei 184 unvorbehandelten Myelompatienten. 

Die gemessenen Spiegel korrelierten wir mit dem Vorhandensein und dem Ausmaß der radiologisch 

bestimmten Knochendestruktion.  

Wir konnten zunächst nachweisen, dass DKK-1 im Serum reproduzierbar messbar ist. 

Bemerkenswerterweise besteht keine Korrelation zwischen DKK-1 und dem Serumkreatinin, das bei 

Patienten mit multiplem Myelom häufig im Rahmen der Nierenbeteiligung erhöht ist und daher die 

Serumspiegel beeinflussen könnte.  

Es zeigte sich, dass die mittleren DKK-1 Serumspiegel bei Myelompatienten signifikant höher lagen 

als in der Kontrollgruppe (33 Patienten mit monoklonaler Gammopathie unbestimmter Signifikanz). 

Außerdem korrelierte die Konzentration von DKK-1 mit dem Myelomstadium nach Durie und 

Salmon. Schließlich konnten wir nachweisen, dass Patienten mit Osteolysen im Röntgen des 

Skelettsystems signifikant mehr DKK-1 im Serum aufwiesen als Patienten mit normalem 

Röntgenbefund (17.915 pg/ml vs. 3.114 pg/ml), und dass Serum-DKK-1 auch mit der Anzahl der 

Osteolysen korrelierte.  

Allerdings wurden sehr hohe DKK-1 Spiegel nur von einer begrenzten Anzahl von Patienten mit 

Osteolysen exprimiert. Dies legt nahe, dass Myelomzellen noch weitere Faktoren bilden, die die 

Osteoblastenfunktion inhibieren könnten, unter anderem sFRP-2 [58]. Eine Inhibierung von DKK-1 

könnte die gestörte Osteoblastendifferenzierung wiederherstellen und ist derzeit Gegenstand 

weiterer Forschung. 
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Serum concentrations of DKK-1 correlate with the extent of bone disease in patients with 

multiple myeloma.  

Kaiser M, Mieth M, Liebisch P, Oberländer R, Rademacher J, Jakob C, Kleeberg L, Fleissner C, 

Braendle E, Peters M, Stover D, Sezer O, Heider U.  

Eur J Haematol. 2008 Jun;80(6):490-4. 
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2.2.3. Serumkonzentration von DKK-1 in verschiedenen Krankheitsstadien und unter 

Chemotherapie 

 

Es gibt zunehmend Daten dafür, dass eine Inhibition von DKK-1 die Osteoblastendifferenzierung 

steigern und die Knochendichte verbessern könnte. So wurden bereits neutralisierende anti-DKK-1-

Antikörper in SCID-rab Mäusen getestet, denen zuvor Myelomzellen implantiert worden waren 

[59]. Unter der Behandlung zeigte sich eine gesteigerte Knochendichte und eine vermehrte Anzahl 

an Osteoblasten. Der Einsatz solcher Antikörper beim Menschen muss noch evaluiert werden. So ist 

zum einen unklar, welche Patienten von einer Inhibition von DKK-1 am meisten profitieren würden, 

und in welcher Situation (First-line vs. rezidivierte Erkrankung) klinische Studien durchgeführt 

werden sollten. Die Daten von Tian et al. hatten - bei einer beschränkten Patientenzahl - vermuten 

lassen, dass hohe DKK-1 Spiegel auf frühe Krankheitsstadien beschränkt sein könnten [33]. Unsere 

eigenen Daten an 184 Myelompatienten bestätigten dies nicht und hatten dagegen eine Korrelation 

der DKK-1- Expression mit der Anzahl an Osteolysen und damit der Ausbreitung der Erkrankung 

gezeigt. Auch gab es noch keine Daten zum Einfluss der verschiedenen therapeutischen Substanzen 

auf die Expression von DKK-1. Um unser Verständnis über die Rolle dieses Faktors während des 

Krankheitsverlaufs zu verbessern, analysierten wir DKK-1 Serumspiegel bei über 100 

Myelompatienten unter verschiedenen Therapien (Hochdosischemotherapie mit autologer 

Stammzelltransplantation, konventionell dosierte Therapie mit Adriamycin/ Dexamethason sowie 

neue Therapien wie Bortezomib, Lenalidomid oder Thalidomid) und korrelierten die Ergebnisse mit 

dem Krankheitsstadium (unvorbehandelt vs. rezidivierte Erkrankung), Anzahl der Therapien, 

Therapieansprechen und Art der Therapie. 

Wir konnten zeigen, dass kein Unterschied in der Höhe der prätherapeutischen DKK-1 

Serumspiegel zwischen unvorbehandelten und rezidivierten Patienten besteht. Es besteht auch keine 

Korrelation zwischen der Anzahl der Vortherapien und der Expression von DKK-1. Longitudinale 

Verläufe bei einigen Patienten zeigten vielmehr, dass im Rezidiv deutlich höhere DKK-1 Werte 

auftreten können als bei Diagnose oder vor der Erstlinientherapie, und dass die DKK-1 Expression 

damit nicht auf bestimmte Krankheitsstadien beschränkt ist.  

Bei Patienten, die auf die Therapie ansprechen (d.h. eine komplette oder partielle Remission 

erreichen), kommt es zu einem Abfall von DKK-1, und zwar unabhängig von der Art der Therapie. 

Dies ist besonders für Patienten unter Thalidomidtherapie interessant, da beschrieben worden war, 

dass Thalidomid zu einer Hochregulierung von DKK-1 führen könnte [60]. Die prätherapeutischen 

Serumspiegel von DKK-1 waren für das Therapieansprechen nicht prädiktiv. Unsere Daten gaben 
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damit wichtige Informationen für die Planung klinischer Studien zur DKK-1 Inhibition beim 

Menschen, die vor kurzem begonnen haben. 

 

Serum concentrations of DKK-1 decrease in patients with multiple myeloma responding to 

anti-myeloma treatment.  

*Heider U, *Kaiser M, Mieth M, Lamottke B, Rademacher J, Jakob C, Braendle E, Stover D, Sezer 

O.  

* both authors contributed equally to this work 

Eur J Haematol. 2009 Jan;82(1):31-8. 
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2.3. Einfluss des Proteasominhibitors Bortezomib auf den Knochenstoffwechsel beim 

multiplen Myelom 

 

2.3.1. Bortezomib steigert die Osteoblastenaktivität bei Myelompatienten  

 

Ein weiterer Schwerpunkt unserer Forschung war der Einfluss neuer Therapien auf den 

Knochenstoffwechsel, wobei insbesondere der Proteasominhibitor Bortezomib eine äußerst 

interessante Substanz darstellt. Theoretische Überlegungen, erste publizierte präklinische 

Experimente [61] und Ergebnisse eigener in vitro Versuche legen nahe, dass durch 

Proteasominhibition die Osteoblastenaktivität gesteigert werden kann. Dies wäre beim multiplen 

Myelom von großem Interesse, da es bisher keine Möglichkeit gibt, die im Rahmen der Erkrankung 

unterdrückte Osteoblastenfunktion zu verbessern. Bisphosphonate, die bisher zur Behandlung der 

myelominduzierten Knochendestruktion eingesetzt werden, wirken sich in erster Linie auf die 

gesteigerte Osteoklastenaktivität aus, und es ist eine wichtige klinische Beobachtung, dass sich 

Osteolysen auch bei vollständiger Remission der Erkrankung oder unter einer 

Bisphosphonattherapie nicht zurückbilden. 

Bortezomib wird beim Myelom häufig eingesetzt. Um zu untersuchen, ob es klinische Hinweise für 

eine Osteoblastenstimulation unter Proteasominhibition gibt, quantifizierten wir in der vorliegenden 

Studie verschiedene spezifische Osteoblastenmarker im Verlauf einer Therapie mit Bortezomib. Als 

Kontrollen dienten Myelompatienten, die eine andere Chemotherapie (Adriamycin/ Dexamethason, 

Melphalan/ Prednison oder Thalidomid) erhielten. Analysiert wurde die knochenspezifische 

alkalische Phosphatase (Knochen-AP), ein Isoenzym der alkalischen Phosphatase, das zunächst in 

der Plasmamembran der Osteoblasten lokalisiert ist und schließlich als dimeres Glykoprotein 

abgespalten und in die Zirkulation freigesetzt wird. Die Serumkonzentration der Knochen-AP 

spiegelt damit das Ausmaß der Osteoblastenreifung und der Knochenformation wider. Außerdem 

quantifizierten wir Osteocalcin, ein nicht-kollagenes Protein, welches von Osteoblasten während der 

Mineralisationsphase gebildet wird. Der Großteil des Proteins wird in calciumgebundener Form in 

die Knochenmatrix eingebaut. Der Rest gelangt aus dem Knochenmilieu in den Blutkreislauf. Dort 

kann er als Reflektor der Osteoblastenaktivität bestimmt werden. Patienten mit multiplem Myelom 

zeigen verminderte Serumspiegel von Knochen-AP und Osteocalcin, verglichen mit MGUS-

Patienten oder Normalpersonen [62]. 

Wir konnten zeigen, dass die Behandlung mit dem Proteasominhibitor zu einem signifikanten 

Anstieg der Knochen-AP (von 19,7 auf 30,2 U/l) und von Osteocalcin (von 6,3 auf 10,8 µg/L) führt. 
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Interessanterweise stieg auch bei Patienten, die hinsichtlich ihrer Myelomparameter nicht auf 

Bortezomib ansprachen, die Konzentration der Knochen-AP an. Dieser Befund ist wichtig, weil er 

darauf hindeutet, dass die erhöhte Osteoblastenaktivität ein direkter Effekt des Proteasominhibitors 

ist und nicht indirekte Folge einer verminderten Tumorlast.  

Im Gegensatz dazu kam es in der Kontrollgruppe, d.h. bei Patienten, die eine andere Therapie 

erhielten, nicht zu einer signifikanten Steigerung der Osteoblastenmarker. Das zeigt, dass der Effekt 

auf Osteoblasten spezifisch für den Proteasominhibitor ist und bei anderen Therapien nicht in dem 

Ausmaß gefunden wird. 

 

Bortezomib increases osteoblast activity in myeloma patients irrespective of response to 

treatment.  

Heider U, Kaiser M, Müller C, Jakob C, Zavrski I, Schulz CO, Fleissner C, Hecht M, Sezer O.  

Eur J Haematol. 2006 Sep;77(3):233-8. 
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2.3.2. Bortezomib hemmt die Osteoklastogenese und Osteoklastenaktivität 

 

Theoretische Überlegungen geben außerdem Hinweise darauf, dass Bortezomib den Knochenabbau 

durch Osteoklasten hemmen könnte. Beim Myelom kommt es zur Überexpression von RANKL, das 

an den transmembranären Rezeptor RANK auf Präosteoklasten und Osteoklasten bindet, und damit 

in den Osteoklasten Tumor necrosis factor receptor associated factors (TRAFs) aktiviert [63], die 

ihrerseits konsekutiv NF-κB [64], den AP-1 Signalweg [65] sowie p38 MAPK [66] stimulieren. 

Hierdurch bieten sich mehrere Angriffspunkte für Bortezomib, da das Proteasom-Ubiquitin-System 

u.a. die Aktivität dieser Transkriptionsfaktoren reguliert.  

Wir etablierten ein System zur Separierung und Kultivierung von Osteoklasten aus dem peripheren 

Blut von gesunden Spendern. Dabei wurden CD14 positive Osteoklastenvorläufer 

immunomagnetisch separiert und mit M-CSF und RANKL stimuliert. Für die weiteren Versuche 

wurden Präosteoklasten von Tag +8 und reife Osteoklasten von Tag +21 eingesetzt. Die 

Identifizierung und Quantifizierung der Osteoklastenreifung erfolgte mikroskopisch (TRAP-positive 

multinukleäre Zellen). Zur Untersuchung der Resorptionsfähigkeit erfolgte die Kultivierung von 

Osteoklasten auf Dentinchips sowie die Quantifizierung der beim Abbau des Dentins entstehenden 

Lakunen.  

Wir konnten zeigen, dass Bortezomib in subapoptotischen Dosen (0,1 - 1 nM) die 

Osteoklastendifferenzierung und die Resorptionsaktivität reifer Osteoklasten hemmt. Um die 

molekularen Mechanismen dieser Hemmung weiter zu untersuchen, wurden die Zellen in 

verschiedenen Reifungsstadien mit Bortezomib und dem IκB Kinase Inhibitor PS-1145, der 

hauptsächlich zu einer Hemmung von NF-κB führt, inkubiert. Beide Substanzen verminderten, wie 

erwartet, die NF-κB Aktivität in den Zellen. Allerdings war dieser Effekt vor allem in den reifen 

Osteoklasten zu sehen und weniger in den Vorläuferzellen, die nur eine schwache RANK 

Expression zeigen.  

Zusätzlich wurde durch Bortezomib der p38 MAPK Signalweg sowohl in den Präosteoklasten als 

auch in den reifen Zellen gehemmt. Insgesamt zeigt sich, dass Bortezomib ein potenter Inhibitor der 

Osteoklastenreifung und -funktion ist. Dies bestätigen auch klinische Beobachtungen, die einen 

Abfall der Osteoklastenmarker Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRACP) 5b und 

Carboxyterminales Kollagen-I-Telopeptid (CTX) bei Myelompatienten unter Bortezomibtherapie 

zeigen [67]. 
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Bortezomib inhibits human osteoclastogenesis.  

von Metzler I, Krebbel H, Hecht M, Manz RA, Fleissner C, Mieth M, Kaiser M, Jakob C, Sterz J, 

Kleeberg L, Heider U, Sezer O.  

Leukemia. 2007 Sep;21(9):2025-34 
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3. Diskussion 

 

3.1. Interaktionen von Myelomzellen mit Osteoklasten und neue Therapieansätze 

 

Die gesteigerte Knochenresorption stellt ein wesentliches klinisches Problem bei Patienten mit 

multiplem Myelom dar. Außerdem hat sich in den letzten Jahren zunehmend die Erkenntnis 

durchgesetzt, dass Interaktionen der Myelomzellen mit Zellen des Knochenmarkmikromilieus auch 

maßgeblich an der Progression der Erkrankung beteiligt sind. Ein genaueres Verständnis dieser 

Interaktionen und Eingreifen in die Wechselwirkungen ist daher zunehmend in den Mittelpunkt des 

Forschungsinteresses gerückt.  

Wir konnten in unseren Arbeiten zeigen, dass Myelomzellen durch Produktion von spezifischen 

Liganden und Zytokinen mit Osteoklasten und Osteoblasten interagieren. Zum einen konnten wir 

auf Protein- und RNA-Ebene nachweisen, dass Myelomzellen den für die Osteoklastogenese 

essentiellen Faktor RANKL exprimieren. Als erste Arbeitsgruppe haben wir demonstriert, dass die 

Stärke der RANKL-Expression auf den Myelomzellen mit dem Vorhandensein von Osteolysen 

korreliert. Zusätzlich wurde durch Experimente anderer Arbeitsgruppen gezeigt, dass Plasmazellen 

durch Adhäsion und parakrine Stimulation auch die Expression von RANKL in Stromazellen 

induzieren [18]. Daraus resultiert eine erhöhte Verfügbarkeit von RANKL im Knochen. Wir 

konnten nachweisen, dass RANKL auch im Serum von Myelompatienten messbar ist, dort im 

Vergleich zu Kontrollpersonen vermehrt vorliegt und sowohl mit dem ISS-Stadium als auch mit 

dem Vorhandensein von Osteolysen korreliert [68]. 

Als Gegenspieler von RANKL hemmt OPG dessen Wirkung. Durch verschiedene Mechanismen 

verringern Myelomzellen die lokale Verfügbarkeit von OPG im Knochenmilieu. Zum einen 

vermindern sie die Sekretion von OPG durch Stromazellen und Osteoblasten [18, 53], zum anderen 

inaktivieren sie vorhandenes OPG, indem es an eine Seitenkette des Oberflächenmoleküls 

Syndecan-1 bindet, das auf Myelomzellen exprimiert wird, und dadurch internalisiert und abgebaut 

wird [69]. Das resultierende starke Ungleichgewicht zugunsten von RANKL führt zu einer 

verstärkten Aktivierung von Osteoklasten (siehe Abbildung 6) [70].  
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Mit der Beschreibung dieses Zytokinsystems wurde ein therapeutisches Ziel definiert, das zur 

klinischen Entwicklung von Inhibitoren gegen RANKL geführt hat. In Mausmodellen konnte 

zunächst gezeigt werden, dass eine Behandlung der Tiere mit rekombinantem OPG bzw. einem 

rekombinanten RANKL-Antikörper (RANK-Fc) die Entstehung von myelombedingten Osteolysen 

verhindern kann [51, 71, 72].  

Erste klinische Versuche wurden mit rekombinant hergestelltem OPG (AMGN-0007) durchgeführt 

und zeigten sowohl bei postmenopausalen Frauen mit Osteoporose [73] als auch bei Patienten mit 

multiplem Myelom oder Knochenmetastasen bei Brustkrebs [74] einen Rückgang von 

Knochenresorptionsmarkern. Jedoch kam es unter Therapie zur Bildung von Antikörpern gegen 

OPG. Außerdem entstanden Bedenken, als entdeckt wurde, dass OPG auch andere Mitglieder der 

TNF-Familie binden und inaktivieren kann, u.a. den TNF-related apoptosis-inducing ligand 

(TRAIL). Damit könnte OPG möglicherweise Tumorzellen vor der TRAIL-vermittelten Apoptose 

schützen und ihnen so einen Überlebensvorteil gewähren.  

Es wurde daraufhin ein humaner monoklonaler IgG2-anti-RANKL-Antikörper (Denosumab) 

entwickelt, der mit hoher Affinität an RANKL bindet und dessen Interaktion mit RANK hemmt. Im 

Gegensatz zu rekombinantem OPG ist Denosumab hochselektiv und bindet nicht an andere 

Vertreter der TNF-Familie. Die Substanz wurde bereits in klinischen Studien an Patienten mit 

verschiedenen Indikationen prüft. Erste Phase I/II Studien wurden an Personen mit multiplem 

Myelom bzw. Knochenmetastasen bei Mammakarzinom [75-77], Patienten mit Prostatakarzinom 

[78], Brustkrebspatientinnen mit Osteoporoserisiko unter antihormoneller Behandlung [79], 

postmenopausalen Frauen mit Osteoporose [80] und Patienten mit rheumatoider Arthritis [81] 

durchgeführt und zeigten eine signifikante Abnahme von Knochenabbauparametern und eine 

Abb. 6. Einfluss der Myelomzellen auf das RANKL-OPG 
System. Myelomzellen exprimieren RANKL (1) und 
führen zur Überexpression von RANKL durch 
Knochenmark-Stromazellen (2). Zusätzlich inhibieren 
Myelomzellen die OPG-Produktion durch Stromazellen 
(3). Syndecan-1 wird auf der Oberfläche von 
Myelomzellen exprimiert und bindet OPG (4), was zu 
dessen lysosomalem Abbau führt (5). Die physiologische 
Balance zwischen RANKL und OPG wird durch diese 
kombinierten Effekte verschoben (6), und die resultierende 
erhöhte RANKL/ OPG Ratio fördert die 
Osteoklastenaktivierung und Entstehung von Osteolysen. 
(aus: Sezer Blood 2003, [70]) 
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Zunahme der Knochendichte unter Denosumab bei guter Verträglichkeit. Zwei große Phase III 

Studien mit 7868 bzw. 1189 postmenopausalen Frauen mit Osteoporose, denen Denosumab 60 mg 

subkutan alle 6 Monate appliziert wurde, zeigten ein signifikant vermindertes Frakturrisiko im 

Vergleich zu Placebo [82] bzw. einen höheren Knochendichtezuwachs im Vergleich zum 

Bisphosphonat Alendronat [83]. Eine dritte große Phase III Studie untersuchte Denosumab bei 1468 

Männern mit Prostatakarzinom und unter Anti-Androgen-Behandlung und ergab einen Anstieg der 

Knochendichte um 5,6% unter Denosumab im Vergleich zu einer Knochendichteminderung um 1% 

in der Placebogruppe bei gleichzeitiger relativer Risikoreduktion der Entwicklung von 

Wirbelkörperfrakturen um 62% [84]. Die Zulassung der Substanz mit der angestrebten Indikation 

Behandlung der postmenopausalen Osteoporose bzw. Prävention der durch eine hormonablative 

Therapie induzierten Osteoporose bei Brust- beziehungsweise Prostatakrebs wurde beantragt und 

wird für 2010 erwartet. Für die Zulassung zur Prävention und Therapie der myelominduzierten 

Knochendestruktion (und von Knochenmetastasen anderer maligner Erkrankungen) laufen derzeit 

weitere klinische Studien mit einer Dosis von 120 mg Denosumab alle vier Wochen.  

 

 

3.2. Interaktionen von Myelomzellen mit Osteoblasten und neue Therapieansätze 

 

Die Myelomzellen stehen außerdem in Wechselwirkung mit den Osteoblasten, die eine zentrale 

Rolle im Knochenmetabolismus spielen. Wir etablierten ein funktionelles Kokultursystem aus 

humanen Myelomzellen und reifen Osteoblasten bzw. deren Vorläufern und konnten zeigen, dass 

Myelomzellen die Differenzierung von Präosteoblasten inhibieren und die Expression von 

Osteoblastenmarkern wie Osteocalcin und Osteopontin hemmen. In weiteren Experimenten konnten 

wir u.a. nachweisen, dass es durch Kokultivierung von Myelomzellen und Osteoblasten zu einem 

Anstieg der Expression von MMP-1 in beiden Zelltypen kommt. MMP-1 ist am Abbau der aus 

Kollagen bestehenden Knochenmatrix beteiligt und führt zur Bildung des Knochenabbauproduktes 

Carboxy-terminales Telopeptid des Typ-I-Kollagens (ICTP). ICTP kann beim multiplem Myelom 

vermehrt nachgewiesen werden, und unsere Arbeitsgruppe konnte u.a. zeigen, dass die Höhe der 

Konzentration im Serum mit dem Krankheitsstadium [85] und dem Knochenstatus [86] korreliert. 

Die Hochregulation von MMP-1 könnte daher zur myelombedingten Knochendestruktion beitragen. 

Außerdem konnten wir zeigen, dass die Osteoblasten die Fähigkeit der Myelomzellen zur Migration 

und Invasion steigern.  
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Des Weiteren untersuchten wir die Rolle von DKK-1 beim multiplen Myelom. Wie bereits in der 

Einleitung ausgeführt, ist DKK-1 ein Inhibitor des Wnt-Signalweges und damit der 

Osteoblastendifferenzierung. Eine Überexpression von DKK-1 trägt durch die verminderte 

Knochenneubildung maßgeblich zu einer negativen Knochenbilanz bei. In vitro konnte gezeigt 

werden, dass Antikörper gegen DKK-1 dessen inhibitorische Effekte auf die Osteoblasten 

antagonisieren können [33]. 

In Vorversuchen konnten wir zunächst nachweisen, dass sowohl isolierte Plasmazellen aus dem 

Knochenmark von Myelompatienten als auch Myelomzelllinien das Protein DKK-1 exprimieren. 

Außerdem fanden wir, dass Myelompatienten im Vergleich zu Kontrollpersonen im Serum vermehrt 

DKK-1 aufweisen, und dass die Stärke der DKK-1 Expression sowohl mit dem Vorhandensein als 

auch mit dem Ausmaß der Osteolysen korreliert. Die Hemmung von DKK-1 ist damit ebenfalls ein 

aussichtsreicher Therapieansatz zur Behandlung der myelominduzierten Knochendestruktion, 

insbesondere da damit erstmals eine Substanz zur Verfügung stünde, die gezielt die 

Osteoblastenfunktion stimuliert und zur Knochenneubildung beitragen könnte.  

Erste Versuche mit neutralisierenden Antikörpern gegen DKK-1 wurden zunächst von 

verschiedenen Arbeitsgruppen in Mausmodellen durchgeführt [59, 87, 88]. Dabei kam es zu einer 

Steigerung der Knochendichte von myelombefallenen Knochen, einer erhöhten Anzahl an 

Osteocalcin-exprimierenden Osteoblasten und in einem Teil der Studien auch zu einer verminderten 

Menge an TRAP-positiven multinukleären Osteoklasten. Es gab darüber hinaus Hinweise, dass 

durch Einsatz von anti-DKK-1 Antikörpern in einer Kokultur von Stromazellen und Myelomzellen 

das Wachstum der Tumorzellen gehemmt werden könnte, was mit einer verminderten Adhäsion 

zwischen Myelom- und Stromazellen sowie einer verminderten IL-6 Produktion assoziiert war [88].  

Mit BHQ880, einem humanen anti-DKK-1 IgG Antikörper, wurde eine Substanz entwickelt, die 

zunächst in Tiermodellen, u.a in Affen getestet wurde [89] und deren Einsatz beim Menschen 

derzeit evaluiert wird. Bei der Planung der klinischen Studien wurde zunächst diskutiert, welche 

Patienten von einer Inhibition von DKK-1 am meisten profitieren würden. In unseren 

Untersuchungen an über 100 Myelompatienten konnten wir nachweisen, dass hohe DKK-1 Spiegel 

in allen Stadien der Erkrankung und unabhängig von der Art und Anzahl der Vortherapien gefunden 

werden können. Das ist von Bedeutung, da die Daten von Tian et al., bei einer allerdings geringen 

Patientenzahl, hatten vermuten lassen, dass DKK-1 nur in frühen Stadien der Erkrankung erhöht ist 

und möglicherweise hauptsächlich diese Patientengruppe von einer anti-DKK-1 Therapie profitieren 

würde.  
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Derzeit läuft eine aktive Phase I/II Studie bei Patienten mit rezidiviertem oder refraktärem multiplen 

Myelom, die BHQ880 kombiniert mit einer Standardchemotherapie (außer Bortezomib) und dem 

Bisphosphonat Zoledronat untersucht (www.clinicaltrial.gov, NCT00741377). Dabei werden 

zunächst steigende Dosen BHQ880 bis zu einem Maximum von 20 mg/kg getestet, um die maximal-

tolerable Dosis (MTD) festzulegen. In der zweiten Phase werden Patienten randomisiert und 

erhalten zusätzlich zu ihrer Standardchemotherapie entweder BHQ880 oder Placebo. Zoledronat 

wird erst nach 28 Tagen dazugefügt, um Veränderungen der Knochenstoffwechselparameter 

zunächst in einer bisphosphonatfreien Situation erfassen zu können. Zur Bestimmung der 

Wirksamkeit werden Veränderungen verschiedener Biomarker für Knochenauf- und -abbau 

quantifiziert. Daneben erfolgt eine Bildgebung zur radiologischen Erfassung der 

Knochendichteveränderungen und Osteolysen. Die Zeit bis zum Auftreten eines Knochenereignisses 

wird ebenfalls dokumentiert.  
 
 

3.3. Einfluss der Proteasominhibition auf den Knochenstoffwechsel  

 

Erste klinische Beobachtungen deuteten darauf hin, dass auch der Proteasominhibitor Bortezomib -

neben der Wirkung auf die Myelomzellen - einen günstigen Effekt auf den Knochenstoffwechsel 

haben könnte.  

Im Zellkulturmodell mit primären humanen Osteoklasten konnten wir erstmals zeigen, dass 

Bortezomib sowohl die Osteoklastendifferenzierung als auch die Resorptionsaktivität reifer 

Osteoklasten deutlich hemmt [90]. Die inhibitorische Wirkung von Bortezomib auf Osteoklasten 

wurde in weiteren Publikationen bestätigt [91, 92]. Des Weiteren beschrieben Terpos et al., dass es 

unter einer Therapie mit Bortezomib zu einem Abfall der Knochenresorptionsmarker TRACP 5b 

und CTX kommt [67] und schlussfolgerten daraus ebenfalls, dass diese Substanz zu einer 

Inhibierung der Osteoklastentätigkeit führt.  

Unsere Arbeitsgruppe untersuchte außerdem den Verlauf von Osteoblastenmarkern unter einer 

Behandlung mit Bortezomib und konnte zeigen, dass es durch die Therapie zu einem Anstieg von 

Osteocalcin und der Knochen-AP als Zeichen einer gesteigerten Osteoblastenaktivität kommt, und 

zwar interessanterweise unabhängig vom Ansprechen des Myeloms auf die Behandlung. Dies ist ein 

wichtiger Befund, da er belegt, dass die Effekte von Bortezomib auf den Knochenstoffwechsel 

direkt sind, und nicht nur eine Konsequenz der Anti-Myelom-Wirkung des Proteasominhibitors.  
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In-vitro Experimente zum Einfluss von Proteasominhibitoren auf die Osteoblasten lieferten 

unterschiedliche Ergebnisse. Murray et. al berichteten, dass die Proteasominhibitoren MG-132 und 

Lactacystin (jeweils 5 µM und 10 µM) zu einer verminderten Proliferation der Osteoblasten führten 

[93]. Die hier eingesetzten Konzentrationen erscheinen jedoch hoch. Im Gegensatz dazu beschrieben 

Garrett et al. eine Stimulierung der Osteoblastenreifung, wobei hier erheblich geringere 

Konzentrationen (z.B. Lactacystin 0,62 - 5 µM, MG-132 0,035 - 0,6 µM) eingesetzt wurden [61]. 

Jüngste Versuche mit Bortezomib im Mausmodell zeigten ebenfalls einen Anstieg der 

Osteoblastenzahl und der Knochendichte unter dem Proteasominhibitor [94]. 

Wir konnten in unseren Zellkulturmodellen bestätigen, dass die Behandlung von 

Osteoblastenvorläufern mit Bortezomib zu einer gesteigerten Differenzierung von mesenchymalen 

Stammzellen in Osteoblasten führt (Abbildung 7).  
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Abb. 7. Expression von Osteoblastenmarkern in mesenchymalen Stammzellen nach 4 Tagen Behandlung mit 5nM 

Bortezomib (Bzb). Bortezomib führt zu einer Steigerung der Osteoblastenreifung, sichtbar an der Hochregulation von 

Osteocalcin und Osteopontin. 

 

Es werden verschiedene Mechanismen diskutiert, die bei der Osteoblastenstimulierung durch 

Bortezomib eine Rolle spielen könnten. In den Osteoblasten moduliert der Ubiquitin-Proteasom 

Weg u.a. die Expression von BMP-2. Garrett at al. fanden in ihren Versuchen eine erhöhte 

Expression von BMP-2 unter Proteasominhibitoren [61]. Auch intrazelluläres β-Catenin, das bei der 

Wnt-Signaltransduktion eine Rolle spielt, wird proteasomal abgebaut. Andere mögliche Erklärungen 

sind u.a. eine Stimulation der Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen durch die 

Aktivierung von Runx2/Cbfa1 [48, 95] oder eine verminderte Expression von DKK-1 durch 

Stromazellen nach Behandlung mit Proteasominhibitoren [96].  

In unseren Versuchen fanden wir interessanterweise, dass die Kombination von Bortezomib mit 

Vitamin D3 synergistische stimulatorische Effekte auf die Osteoblasten hat. Während der 
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Osteoblastendifferenzierung wird die Transkription u.a. von Osteocalcin durch Vitamin D3 über den 

Vitamin D Rezeptor (VDR) Komplex stimuliert und anschließend durch Runx2 reguliert. Es liegen 

Daten vor, dass der VDR durch das Proteasom abgebaut wird [97], und daher Proteasominhibitoren 

die Expression des Vitamin D Rezeptors hochregulieren könnten. Damit gäbe es einen weiteren 

Mechanismus, über den Proteasominhibitoren die Osteoblastenaktivität beeinflussen und den wir in 

laufenden Experimenten derzeit untersuchen. Die daraus gewonnenen Informationen wären insofern 

von Bedeutung, als dass beim Myelom ein Vitamin D Mangel von mehreren Arbeitsgruppen 

beschrieben wurde [98, 99], der sich dann auf den knochenaufbauenden Effekt von Bortezomib 

negativ auswirken könnte.  

Insgesamt zeigen die verschiedenen Experimente und klinischen Beobachtungen, dass Bortezomib 

über mehrere Angriffspunkte den Knochenstoffwechsel bei Myelompatienten günstig beeinflusst, 

die Entstehung von Osteolysen mindert und potentiell sogar die Knochenneubildung fördern könnte. 

Dies stellt einen wesentlichen Vorteil gegenüber den bisherigen konventionellen Chemotherapien 

dar und lässt die Substanz insbesondere bei solchen Patienten interessant erscheinen, die einen 

ausgeprägten Knochenbefall aufweisen. 

Abbildung 8 zeigt eine Zusammenfassung der Interaktionen zwischen Myelomzellen und Zellen des 

Knochenmikroenvironments und neue Interventionsmöglichkeiten. 

 

 
Abb. 8 Zusammenfassung der Interaktionen zwischen Myelomzellen, Osteoklasten und Osteoblasten und 

Interventionsmöglichkeiten durch neue Substanzen (nach: Heider Eur J Cancer 2006 [10]) 
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4. Zusammenfassung 

  

Komplexe Interaktionen zwischen Myelomzellen und Zellen des Knochenmarkmikromilieus führen 

zu einer Entkopplung der Osteoblasten- und Osteoklastenaktivität mit einem gesteigerten 

Knochenabbau und Auftreten von Osteolysen.  

Wir konnten zum einen zeigen, dass Myelomzellen RANKL exprimieren, den stärksten Aktivator 

der Osteoklasten, und dass die Stärke der RANKL Expression mit der Ausprägung der 

Knochendestruktion korreliert. Die Myelomzellen stimulieren außerdem die Bildung von RANKL 

durch Stromazellen und führen zum Abbau des RANKL-Antagonisten OPG. Es resultiert eine 

gesteigerte Osteoklastenaktivierung mit vermehrtem Knochenabbau.  

Zum anderen haben wir nachweisen können, dass Myelomzellen das Protein DKK-1 sezernieren. 

DKK-1 ist ein Inhibitor des Wnt/ ß Catenin-Signalweges, der wiederum essentiell für die 

Osteoblastendifferenzierung ist. Unsere Untersuchungen zeigten, dass DKK-1 bei Myelompatienten 

vermehrt im Serum nachweisbar ist, und dass die Stärke der Expression mit dem Vorhandensein von 

Osteolysen korreliert.  

Die Kombination dieser Wechselwirkungen führt zu einem vermehrten Knochenabbau ohne 

adäquate Knochenneubildung. Im Gegenzug stimulieren die Zellen des Mikroenvironments die 

Proliferation und das Überleben von Myelomzellen sowie deren Migrations- und Invasionsfähigkeit. 

Auf der Basis dieser Daten wurden verschiedene Therapieansätze zur Behandlung der 

myelominduzierten Knochendestruktion entwickelt. Am weitesten fortgeschritten ist die 

Entwicklung eines rekombinanten Antikörpers gegen RANKL (Denosumab), der derzeit in Phase III 

Studien getestet wird und vor der Zulassung zur Behandlung der postmenopausalen Osteoporose 

bzw. Prävention der durch eine hormonablative Therapie induzierten Osteoporose bei Brust- 

beziehungsweise Prostatakrebs steht. Aktuelle Studien, die zur Zulassung des Antikörpers beim 

multiplen Myelom führen sollen, laufen derzeit.  

Die Hemmung von DKK-1 ist ein weiterer aussichtsreicher Therapieansatz zur Behandlung der 

myelominduzierten Knochendestruktion und bietet erstmals die Möglichkeit, auch direkt auf die 

Osteoblastenfunktion Einfluss zu nehmen. Aktuell aktiv ist eine Phase I/ II-Studie mit BHQ880, 

einem humanen anti-DKK-1 Antikörper bei rezidivierten oder refraktären Myelompatienten. 

Eine Substanz, die den gesteigerten Knochenabbau beim Myelom günstig beeinflussen könnte und 

bei der Behandlung des Myeloms bereits eingesetzt wird, ist der Proteasominhibitor Bortezomib. 

Wir konnten zeigen, dass Bortezomib einerseits die Reifung und Aktivität von Osteoklasten hemmt 

und andererseits die Differenzierung und Funktion von Osteoblasten stimuliert.  
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Damit konnten neue Pathomechanismen zur Genese der Knochendestruktion beim multiplen 

Myelom identifiziert werden, die zur Entwicklung vielversprechender Therapieansätze der 

myelombedingten Knochendestruktion geführt haben und noch führen werden. 
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