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che mit den Co-Autoren bis zur akzeptierten Version überarbeitet. 
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2 Einleitung 

2.1 Die Bedeutung von Prognosemarkern für das kolorektale Karzinom 

Kolorektale Karzinome stellten in Europa im Jahr 2020 die zweithäufigste Krebsart dar 

und sind verantwortlich für die zweithäufigsten krebsassoziierten Sterbefälle (Dyba et 

al., 2021). Die Einführung von Darmkrebsvorsorgeuntersuchungen, insbesondere iFOBT 

(immunologischer fäkaler Okkultbluttest) und Koloskopie, hat in hoch entwickelten 

Ländern dazu geführt, dass Darmkrebs häufig schon in frühen Stadien erkannt bzw. 

bereits präkanzeröse Läsionen entfernt werden können. Durch diese Maßnahmen, wel-

che Patienten ab 50 Jahren angeboten werden, kann das Risiko von Darmkrebserkran-

kungen bzw. darmkrebsassoziierter Todesfälle gesenkt werden (Bretthauer et al., 

2022). Jedoch führen gerade in diesen Ländern fortschreitende Lebensstilveränderun-

gen, speziell der Konsum von Alkohol, bestimmte Ernährungsgewohnheiten (geringer 

Verzehr von Obst und Gemüse bei hohem Verzehr von rotem/verarbeitetem Fleisch), 

Übergewicht, mangelnde körperliche Aktivität und Rauchen zu hohen Inzidenzen 

(Arnold et al., 2017).  

Trotz der angebotenen Früherkennungsmaßnahmen erhält rund ein Fünftel der Patien-

ten die Diagnose eines kolorektalen Karzinoms erst im metastasierten Stadium (Adam 

et al., 2015). Dies ist vor allem der fehlenden Beteiligung an den erwähnten Früher-

kennungsmaßnahmen wie auch der Tatsache, dass die Erkrankung je nach Lage des 

Tumors zunächst auch sehr lange asymptomatisch verlaufen kann, zuzuschreiben. Ob-

wohl kontinuierlich Fortschritte bei der Behandlung von Patienten mit kolorektalen 

Karzinomen erzielt werden können, bleibt die Therapie im metastasierten Erkran-

kungsstadium eine medizinische Herausforderung mit insgesamt schlechter Prognose. 

Im Rahmen ihrer retrospektiven Studie stellten Sudo et al. eine 5-Jahres-Überlebens-

rate von nur 19,1 % fest (Sudo et al., 2019). Eine vollständige Heilung mittels einer 

Kombination aus Operationen und systemischen Therapien kann nur selten erzielt wer-

den.  

Beim kolorektalen Karzinom akkumulieren im Rahmen des Prozesses der Karzinogenese 

zahlreiche Mutationen in Tumorsuppressorgenen und Onkogenen. Die meisten Karzi-

nome entstehen aus Adenomen über die Adenom-Karzinom-Sequenz durch sequenzi-

elle Mutationen in verschiedenen, sich teils überschneidenden Signalwegen wie dem 

Chromosomal Instability (CIN)- oder dem Microsatellite Instability (MSI)-Signalweg 

(Nguyen et al., 2020). Im CIN-Signalweg, welcher in ca. zwei Drittel der Fälle vorliegt, 

führt der Verlust von Chromosomen oder Chromosomenteilen häufig zu einer Aneuplo-

idie oder zum Verlust der Heterozygotie. Zugleich kommt es zu einer Anhäufung von 
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Mutationen in charakteristischen Genen, insbesondere Tumorsuppressorgenen wie APC 

(Adenomatous Polyposis Coli) oder TP53. Da das mutierte APC-Gen im Proteinkomplex 

den Abbau von β-Catenin verhindert, kommt es zu einer Aktivierung des Wnt/β-

Catenin-Signalwegs (Parker and Neufeld, 2020). Ob die CIN im Allgemeinen selbst Mu-

tationen begünstigt oder umgekehrt, ist bislang ungeklärt (Pino and Chung, 2010). MSI 

wird bei ca. 15 % der kolorektalen Karzinome festgestellt. Im Gegensatz zur CIN kommt 

es bei der MSI zu Basenpaarmutationen innerhalb einzelner Gene. Instabilität in Mik-

rosatellitenregionen führt zu Fehlern bei der Erkennung und vor allem Reparatur von 

Mutationen. In der Folge häufen sich die Mutationen und begünstigen damit die weitere 

Tumorentwicklung (Boland and Goel, 2010). Der dritte bedeutende Signalweg der Kar-

zinogenese kolorektaler Karzinome ist der CIMP (CpG Island Methylator Phenotype)-

Signalweg. Weitere Signalwege spielen eher eine untergeordnete Rolle. Beim CIMP-

Signalweg werden im Wesentlichen Tumorsuppressorgene durch die Hypermethylie-

rung von CpG-reichen Promotorstellen (sog. CpG-Inseln) durch ausbleibende Transkrip-

tion inaktiviert (Nazemalhosseini Mojarad et al., 2013). Diese CpG-Inseln sind in der 

Regel vor Methylierung geschützt, in Tumoren kann es jedoch zu einer abnormen Me-

thylierung und damit zu einer unkontrollierten Zellteilung kommen. Es handelt sich im 

Gegensatz zu den anderen Signalwegen also um eine epigenetische Inaktivierung. 

Durch mehr Wissen über die genetischen und epigenetischen Veränderungen, die in 

den verschiedenen Signalwegen der Karzinogenese kolorektaler Karzinome stattfinden, 

können neue zielgerichtete Therapien, sog. „targeted therapies“, entwickelt werden. 

Diese konnten in den letzten Jahren bereits das Gesamtüberleben von Patienten mit 

metastasiertem kolorektalem Karzinom verbessern (Biller and Schrag, 2021). Die The-

rapien werden individuell auf die molekularen und pathologischen Eigenschaften des 

Tumors zugeschnitten und greifen direkt in die Signalwege ein (Piawah and Venook, 

2019). Ziel ist es hierbei, den dominanten Signalweg auszuschalten. Vorteil dieser Be-

handlung ist ein Gleichgewicht zwischen einerseits Abtötung von Tumorzellen und an-

dererseits Verhinderung von Nebenwirkungen der Standard-Chemotherapien wie Kno-

chenmarksdepression oder Schädigung von Epithelzellen und den damit verbundenen 

Konsequenzen für die Patienten wie etwa Leukopenien, Anämien und Verdauungsstö-

rungen. Am Beispiel des KRAS-Tumorstatus zeigt sich, dass nur Patienten mit KRAS-

Wildtyp von einer zusätzlichen Therapie mit monoklonalen Antikörpern gegen den epi-

dermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) profitieren. Bei Mutationen im KRAS-Onko-

gen ist diese Therapie nicht vorteilhafter als die Chemotherapie nach Standardschema 

(Van Cutsem et al., 2009).  
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Ferner lassen sich durch Kenntnisse der Karzinogenese auch molekulare Marker, sog. 

Biomarker, ableiten. Mit ihrer Hilfe können Patienten, die von bestimmten Therapien 

profitieren, identifiziert, die Prognose eingeschätzt und insbesondere Übertherapien 

verhindert werden. Biomarker sind definiert als genau und reproduktiv messbare Indi-

katoren des Gesundheitszustands, welche im Blut, in Körperflüssigkeiten oder im Ge-

webe vorkommen (Schwarzenbach et al., 2011). Mutationen in bestimmten Genen, 

welche in den oben genannten Signalwegen eine Rolle spielen, beispielsweise KRAS 

oder TP53, konnten in einigen Studien prognostische Hinweise liefern. Bei insgesamt 

jedoch uneinheitlichen Ergebnissen werden sie derzeit nicht als Prognosemarker ein-

gesetzt (Pino and Chung, 2010).  

Auch die im Rahmen der Tumorgenese eine Rolle spielende Hypermethylierung ver-

schiedener Gene wurde auf ihre Tauglichkeit als epigenetischer Biomarker untersucht. 

Hierbei konnten sowohl Methylierungsmarker mit diagnostischem als auch prognosti-

schem Potenzial identifiziert werden (deVos et al., 2009, Wallner et al., 2006). In ei-

nem Kollektiv aus Gesunden, Patienten mit Kolonadenomen und –karzinomen sowie 

weiteren Tumorentitäten wie Ösophagus- oder Leberzellkarzinomen konnte beispiels-

weise eine Methylierung von Aristaless-like Homeobox-4 (ALX4) im Blut von Patienten 

mit kolorektalen Karzinomen häufiger festgestellt werden als bei Patienten ohne Tu-

mordiagnose (P < 0.0001) (Ebert et al., 2006).  

Ein im peripheren Blut bestimmbarer Biomarker, welcher sich durch seine einfache 

und reproduzierbare Bestimmung im klinischen Alltag etabliert hat, ist das Carcino-

embryonale Antigen (CEA). CEA erwies sich in verschiedenen Studien als unabhängiger 

Prognosemarker für das kolorektale Karzinom, insbesondere im UICC (Union for Inter-

national Cancer Control) Stadium II. Leitlinien empfehlen daher die Bestimmung von 

CEA präoperativ zur Prognosebestimmung, zur Überwachung von Patienten nach einer 

kurativen Therapie und zum Therapiemonitoring in fortgeschrittenen Erkrankungssta-

dien (Duffy et al., 2014). Jedoch weist die Bestimmung von CEA als Tumormarker ei-

nige Limitationen auf. Einerseits ist CEA weder hochsensitiv noch hochspezifisch und 

kann daher bei verschiedenen Tumorentitäten wie z.B. Schilddrüsenkarzinomen, Ma-

genkarzinomen oder auch Leberkarzinomen erhöht sein. Andererseits kann eine Erhö-

hung auch durch Lebensgewohnheiten sowie nicht-tumoröse Erkrankungen bedingt 

sein, beispielsweise bei Rauchern, chronisch entzündlichen Erkrankungen oder Pankre-

atitis (Lakemeyer et al., 2021, Tan et al., 2009). Daher sind die CEA-Konzentrationen 

interindividuell grundsätzlich nur sehr eingeschränkt vergleichbar. Für jeden Patienten 

muss also im Therapieverlauf ein individuelles Ausgangsniveau gefunden werden. Auf-

grund dieser Limitationen sowie der genannten Vorteile der „targeted therapy“ 
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besteht weiterhin großer Bedarf an neuen prognostischen Biomarkern bzw. Kombina-

tionen verschiedener Marker für eine höhere prognostische Aussagekraft.  

2.2 OPG als Prognosemarker des kolorektalen Karzinoms 

Osteoprotegerin (OPG) ist ein lösliches Glycoprotein und spielt als Decoy-Rezeptor der 

Tumornekrosefaktor-(TNF-)Rezeptor-Superfamilie durch Bindung an Receptor Activa-

tor of NF-κB Ligand (RANKL) unter anderem eine Rolle in der Regulation des Knochen-

stoffwechsels durch Hemmung der Osteoklastogenese (Theoleyre et al., 2004). Wei-

terhin ist jedoch auch bekannt, dass OPG durch Bindung an das Protein TNF-related 

apoptosis-inducing ligand (TRAIL) Apoptose verhindern und hierdurch zur Tumorent-

stehung beitragen kann (Reid and Holen, 2009, Baud'huin et al., 2013). Erhöhte Serum-

spiegel von OPG konnten bereits bei einigen Krebsentitäten wie Prostata-, Mamma- 

oder Pankreaskarzinomen festgestellt werden (Eaton et al., 2004, Rachner et al., 2019, 

Brand et al., 2011) und zeigten somit ihr Potenzial als prognostischer und diagnosti-

scher Biomarker. Daher stellte sich die Frage, ob OPG als Marker auch für das kolorek-

tale Karzinom eine Relevanz haben könnte. 

In früheren Versuchen gelang uns bereits der Nachweis, dass OPG durch den Wnt/β-

Catenin-Signalweg reguliert wird. Ferner konnten wir eine höhere Expression von OPG 

in Kolonkarzinomzellen im Vergleich zu normalen Epithelzellen feststellen (De Toni et 

al., 2008). Der Wnt/β-Catenin-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle für die Ent-

stehung kolorektaler Karzinome. Auslösend ist hierbei oftmals eine Mutation im APC-

Gen. Eine Unterdrückung der β-Catenin-Expression in Tumorzellen ging in unseren Ver-

suchen mit einer ebenfalls verminderten Expression von β-Catenin-Zielgenen wie auch 

einer verminderten Expression von OPG einher. Es kam zu einer messbaren Abnahme 

von OPG in den Überständen der Zellen. Darüber hinaus konnte die TRAIL-assoziierte 

Apoptose in mehreren Zelllinien durch Zugabe von OPG gehemmt werden. Bei unter-

drückter β-Catenin-Expression kam es ebenfalls zu einer erhöhten Empfindlichkeit ge-

genüber TRAIL-induzierter Apoptose, was die regulatorischen Eigenschaften von β-

Catenin auf OPG und die TRAIL-induzierte Apoptose bestätigte. Zuletzt konnte gezeigt 

werden, dass die Serumspiegel von OPG im Blut von Patienten im metastasierten Sta-

dium einer Darmkrebserkrankung wie auch im lokal fortgeschrittenen, nicht metasta-

sierten Erkrankungsstadium im Vergleich zu Gesunden signifikant erhöht waren, wobei 

wiederum auch ein signifikanter Unterschied der OPG-Spiegel im metastasierten Sta-

dium im Vergleich zum lokal fortgeschrittenen Stadium (UICC Stadium IV vs. III) fest-

stellbar war (De Toni et al., 2008). Weitere Studien konnten diese Ergebnisse auch bei 

Brustkrebspatientinnen bestätigen. So fand sich unter anderem eine Korrelation der 
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Serumspiegel von OPG mit der Tumorgröße im metastasierten Stadium, wodurch me-

tastasierte von nicht-metastasierten Erkrankungen unterschieden werden konnten 

(Shaker and Elbaz, 2020). Meltzer et al. bestimmten die Konzentration von OPG im 

Serum von Patienten mit Rektumkarzinomen im fortgeschrittenen Erkrankungsstadium. 

Hierbei konnte einerseits beobachtet werden, dass ein erhöhter OPG-Spiegel im Serum 

mit einem schlechteren progressionsfreien Überleben einherging. Andererseits wiesen 

steigende OPG-Konzentrationen nach induktiver Chemotherapie auf ein verbessertes 

Überleben hin, was beispielsweise eine Art Gegensteuerung auf die krankheitsbedingt 

erhöhte Osteoklasten-Funktion darstellen könnte, alternativ könnte die erhöhte Kon-

zentration auch auf eine körpereigene, systemische Immunmodulation hinweisen bzw. 

diese selbst vermitteln (Meltzer et al., 2016). Basierend auf diesen interessanten Be-

obachtungen war es unser Bestreben, in einer Population von Patienten mit fortge-

schrittenen kolorektalen Karzinomen die prognostische Bedeutung von OPG als Serum-

marker weiter zu untersuchen, um gegebenenfalls hieraus therapeutische Strategien 

entwickeln zu können. 

2.3 fcDNA als Prognosemarker des kolorektalen Karzinoms 

Bei zellfreier zirkulierender DNA (fcDNA – free circulating DNA) handelt es sich um DNA-

Moleküle, welche in Körperflüssigkeiten wie Blut, Liquor oder Sputum in unterschied-

lichen Konzentrationen vorkommen (Szilagyi et al., 2020). Hier zeigen sie, vermutlich 

bedingt durch verminderten enzymatischen Abbau, eine hohe Stabilität und sind bei-

spielsweise mittels quantitativer Realtime-PCR (Polymerase Chain Reaction) einfach 

und reproduzierbar nachweisbar. 

Im Blut von Tumorpatienten lassen sich höhere Mengen frei zirkulierender DNA als im 

Blut Gesunder feststellen (Alix-Panabières et al., 2012, van der Vaart and Pretorius, 

2008, Goebel et al., 2005). 

Eine Frage, die bislang noch nicht vollständig geklärt werden konnte, betrifft die ge-

nauen Freisetzungsmechanismen von fcDNA aus dem Tumor. Es wird sowohl eine pas-

sive Freisetzung im Rahmen von Apoptose- und/oder Nekroseprozessen als auch eine 

aktive Sekretion durch insbesondere Lymphozyten diskutiert (González-Masiá et al., 

2013). Im Rahmen einer Apoptose werden typischerweise gleichmäßige DNA-Fragmente 

von ca. 185 bis 200 Basenpaaren (bp) Länge generiert, wohingegen die Fragmente aus 

soliden Tumoren, welche gehäuft durch Nekrose entstehen, größer und ungleichmäßig 

lang sind. Durch die Bestimmung der Längen bzw. des Verhältnisses der Längen der 

Fragmente zueinander können Rückschlüsse auf die Herkunft der fcDNA gezogen wer-

den (Marzese et al., 2013). Für einige Krebsentitäten konnte dieser sogenannten DNA-
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Integrität bereits eine mögliche klinische Bedeutung als prognostischer bzw. diagnos-

tischer Marker zugesprochen werden (Eskander et al., 2022, Vizza et al., 2018, Elhelaly 

et al., 2022). 

Aber auch die Konzentration der fcDNA ist für verschiedene klinische Anwendungen 

von wissenschaftlichem Interesse. Durch Quantifizierung der DNA-Fragmente aus dem 

Blut oder anderen Körperflüssigkeiten könnten diese als „liquid biopsy“ zur Diagnose-

stellung herangezogen werden. Im Vergleich hierzu ist die übliche Diagnosesicherung 

mittels Tumorbiopsie oft aufwendiger, teurer und deutlich komplikationsbehafteter, 

gerade bei schwer erreichbaren Befunden. Zudem kann die gewonnene Biopsie durch 

die Heterogenität des Tumors in ihrer Aussagekraft verfälscht sein (Kustanovich et al., 

2019). Ferner erhofft man sich durch die Bestimmung der fcDNA-Menge Aussagen zur 

Prognose oder zur Beurteilung des Therapieerfolgs. Durch Analyse der im Einzelfall 

vorliegenden Mutationen oder epigenetischen Veränderungen wie Methylierungen von 

Genen in der fcDNA können gezielte Therapien ausgewählt werden (Szilagyi et al., 

2020).  

Zur Quantifizierung der fcDNA im Blut eignen sich besonders nicht-kodiererende, re-

petitive Sequenzen, welche über 50 % des gesamten Genoms ausmachen und daher 

auch bei geringen DNA-Mengen sicher bestimmt werden können. Hierzu zählen die Non-

LTR-Retrotransposons, welche die kürzeren, etwa 300 bp langen SINEs (Short Inters-

persed Elements) und die längeren LINEs (Long Interspersed Elements) enthalten. 

Den SINEs sind wiederum die ALU-Sequenzen zuzuordnen (Gezer et al., 2022).  

Ferner ist auch die mitochondriale DNA (mtDNA) durch ihre hohe Kopienzahl sowie die 

einfache Struktur sehr gut als Biomarker geeignet. 

Anhand von fcDNA-Markern aus den genannten Klassen in Kombination mit CEA als kli-

nisch etabliertem Marker konnten in einer Studie von Mead et al. gesunde Patienten 

von Patienten mit Colonadenomen bzw. -karzinomen unterschieden werden (Mead et 

al., 2011).  

In einer früheren Studie konnten wir bereits in einem Kollektiv von Kolonkarzinompa-

tienten aller Erkrankungsstadien zeigen, dass die Methylierung von Helicase-like 

Transcription Factor (HLTF) und Hyperplastic Polyposis 1 (HPP1) in frei zirkulierender 

DNA einen unabhängigen Prognosemarker darstellt. Kombinationen der Marker unter-

einander bzw. mit CEA erhöhten jeweils die prognostische Aussagekraft. Im Vergleich 

waren die Methylierungsmarker mindestens so aussagekräftig wie CEA als klinisch ge-

bräuchlicher Marker (Philipp et al., 2012). Da die Mechanismen der Freisetzung dieser 

Marker ins Blut weitestgehend unklar sind, führten wir eine weitere Studie durch. Diese 

konnte belegen, dass die Methylierung von HLTF und HPP1 mit dem Zellzerfall 
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korreliert und daher zur Identifikation besonders aggressiver Tumore dienen bzw. prog-

nostische Informationen liefern kann (Philipp et al., 2014).  

Unser gegenständliches Forschungsvorhaben hatte nun das Ziel, die von Mead et al. 

untersuchten fcDNA-Marker (ALU115, ALU247, LINE1-79, LINE1-300 und ND1-mt) auf 

ihre prognostische Relevanz in unserem rein aus Karzinomen der UICC-Stadien I bis IV 

bestehenden Kollektiv zu testen bzw. mit CEA und unseren bereits erprobten Methyl-

ierungsmarkern zu kombinieren. Perspektivisch stellt sich die Frage, ob diese Marker 

dann auch bei der Therapieentscheidung sowie zum Therapiemonitoring eingesetzt 

werden können. 
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3 Zusammenfassung 

Aufgrund der hohen Inzidenz sowie der hohen tumorbedingten Sterblichkeit beim ko-

lorektalen Karzinom bedarf es neben flächendeckender Früherkennungsmaßnahmen 

und kontinuierlicher Fortschritte bei der Behandlung prognostischer Marker, um Pati-

enten optimal und ihrem individuellen Risiko entsprechend zu behandeln.  

Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit war es, Biomarker aus dem Serum auf ihre 

prognostische Relevanz bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen, insbesondere auch 

im fortgeschrittenen Erkrankungsstadium, zu untersuchen. Wir verwendeten hierfür 

einerseits Marker mit vielversprechenden Ergebnissen aus unseren eigenen Studien und 

andererseits Marker, welche in anderen Tumorentitäten bzw. Studien prognostische 

Relevanz gezeigt haben, und kombinierten diese mit CEA. 

Zunächst bestimmten wir im Rahmen von Studie I (De Toni et al.) die Konzentrationen 

von OPG und CEA im Serum von 81 Patienten mit kolorektalen Karzinomen im UICC 

Stadium IV. In der Überlebensanalyse zeigte sich, dass klinische und pathologische Va-

riablen nicht mit dem Überleben korrelierten, jedoch zeigten erhöhte Konzentrationen 

von OPG und CEA im Serum eine signifikante Korrelation. Die Grenzwerte wurden hier-

bei durch die jeweiligen Mediane definiert. Mit einer OPG-Konzentration über dem 

Grenzwert sank das mittlere Gesamtüberleben von 1.8 Jahre [1.3 – 3.0] auf 1.0 Jahre 

[0.7 – 1.2]; P = 0.013. Auch erhöhte CEA-Werte korrelierten mit einem kürzeren Über-

leben (2.2 Jahre [1.1 – 3.3] vs. 1.2 Jahre [0.9 – 1.6]; P = 0.014). Die multivariate Ana-

lyse bestätigte sowohl OPG (HR und 95 % Konfidenzintervall 1.69 [1.03 – 2.79]) als auch 

CEA (1.68 [1.03 – 2.75]) als unabhängigen Prognosemarker.  

Ferner zeigte sich, dass die Kombination von OPG und CEA im Vergleich zur Betrach-

tung der einzelnen Marker die prognostische Aussagekraft noch verstärkt. Waren beide 

Marker über dem Grenzwert, war das Überleben schlechter als mit beiden Markern 

unterhalb des Grenzwertes. Die Überlebensraten in 1,3 und 5 Jahren betrugen 78.9 % 

vs. 50 %, 46.5 % vs. 10 % und 13 % vs. 10 %; P = 0.015. 

In einer Untergruppe von 33 Patienten führten wir zusätzlich immunhistochemische 

Untersuchungen auf OPG am Tumorgewebe selbst durch. Die Färbung wurde nach ei-

nem Punktesystem von 0 bis 3+ bewertet. Für die Färbungen mit hoher Punktzahl (2+ 

und 3+) ergab sich im Vergleich zu den schwachen Färbungen (0 und 1+) ein Trend hin 

zum schlechteren Überleben. Zwischen OPG-Expression im Gewebe und Serumkonzent-

ration von OPG zeigte sich hingegen keine Korrelation. Dies führen wir auf die Tatsache 

zurück, dass OPG nicht nur von Tumorzellen, sondern auch von Zellen aus der 
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Tumormikroumgebung exprimiert wird, wie auch auf Schwankungen der Expression im 

Zuge der Tumorheterogenität, besonders bei fortgeschrittenen Tumoren.  

In unserer zweiten Studie (Anzinger et al.) wählten wir, ergänzend zu zwei Methylie-

rungsmarkern, welche im vorliegenden Studienkollektiv von 268 Patienten mit kolo-

rektalen Karzinomen aller Tumorstadien in einer früheren Arbeit bereits ihren prog-

nostischen Wert unter Beweis gestellt haben, fünf verschiedene fcDNA-Fragmente 

(ALU115, ALU247, LINE1-79, LINE1-300 und ND1-mt), bestimmten die Konzentrationen 

im Serum und analysierten die Überlebensdaten auf prognostische Relevanz.  

Zunächst zeigten sich einige teils hochsignifikante Korrelationen der fcDNA-Marker mit 

einzelnen klinischen respektive pathologischen Parametern wie z.B. Tumorgröße, 

Lymphknotenstatus oder UICC-Stadium. Ferner wiesen insbesondere die Fragmente 

ALU115 und ALU247 einen signifikanten Zusammenhang mit CEA als gebräuchlichen 

Marker auf, bei einigen fcDNA-Fragmenten bestanden auch teils hochsignifikante Kor-

relationen mit den Methylierungsmarkern HLTF und HPP1. Eine Erhöhung von ALU115, 

ALU247, L1-79 und L1-300 Konzentrationen im Serum korrelierte im Rahmen der Ka-

plan-Meier-Überlebensanalyse signifikant mit einem kürzeren Überleben in allen Tu-

morstadien wie auch in der Untergruppe der metastasierten kolorektalen Karzinome 

(UICC IV).    

In der multivariaten Analyse aller Marker erwiesen sich ALU115 (HR = 2.754; 95 % Cl 

1.662 - 4.565; P < 0.001) und HPP1 (HR = 1.925; 95 % Cl 1.187 - 3.121; P = 0.008) als 

unabhängige Prognosemarker für das Überleben. Die Kombination beider Marker zeigte 

eine hochsignifikante Korrelation mit der Überlebenszeit (P < 0.001). Dieses sank von 

2.4 Jahren mit beiden Markern unterhalb auf 0.7 Jahre mit beiden Marken oberhalb 

des festgelegten Grenzwertes. 

Zusammenfassend gelang es uns, mit OPG und ALU115 zwei unabhängige Prognosemar-

ker, insbesondere für Patienten mit fortgeschrittenen kolorektalen Karzinomen, zu 

identifizieren. Ferner konnten wir zeigen, dass Kombinationen von Markern, insbeson-

dere OPG und CEA bzw. ALU 115 und HPP1, die prognostische Aussagekraft sogar noch 

erhöhen können.  

Biomarker im Blut als sog. “liquid biopsy” sind dabei nicht nur einfach und reprodu-

zierbar zu gewinnen und bilden dabei die Tumorlast ab, sondern können auch Informa-

tionen über den Primärtumor auf molekularbiologischer Ebene liefern, welche wiede-

rum auch für die Auswahl einer Therapie im Sinne der “targeted therapy” eine ent-

scheidende Rolle spielen können. Auch für die Vermeidung von Über- und Unterthera-

pien sowie das Therapiemonitoring liefern Prognosemarker wichtige Erkenntnisse. Da-

her bieten unsere Ergebnisse wertvolle Ansatzpunkte für die Etablierung von 
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Serummarkern sowie für weitere Studien, die den sinnvollen und effektiven Einsatz 

dieser Marker im klinischen Alltag prüfen können. 
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4 Abstract (English) 

Due to the high incidence and high tumor-related mortality of colorectal carcinoma, 

in addition to comprehensive screening tests and continuous progress in treatment, 

there is a need for prognostic markers in order to optimally treat patients according 

to their individual risk. 

The aim of this doctoral thesis was to investigate the prognostic value of serum bi-

omarkers in patients with colorectal carcinoma, particularly in the advanced stage of 

the disease. For this purpose, we used markers with promising results from our own 

studies as well as markers that have shown prognostic relevance in other tumor entities 

or studies and combined these with CEA.  

In study I (De Toni et al.), we determined the concentrations of OPG and CEA in the 

serum of 81 patients with UICC stage IV colorectal cancer. The survival analysis re-

vealed that clinicopathological parameters did not correlate with survival, but in-

creased concentrations of OPG and CEA in serum showed a significant correlation. The 

cutoff values were defined by the respective median concentrations. With an OPG level 

above the cutoff value, median overall survival decreased from 1.8 years [1.3 - 3.0] to 

1.0 years [0.7 - 1.2]; P = 0.013. Increased concentrations of CEA also correlated with 

shorter survival (2.2 years [1.1 - 3.3] vs. 1.2 years [0.9 - 1.6]; P = 0.014). The multi-

variate analysis confirmed both OPG (HR and 95 % confidence interval 1.69 [1.03 - 

2.79]) and CEA (1.68 [1.03 - 2.75]) as independent prognostic markers.  

Furthermore, the combination of OPG and CEA was shown to increase the prognostic 

value compared to considering the individual markers. If both markers were above the 

cutoff value, survival was worse than if both markers were below the cutoff value. 

Survival rates at 1, 3 and 5 years were 78.9 % vs. 50 %, 46.5 % vs. 10 % and 13 % vs. 10 

%, respectively; P = 0.015. 

In a subgroup of 33 patients, we additionally performed immunohistochemical analysis 

for OPG on the tumor tissue itself. The staining was scored according to a 0 - 3+ point 

system. For the high staining intensities (2+ and 3+), there was a trend toward poorer 

survival compared to the weak stainings (0 and 1+). However, there was no correlation 

between OPG expression in tissue and its serum concentration. We attribute this to 

the fact that OPG is expressed not only by tumor cells but also by cells from the tumor 

microenvironment, as well as to fluctuations in expression due to tumor heterogeneity, 

especially in advanced tumors. 

In our second study (Anzinger et al.), we selected five different fcDNA fragments 

(ALU115, ALU247, LINE1-79, LINE1-300 and ND1-mt) in addition to two methylation 
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markers, which have already proven their prognostic value in the present study popu-

lation of 268 colorectal cancer patients of all tumor stages in a previous work, deter-

mined the concentrations in serum and analyzed the survival data for prognostic rele-

vance.  

First, some highly significant correlations were found between fcDNA markers and in-

dividual clinicopathological parameters such as tumor size, lymph node status or UICC 

stage. Furthermore, especially the fragments ALU115 and ALU247 showed a significant 

correlation with CEA as a common marker and for some fcDNA fragments, there were 

also highly significant correlations with the methylation markers HLTF and HPP1. An 

increase of ALU115, ALU247, L1-79 and L1-300 concentrations in serum correlated sig-

nificantly with shorter survival in all tumor stages as well as in the subgroup of meta-

static colorectal carcinomas (UICC IV) in the Kaplan-Meier survival analysis.   

In multivariate analysis of all markers, ALU115 (HR = 2.754; 95 % Cl 1.662 - 4.565; P < 

0.001) and HPP1 (HR = 1.925; 95 % Cl 1.187 - 3.121; P = 0.008) were found to be 

independent prognostic markers for survival. The combination of both markers showed 

a highly significant correlation with survival (P < 0.001). Survival decreased from 2.4 

years with both markers below to 0.7 years with both markers above the defined cutoff 

value. 

In summary, with OPG and ALU115 we have identified two independent prognostic 

markers, particularly for patients with advanced colorectal cancer. Furthermore, we 

were able to show that combinations of markers, especially OPG and CEA or ALU 115 

and HPP1, can even increase the prognostic value. Biomarkers in blood as a so-called 

"liquid biopsy" are not only easy and reproducible to obtain and thereby map the tumor 

burden but can also provide information about the primary tumor at the molecular 

biological level, which in turn can also play a decisive role in the selection of a therapy 

in the sense of "targeted therapy". Prognostic markers also provide important infor-

mation for the avoidance of over- and under-treatment as well as for therapy monitor-

ing. Therefore, our results offer valuable starting points for the establishment of serum 

markers as well as for further studies on the meaningful and effective use of these 

markers in clinical practice. 
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