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INTRODUCTION�

1. Colorectal�cancer�

:��������	 ������	 +:):0	 ��	 ���	 ������	 ���	 ����	 ������	 ��	 ���	 �����	 ��	 ���	

����!�	��	 ��������	�		"���"	 
���	���	 �����	 ������	�����	�%���!���	���$���	 ����	

���	 ������	 �
	 ���	 �����	 ��	 ���	 ����!�(	 ���������	 ��	 ���	 ���������	 �������	 ��	

�������	 :����	 �������	 
��	 ���	 ���	 6<<7&	 ��	 ��	 ���	 �����	 ������	 �!��	 �
	 �����	

�����	��	���	������	�����(	5��	��������	��$	����	�
	:):	
��	6<<7	��	B.C&7D<	

$���	 �����	 �����	 �
	 .7&76<	 JBK(	 :):	 ��	 ����	 "��%����	 ��	 �����	 ������&	

��������&	�!�����&	��$	L����&	"���	�
	@!��"�&	>"�	��	�����&	�#���	��	����	

���������	 $���	 $������	 ��
������	 ��	 ����(	 ��$�%��&	 :):	 ����������	 ��	 ��	 	 ����	

$����$���	��	��	���	�
	���	
��=!���	������	�
	���	"����(	

1.1. Clinical�overview�of�CRC.�

:):	 ��	 �������1��	 ����	 ��	 ���	 ����	 �
	 �����	 ��%���"����	 
���	 ����	 �	

����!��	����	 �E&	 ����	 �	�����	 ���	 ������	 ����	�!����	$����	 �����	 �"����	 
���	

�!���	����	�!�	�!���	��	����	�E&	���	����	��"���������	��������	"����������	

����	 ������	 �����	 ��	 ���"�	 �����(	 �����	 ��	 ��	 ���	 "������	 �����������	

�������������	�
	�����	"����������	��	���	�"���(	9�%�'���	�!�%�%�	����	��	:):	

����	��	���	����	�
	������	"������	$���	����	�	������	�%�		-'���	�!�%�%�	�
	

""��*������	7,MN	����	���&	8.MN	����	���&	D6MN	����	����&	8,MN	����	����&	C.MN	

����	���:&	..MN	��	����	�E&	8M	J6K(	5�3	������	��	���	���	�
	���	%���	��������	
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!���	 ������	 ������	 ��	 ��	 ����	 ��	 ���	 �*����	 �
	 ���	 �!���	 (T)&	 ���	 �*����	 �
	

�"���	��	���	���"�	�����	(N)&	��	���	"�������	�
	��������	(M)(		

����	��	���	�������	�
	���	������	:����	������!��&	:):	���������	��	
����	

�!���������	��	6CM	
���	B78.	��	6<<.	J,K(	5���	��	��	�����!���	��	���	��"��%��	

%��������	 ��	 !��	 �
	 ���������	 ������=!��&	 �!��	 �	 �����������"�&	 
���	 ���!��	

�����	 �������	 ��	 ���������"�N	 ��"��%��	 �!�����	 �������N	 �%����	 ��	

���������"�&	�!��	�	�������	����"���	�����	�"������	���$��	
����	����"���	

+@?9)0	��	 :��!*���	��	��%���"����	�
	 ����������	 ���������	 +��%��1!��0	

�����	%��!��	����������	���$��	
����	+E@?90	��	��%���"����	��	�������	!��	

�
	�����	���������	�!���	��#���&	�!��	�	���!�	���������������	������	+:@�0	

��	:�B7'7		J,'CK(	

1.2.�Prognostic�markers�for�CRC��

5!���	�*����	��	������&	���"�	����	���!�&	�!���	����	��	�!���	��%����	

��	 ���	����	 ��"�����	���"��������	 "���������	��#���	 ��	:):	 JDK(	 ��	 �����	 ��	

�%�	�	��!���	"���������	��	"��������	��	 ��������&	 	 ����	�!����	�
	 ����!�	

����	 �����!��&	 "������	 ��	 ����������	 "���������	 ��#���	 �%�	 ����	

��%��������(	 5���	 ����!���	 ��#���	 
��	 ����	 �
	 ������1�������	 �	 %���!�	

����������	�����	+�(�(	B"&	8"&	BD"	��	B8=0&	���!�	:@�&	�!������	��	KRAS,	��#���	


��	 �����������&	 �!��	 �	 %��!��	 ����������	 ���$��	 
����	 +E@?90&	 ��	 ��#���	


��	 ����	 "����
������	 ������
���	 ��	 ���!����������������	 �
	 �!���	 ����!��	 ��	

����!�	 ��������&	 �!��	 �	 ������	 �B&	 �'3�:&	 �:��&	 A�'CD&	 "6B	 ��	 "6D	 JD&8K(	 5��	
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����������	�
	���	������
���	��#���	
��	�*��	"��������	�
	:):	��	������	��	���	��	��	


!���	%������(		

1.3.�Surrogate�end�points�for�CRC�detection�based�on�colon�anatomy�changes�

1.3.1.�Basic�function,�anatomy�and�morphology�of�colon��

:����	 ��	 ���	 "��	 �
	 ���	 ���������	 ����	 ���	 ��	 ��%��%��	 ��	 ���	 ����"����	 �
	

$���	��	���	
���	���	
����	��	"��"������	���	
����	��	���	����!�	
��	��
������(	

5��	������	�
	���	�!��	�����	��	��!��	B<<'B-<	��	��	��	���"����	�
	
�!�	��"��	

�
	������	���!���	����"��%�	�����&	�!�!�	���������	������	�����&	"�"����	�������'

���������	 ���������	 �����	 ��	 �����	 �����	 J7K(	 5��	 �!�!�	 "�������	 ���	 �������	

�!���	
���	���	��������	�
	"��������%���	���������	
����(	5��	�����	��	������	

��	 �������	 "�#��	 �����	 ��	 ���"��	 $����	 �*����	 ��	 ���	 �������	 �!���&	 $���	 ���	

������	�����	���!"����	������	���	������	�
	���	���"��	��	����"��%�	�����	������	���	

������	�!����	�!�
��(	5��	�"��	���$���	���	�����	��	
�����	��	���	����	"��"��		

$����	 �������	 �������N	 �����	 ��	 ���"�	 %������	 ��	 �����	 ���	 $���	 ��	 "���%�	

��

!����N	��	���"�������	��	"���	�����	��	��	��	��
����	���������	JB<K(		

1.3.2.�Aberrant�crypt�foci�(ACF)�

����	�����	������	���	���	���	�
	���	���"�	��	��%�	����	��	"���������	�����	���	

��%�	 "��������%���	 ��	 ���	 ��"	 �
	 ���	 ���"��	 ��	 !������	 ����	 �����	 �����	 ��	

��

����������	�!����	���	"������(	5��	"������	�
	����	"����
������	��	��������	��	

���"������	 $���	 ���	 �����	 ��	 ���	 ��"	 �
	 ���	 ���"��	 !������	 "�"�����	 ���	
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��=!����	��!�	6',	���	J7&BB'B,K(	��$�%��&	���	�����	$���	�����	���	��	�������	

�!������	 ��	 ���	 !������	 "�"�����	 ��	 ������!�	 "����
������	 �	 ���	 !""������	

"��	 �
	 ���	 ���"�	 ������	 ��	 ���	 "��������!�	 ����	 �����	 �	 ������	 ���"�	 
���	

+�:90(	 2��	 ������	 �
	 ���!���	 �!������	 ���	 ���	 �������	 �!�����	 ��	 ��	 
����	

�=!����	��		����	����	��	���	�����	$����	��	��	����
�����	��	���	"���������	�����	

��	 ��	 ��	 ����	 ���	 ������1����	 �
	 ���"��	 $���	 �!���	 �����	 	 ��	 "��������	 �
	 �����	

���%������	��	����	��%�����N	��$�%��	����	��	���		���"������	%���
���	������	J7K(		

�:9	 ��	 $�����	 !���	 �����#���	 ��	 ����	 �*"��������	 
��	 �����"��%������	

JB.'BCK(		5����	�������	��	���!���	��	��	���	�������	������
����	"���!����	
��	:):	

��	 �������	 ��	 �!���&	 ��	 ���	 ��	 �
	 ���	 �:9	 ��%���"	 ����	 �����O�������(	

5����	��	������	���	�������!�	"���"�	
��	!��	�		��#��	
��	�"�����	������&	

�����	 ��	 �#��	 ��!��	 ��!"��	 �
	 ������	 
��	 	 �����	 ���"��	 ����	 ��	 ����
���	 ��	

�����(	 �:9	 ��	 �%���!���	 �%��%�	 ����	 "���"�	 +�����0	 ��	 
!�����	 ����	

�������	 ��	 ���	 P�����'�������	 ��=!����/	 JBDK(	 	 �:9	 ��	 ��������1��	 ��	

���"��	$���	������	�!����	�"�����&	����#����	�"������	��	�����	���"��	���"���	

��	 ���	 � ����	 ���"��	 JB8K(	 5����	 �������	 ��	 ��%����	 ����	 ���"�����	 ��	 ���'

���"�����	�:9	��	���"�����	�:9	��	��	������	������
���	��	���	�!���	�
	"������	

$���	���������	��������	�����	
�����	�������!�	"���"����	��	���	��	�"�����	

�����	 "������	 JB7&6<K(	 �:9	 $���	 ��������	 ������
���	 �	 ��"�����	 �����#���	 ��	

���"���'�������	��=!����	��	"������	$���	!������%�	�������	J6BK(		

�
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1.3.3.�Beta�catenin�accumulated�crypts�(BCAC)��

5����	 ���"��&	 �	 ���	 ���	 �!������&	 ����	 	 ����	 ��!��	 �
	 H'������	 ��	 ���	

�!����	 ��O��	 ���	 ����"���	 �	 ��	 ��	 ��%����	 ��	 ���	 ������	 ���"�����	 �����	 ��	

�����*����	 �����	 ������	 ��������	 ��	 ��	 H'������	 ���!����������������	 �
	

����1����	�����	��������(	�:�:	��	���	������
����	��	���	�!����	�!�
��	�	��	�:9	

��	 �%�	 ������	 ���"���	 ���	 �:9	 �������	 J66K(	 4������	 �:�:	 ��"�������	 	

�!����	�
	�:9	 ��	���	 ��	��	���
�����(	��$�%��&	 
��=!���	��catenin	 ����	�!������	

$���	�����%��	��	�:�:&	$����	���!����	����	��	������	�������	�������������&	$���	

��	 ""�����	 �
	 ������	 ���"�	 
���	 +�:90	 J6,K(	 ����&	 �:�:	 �!�����	 $���	

��=!�������	������	$���	 ���	�!�����	�
	 ���������	�*"��!��&	$����	�:9	�!�����	

$���	�����	!�������	J66K(	�

1.3.3.�Mucin�depleted�foci�(MDF)�

3�9	��"������	���"�����	���"��	���	��	��������1��	��	���	������	��	����	

"���!�����	 �
	 �!�!�	 ��	 �%�	 ����	 ������
���	 �	 !��
!�	 �����#���	 ��	 :):	 �
	

���������'������	�������	J6.K	��&	��������&	���	��	�!���	�	����	���#	�
	�����	

�����	J6-K(	3�:6	��	���	����	�!����	�!���	��	���	�����	��	Muc2'��
������	����	

��	"����	��	���������	�������������	J6CK(	3!�6	��%���	$���	���������	���!���	��	

3�9	J6DK&	�!��������	���	����%���	�
	3�9	�		�����#��(	9!�����&	���	�!����	�
	

3�9	 ��������	 "��"���������	 $���	 ���	 �������	 ��	 �����	 �
	 ���	 ���������	 J68K	

��	 ���	 �������	 ��	 3�9	 ��	 ���������	 $�	 ���!���	 $���	 �����	 �����	 ����������	

��!�&	 �!��	 �	 "���*���	 J68K(	 3�9	 ��	 	 �!������	 ��	 �����	 

������	 �����	
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�������������&	 �!��	 �	 APC	 ��	 ���$��	 4��	 ��������	 ���%����	 ��#�	 �������	

�!����&	 
��!���	 �!��������	 ���	 �����	 �������	 ��	 "��������!�	 J68K(	 3�9	 ��	

������
���	��	������������	�����	�	���	���"��	���$���	�����%�	�������	$���	����'

����	������	�����	��!�(�

1.3.4.�Adenomatous�polyps�(Adenoma)�

����"�	 ������	 	 ���	 �
	 �����	 �
	 �"�������	 ���"���	 $���	 !�����������	

"����
������	 ���	 "�� ���	 ��%�	 ���	 �!�
��	 �
	 ���	 �!���!�����	 �����	 �!���(	

��%���	���"���	��	�	�����	��	����������		�������%�	��#��	
��	���	��������	

���#	
��	:):&	��"������	$���	���	�������	�*�����	%����!�	���"������	��		��	������	

���	B(<	��	J67K(	:��������	������	���$	�!������	�
	���������&	�!��	�	KRAS&	

�����%����	�
	�!���	�!""������	�����	�!��	�	APC,�p53	��	DCC	+�������	��	�����	

�����0	 ��	 ���	 ��"��	 �����	 +MLH1,� MSH20	 ��	 ���������	 ��	 ���	

����������(J,<K(	����"�	��	�����	���������	��	�������"�	�����	 ����	"�� ���	�!�	


���	 ���	 �!���	 !�����	 ����	 ��	 P
��/	 ��	 ��!��(	 ��$�%��&	 ���������	 �
	 �����	 
��	

������	 ��	 �������	 �$���	 ��	 ���	 �����������	������	��������	 ��������	$���	

�����	 ���!��!���	 $���	 ������	 %����!�	 ���"��������1����	 ���"���	 ��	 ���!��	

"���"�	J,BK(		

1.4.� �Genetic�alterations�during�CRC�initiation�and�progression.

�"�����	 :):�	 ��%���"	 ����!��	 	 �!���'���"	 "������	 $���	 �=!����	 �������	

���������	 ��#���	 ���	 �����	 ����	 	 ������	 ����	 �
	 �!���(	 5��	 ����������	

����������	 ��	 ���	 ��=!�����	 �������	 ���������	 ��=!����	 
��	 ���������	 ��	
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"����������	 
���	 ���	 ����	 ��	 ���	 ��*�	 ��	 ��"�����	 ��	 ���	 ������	 ��!����	 ��	

E���������	 et�al.	 J,6K	 ��	 ��	 ��%��$��	 ��	 4�����	 ��	 �(	 J,,K(	 5��	 
�������	 �
	

"���������	�������	�
	���	�����&	���	�����	������	��	��������	$���	���	����	�
	

���	 �!���	 �!""������	 ����&	 ���	 APC� +Adenomatous� Polyposis� Coli0	 ����(	 APC	

�!������	 ���!�	 ��	 !"	 ��	 8<M	 �
	 ������	 ��	 ������������	 ��	 .(,M	 ��	

������	���"�	
���	+�:90	J,.&,-K(	����	������	�=!���	�!������	��	���	?5���&	

KRAS� ��	 ����
���	 ����	 �����������	 ������(	 KRAS	 ��������	 �����	 ��	

����"�����	)
'B��	 ����������	 ��	 ��	 ���	�������	��	 ���	���%�	)
'B	�!���	

���%����	�
	�������	���%���	"������	#����O�*������!��	����"���	#����	 +@)A0	

��	 ���!��	 ��	 ��������	 ����	 "����
������(	 Ras	 ����	 �!������	 ���!�	 ��	 -8M	 �
	

������	 �����	 ���	 B	 ��	 ��	 ��	 .DM	 �
	 ��������&	 $����	 ����	 7M	 ������	

$���	 ��1�	 ����	 ���	B	 ��	���$	�!������	 ��	KRAS�[32](	 :�����%������	 �*���	 
��	 ���	

��=!����	 ���	 APC	 �!������	 "������	 KRAS	 �!������	 ��	 ���	 �
	 �"�����	 :):(	

5#��	 ��	 �(	 
�!��	 ��	APC	 �!������	 ��	 ���"�����	 �:9	 $����	KRAS	 �!������	

$���	 "������	 ��	 C8M	 ����&	 ����!��	 ������	 
���	 ���	 "������	 ���$��	

"�����%���	
��	APC	�!�����	J,CK(	5����	�!�����	���	"�������	�
	�	�������	�������	

"��$�	
��	���	��%���"����	�
	�:9	��	������N	��	APC	�!������	$�����	���	

�:9	��	��	������	 
��	 ���	"����������	��	�����	J,CK(	����	�
	B8=	����������	

$���	���.&		#��$�	:):	"�����"�������	����	���	��	���	������	��	B8=&	���%��	���	

�����	��	���	�����	����(	����	�
	B8=	��		��#��	�
	����������	����������	

+:��0	J,DK	$����	�!������	��	���.	��	�������%�	�
	�������������	����������	+3��0	

J,8K(	 :��	 ���!��	 ��	 ��!��	 8-M	 �
	 �"�����	 :):	 $���	 ���	 ��������	 B-M	
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�������!���	 ��	 3��(	 	 9!�����	 ���	 �!������	 ��	 	 ���	 �!���	 �!""������	 ����	 p53	

����
����	���	�����	��		���	�������	����	J,6K(				

1.5.�Risk�factors�for�CRC��

)��#	 
�����	 
��	 ��%���"���	 ������	 �
	 ���	 �����	 ��	 ����!�	 ����!��	 ��&	

"�������	 �
	 "���"�&	 
����	 �������	 
��	 :):&	 ���������	 ���������	 �!��	 �&	 
�����	

�������!�	 "���"����	 +9��0	 ��	 ���������	 ���'"���"����	 ���������	 �����	

+���::0&	 ������	 �����	 ��	 ��
������	 J,7K(	 	 ����&	 	 �������	 �
	 ��$��	 ������	 ���	

����!���	!������%�	�������	��	:����/�	������	��	����������		� ��	���#	
����	
��	

���	 ��%���"����	 �
	 �����	 �����(	 ��	 �����	 ����������	 ���������	 ������	 ��
����	

�%��		 ����	"�����	�
	����	��	������	����������	�*���	���$���	���	�!�����	��	

�*����	 �
	 �!����	 ��
�������	 ��	 �����	 J.<K(	 �����!��	 �������	 �!������	

�������	���	���#	
��	:):&	��!�	D-M	�
	:):	��	�"�����(	5����	��	��������	��	

������	 ��	 ��	 ���	 #��$�	 ��	 ��	 ���#��	 ��	 ���������	 
�����	 J,K(	 B-'6<M	 �
	 :):	

����!��	 �������	 ���#	 "������	 $���	 	 
����	 �������	 �
	 :):&	 $����	 ���	 ����	 ���#	

���!"	�
	-'B-M	����!��	�����	$���	9��	��	���::	��	����	�������	���	J.BK(		

2.�Inflammation�and�cancer�

:������	 ��
�������	 ��	 ����	 ����	 ��������	 $���	 ���	 "������	 �
	

�!�����������(	)!���
	E�����$	��	B8C,	�����	���"�������	��	���"����	��	���	

���	�����%����	���	Q���"�������!��	��
������R	��
������	���	������	�
	�����	�	���	

����	�
	�������	 ��
�������	J.6K(	2%��	���	"��	������&	�!�	!�����������	�
	���	

�!���	�������%��������	��	"�������	�
	��
�������	���"�����	��	����������	
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��	 ���	 ��	 ���������	 ""��������	 �
	 E�����$/�	 �!��������(	 3��	 ���"������	 �
	

��
�������&	�!��	�	����#����&	����"����&	�����%�	�*����	��	��������	�"�����	

��	 �%����	 �!��	 �&	 ��!#�����	 ��������	 ��	 �����������	 ��	 ���	 ������
���	 ��	 	

%�����	�
	�!����(	��
�������	��		"�����%�	���"����	�
	�!�	����	��	��	�� !��	��	

��
�������	 ��	 ���"�	 ��������	 ���	 ��%����	 "�������	 $���	 ��	 ""���	 ��	 �!��	

"���(	 ��$�%��&	 $���	 ����	 ��
�������	 ���"����	 �������	 �������&	 !����	

��""��"����	 �������	 ��	 ��	 
��"	 ����	 �	 ��������	 ���������	 $����	 ���	

��
�������	��������	��	��	�	�������	�
	����!�	����������	��	�������	��	��	

"������	 �!����	 J.,&..K(	 	 ��	 ��	 ����	 ��������	 ���	 �������	 ��
�������	 ��	

��
�������	��	���"�������	
��	��!�	���	��	
�!�	�����	����	$����$���	J.-K(		9��	

�*�"��&	 Helicobacter� pylori	 ��
������	 ��	 ��������	 $���	 ��������������	

�������������N	 !������%�	 �������	 $���	 ���������	 �����N	 ��������������	 $���	

������	�������N	�!��	""�����	%��!�	$���	���%���	�����	J.6&.CK(		

2.1.�Events�in�inflammation�associated�carcinogenesis�

��	 ���"����	 ��	 "����
�������	 ������&	 ��

�����	 ��
�������	 �����	 �!��	 �	

����"����&	 ��!���"����&	 ���	 �����&	 ��!��	 #�����	 �����	 ��	 ���������	 �����	 ��	

����!����	�	���	�����	�
	��
�������(	5����	���%���	�����	�������	�����%�	�*����	

��	��������	�"�����	+)2�	��	)��0&	$����	�!��	�!������	�����	��	���	��	

"���!������	�
	���'"������	�����'���#�	��	�%���!���	�

���	��	�!���	���������	J.CK(	

�������	���	����������	J.DK&	��	�������	����
�������	�
	�����	������	�����	

J.8K	 	 ��	 ����	 ��"������	 ��	 �������	 ��
�������	 ���"�����	 ��	 ������	

�������������(	 ��"�������&	 ��������	 �����	 "���!��	 ���!���	 ��������	 �����	
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����#����	��	�����#����	���	�����	��!#������&	$����	��	�!��	"���!��	����#����	

���	 ����!���	 
!�����	 ����	 "����
������(	 �����������	 �
	 ����	 "����
������&	 �%����	


���	"�"�����	����	����	��	���%��!���1����	��	���	���!�����	���������	
��	

�!���	"��������	��	"����������	��	��
�������	"���		#��	����	��	���!�����	

�����	�

����	J.7&-<K(	

2.2.� aCytokines� nd�chemokines�

:���#����&	 �����#����&	 :2;'6&	 ��2�&	 �9'��	 ��	 #����	 "��$��	 ��	

�������1��	 �	 ���	 � ��	 �����!��	 "�����	 ��	 �����!����	 ��
�������	 ���%��	

�������������(	 :���#����	 ��	 ��	 ������	 �����
���	 �	 ��
�������	 +�������!#���&	

��'B&	 ��'C&	 ��'BD0	 ��	 ���'��
�������	 +��'B<0	 ����	 J..K(	 5���	 �����
������	 ��	

�������	�����	������	����#����	�!��	�	�!���	��������	
����	+5�9'�0	��	��	�	

�!���	 �!""�������	 ��	 "��������	 ����	 ��	 ���	 �!���	 �������%��������	 J-BK(		

��������&	 	 ��$	 ������������	 �
	 ��'B�	 ��	 ��������	 $���	 "�������%�	 ���!��	

���"����&	 $����	 	 ����	 ������������	 ��	 ���#��	 ��	 ��
�������'������	 �!���	

��%����	 J-6K(	 ��"�������&	 ���	 �
	 �����	 ����#����	 ��	 
�!��	 ��	 ��	 "������	 ��	

�!��	 ������	 ����!����	 �����	 �
	 ���	 ��������!�&	 �����&	 "������	 ��	 ������	

J.6&-,K(	 	 5��	 �����	 �
	 ����#����	 ��	 
�������	 �������������	 ��	 �!���'
����	 ���	

����	 ��	 )2�&	 )��N	 ����������	 �
	 ���	 ��"��	 ��	 )2�N	 
!�������	 �����%����	 �
	

�!���	 �!""������	 �����N	 ����!�	 ����������	 %�	 ���%����	 �
	 ����*	

������"���������	+33��0N	����!�����	�
	�����������	��	�������	�
	����	�������	

�����!���	J.6K(		
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:����#����	��	���!���	����������	�����!���	!�!���	"���!���	��	����#����(	

5����	 � ��	 ����	 ��	 �������������	 �
	 ��!#������	 ��	 �����	 �
	 ��
�������	 ��	

���������	���	��������	�
	�!���	�����	��	���	�����	�����	$����	��	�����!���	��	���	

������	��	���!��	�*"�������	�
	33��	J-.K(		

 

2.3.�Cyclooxygenase�2�and�inducible�nitric�oxide�synthase�

:�����*������'6	 +:2;'60&	 ��	 ���!���	 ��	 ��
�������	 ��	 �"�������	 �����	 ��	

����#����&	 �������	 ��"�"�����������	 +���0	 ��	 "������	 �����	 J--&-CK(	 :2;'6	

#���#�!�	 ����	 ��	 
�!��	 ��	 �%�	 ��$��	 �!�����������	 �
	 ���������	 J-DK&	 �#��	 J-8K	

��	�����	����	J-7K(	5��	��1���&	:2;'6	���	��	���������	���	��	"���!��		

������	 �
	 "�����������(	 �?@6&	 �?96�	 ��	 B-�'�?>6	 ��"������	 "�����������	 ���	

��	��������	�������	�	"����
�������	��	"��	��!���	�����	��	�������������(	

��������	 ��%���	 �
	 �?@6	 �%�	 ����	 ����	 ��	 ���	 �!��	 ������	 JC<&CBK(	 �?@6		

"�������	 ����	 "����
������	 ��	 �!���'��������	 ���%��!���1����&	 �!""������	

"�" % 6�����	�������	
 �����	�!���	���$��	JC K(	

���!�����	 ������	 �*���	 �������	 +��2�0	 ��	 ������	 ���!�����	 ��1���	 ������	 ��	

:2;'6	���	��	�	��"�����	�������	��	��
�������	������	�����(		��
�������	

����#����	 +�����	 5�9'�&	 ��'B�	 ��	 �9�'�0&	 ���	 JC,K&	 �E	 JC.K	 ��	 "������	 ������	

JC-K	�������	���	���!�����	�
	��2�&	$����	���	��	�'�������	��	"���!��	������	�*���	

+�20(	)��!�����	�
	�2	"���!�����	���!��	�!����	�������"����	��	���������(	2���	

���%�&	��2�	��	#��$�	��	"���!��	����	��!���	�
		�2	JC,K(	����*��������	+2�22'0	

������	 ��	 "���!���	 ��	 ���	 �������	 �
	 ������	 �*���	 $���	 �!"���*���	 �����	 ��	
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�����	 ������	 ��	 �2	 �!��	 �*����%�	 ��	 ��������%�	 ������	 $����	 ��	 �!��	 ��	

������	 ��	 ���	 ���	 �	 "��%��!���	 ���������	 JCCK(	 ��	 ���	 �*����	 ���������	

"��"������	 ��	 ���!���	 �*"�������	 �
	 %��!��	 ����������	 ���$��	 
����	 +E@?90	

JCDK(	�����	�	��
�������	��1���&	��2�	��	�%���*"������	��	���	�!��	�!����&	

��"������	��	���������	�!����	JC8&C7K(	�"��	
���	���	"�����"�����	���%���&	�2	��	

���	 ��������	 $���	 ������"�����	 
!�������&	 ���	 �

����	 �����	 ��"������	 ��	 �2	

������������	 ��	 �!����&	 ����	 ��"�	 ��	 ����������	 $���	 �����	 
���	 ������(	 �2	 ��	

���$�	 ��	 ��	 ������*��	 ��	 ��2�	 ��	 ��%������	 ���������	 ��	 ��������	 ���%���	 ��	

�!��	 �����	 �����	 ��	 ��	 �!����	 ������	 �����	 JC,&D<K(	 2�	 ���	 �������&	 �2	

����	 ��	 ��"��"���"���������	 �
	 ������������	 +)�0	 "������	 ��	 ��!�	 ��������	

����	 "����
������	 JDBK(	 ��2�	 ��	 ���	 ����	 ���$�	 ��	 ����	 ��	 :2;'6	 ��1���&	

����������	��	��	�!��	���	�������	���%����	�
	:2;'6	JD6K(		

2.4.� Major� transcription� factors� in� inflammation� driven� carcinogenesis:�

Nuclear� factor�kappa� B� (NF��B)� and� Signal� transducers� and� activators� of�

transcription	+STATS)�

��

�����	 �������"����	 
�����	���	 ��	��	���%���	�!����	 ��
�������	 ������	

��	 ������	 ���!�����	 �
	 �����	 ��	 ���������	 �
	 "�������	 $����	 "%�	 $�	 ��	

����������(	 �!����	 
����	 #""	 �	 ��	 �9'��	 ��	 ���	 ����	 �*�����%���	 ��!����	

�������"����	
����	��	��
�������	���"�����	��	��	��	�������1��	�	���	"�������	

�����!��	������	���$���	��
�������	��	�����	JD,'D-K(	3����	�*"����	
�%�	

�9��O)@�	 �����&	 NFKB1,� NFKB2,� RELA,� c�REL� ��� RELB� ���	 ��%�	 ����	 ��	 ��%��	
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"�������'	 "B<-&	 "B<<&	 "-<&	 "-6&	 )@��O"C-&	 �')@�	 ��	 )@�	 �(	 "-<	 ��	 "-6	

������"����	 ��	 ����'�������	 ��
	 �
	 "B<-	 ��	 "B<<&	 ���"����%���	 JDC&DDK(	 	 5��	

�������	 "��$�	 
��	 �9'��	 ���%����	 ��	 �������	 ����!��	 ���	 ���%����	 �
	

���%����	 �
	 ����������	 F�	 #����	 +�AA0	 ���"��*	 ��	 ������	 �!��	 �	 �����	 "������	

�!����	��
�������(	5���	��	
����$��	��	!��=!����	��"������	���������	�
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MATERIALS�AND�METHODS�
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� A. Control diet group B. Pterostilbene fed group
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Fig.� 1.2.� PCNA� staining� of� colon� mucosa� and� cell� counting.	 �	 ��"��������%�	
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																								Control��������������������������������������Pterostilbene�
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Fig.� 1.3.	 Inhibition� of� iNOS� expression� in� the� colons� by� pterostilbene.	 @����	
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																		Control�����������������������������������������Pterostilbene	
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Fig.� 1.4.	 Increased� mucin� MUC2� expression� in� the� colons� by� pterostilbene.	
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PART�II�

Pterostilbene�exhibits�anti�inflammatory�action�in�colon�cancer�cells�and�the�

effects�are�mediated�through�the�p38�MAPK�pathway��
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2.2.�Results��

2.2.1.�Cytokines�act�synergistically�to�induce�iNOS�and�COX�2�in�HT�29�cells.�
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2.2.2.� Cytokine� induction� of� iNOS� and� COX�2� is� time�dependent,� and�

pterostilbene�dose�dependently�blocks�the�induction.��
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2.2.3.�Pterostilbene�down�regulates�mRNA�levels�of�inflammatory�genes�iNOS�
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2.2.4.�Multiple�signaling�pathways�are�involved�in�regulating�iNOS�and�COX�2�

formation�in�HT�29�cells.��
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2.2.5.� Pterostilbene� down�regulates� iNOS� and� COX�2� by� blocking� p38�

activation��
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2.2.6.�The�p38�MAP�kinase�pathway�is�a�key�signal� transduction�pathway�for�

elici � �c nting�the�anti�inflammatory�action�of pterostilbene�in olo �cancer�cells.�
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2.2.7.� p38�� isoform� is� crucial� for� the� induction� of� iNOS� and� COX�2� in� HT�29�

colo 	n�cancer�cells�by�the�cytokine�mixture.		
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2.2.8.�Pterostilbene�blocks�the�NF��B�binding�activity.			
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Fig.�2.1.�A�combination�of�cytokines�yield�strong�induction�of�iNOS�and�COX�2�in�HT�

29�cells	�5'67	�����	+B(-			B<C	�����O	B<<	��	����0	$���	������	$���	B<	��O��	�
	5�9'�&	

�9�'�&	 ���&	 ��'B�	 ������	 ����	 ��	 ��	 ��

�����	 �����������(	 5��	 �����	 $���	 ��%�����	 
��	

"������	 ���!�������	 
���	 B-	 �&	 ��	 ���	 ��"���	 $���	 ���!���������	 ��	 ���������	

��!�����	�
	��2�	��	:2;'6(	�'�����	��%���	$���	!���	�	���	���	������	�������(	�

	

	

	

	

	

	

	



73 
 

- +      +        - +      +        - +      +
- - +        - - +        - - +

9 h                   12 h                   15 h

Cytokines
Pterostilbene

iNOS

COX-2

�-Actin

A

- +    +        +     + +   + 
- - 1 3       10 30    100

Cytokines
Pterostilbene

iNOS

COX-2

�-Actin

B 15 h

	

	

Fig.�2.2(	 ��2�	��	:2;'6	���!�����	��	����#����	��	����	��"������	��	"������������	����	

��"��������	 ��������	 ����	 ���!�����	 �(	 ��2�	 ��	 :2;'6	 ���!�����	 ��	 ����#����	 ��	 ����	

��"������	�5'67	�����	+B(-			B<C	�����O	B<<	��	����0	$���	������	$���	B<	��O��	�
	5�9'�&	

�9�'�&	���&	
��	7&	B6	��	B-	�	��	���	"�������	��	������	�
	"������������	+-<	T30(	5��	�����	

$���	��%�����	��	"������	��"���	 ���!���������	
��	 ��2�	��	:2;'6	 ���!�����	��	���	

����#���	 ��*�!��	 ��	 �����	 �!""�������	 ��	 "������������(	 �(	 �������������	 ����#�	 ���	

���!�����	�
	��2�	��	:2;'6	��		����'��"������	�����(	�5'67	�����	+B(-;B<C	�����O	B<<	

��	����0	$���	������	$���	$���	B<	��O��	�
	5�9'�&	�9�'�&	���	��	���	"�������	��	������	

�
	��

�����	�������������	�
	"������������	
��	B-	�(	5��	"������	��%���	�
	��2�	��	:2;'6	

���	����������	��	4������	����	������(	$

	



74 
 
	

	

	

	

	

	

	

	

	 iNOS

 
Fo

ld
 in

du
ct

io
n

***

40000

30000

20000

10000

0

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	
COX-2

   
   

Fo
ld

 in
du

ct
io

n 
  

***
***

8

6

4

2

0 - +    +          +      +
- - 1 10 30

Cytokines
Pterostilbene

0

	

	

	

	

	

	

	

	

	

�

Fig.� 2.3.� Pterostilbene� lowers� the�cytokine� induced�mRNA�of� iNOS�and�COX�2.��5'67	

�����	 +B(-	;B<C	 �����O	B<<	��	����0	$���	 ������	$���		��*�!��	�
	5�9'I&	 �9�'�	 ��	���	

+���	�	B<	��O��0	����	��	��������	$���	��

�����	�������������	�
	"������������	
��	7	�(	

5���	 )��	 $�	 �������	 ��	 �)��	 ��%���	 
��	 ��2�	 ��	 :2;'6	 $���	 ���!���	 !����	

=!������%�	 )5'�:)	 ������	 �	 ���������	 ��	 3������	 ��	 3������(	 5��	 ��	 ��	

��"��������	 �	 ���	 `	 ������	 ��%�����(	 ���������	 �����
�����	 $�	 ���!����	 ��	 ���	

��!�����	�'����&	�Y.	��	___	������"����	��	"	%�!�	^<(<<B(	

	

	

	

	

	

	

	

	



75 
 

	

	

	

	

	

	

	

	

	

IL-1�
   

  F
ol

d 
in

du
ct

io
n 

   

***

***

500
400
300
200
100

0

									

400

300

200

100

0

IL-6

***

	

ol
d 

in
du

ct
io

n 
   

F

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Fo
ld

 in
du

ct
io

n 
   

- +    +          +      +
- - 1 10 30

Cytokines
Pterostilbene

TNF-�
1500

1000

500

0

Fig.� 2.4.� Pterostilbene� downregulates� � the� mRNA� synthesis� of� pro�inflammmatory�

cytokines.�	�5'67	�����	+B(-	;B<C	�����O	B<<	��	����0	$���	������	$���		��*�!��	�
	5�9'

I&	�9�'�	��	���	+���	�	B<	��O��0	����	��	��������	$���	��

�����	�������������	+T30	�
	

"������������	 
��	7	�(	5���	)��	$�	 �������	��	�)��	 ��%���	 
��	 ��'B�&	 ��'C	��	5�9'I	

$���	���!���	!����	=!������%�	)5'�:)	������	�	���������	��	3������	��	3������(	

5��	 ��	 ��	 ��"��������	 �	 ���	 `	 ������	 ��%�����(	 ���������	 �����
�����	 $�	

���!����	��	���	��!�����	�'����&	�Y.	��	___	������"����	��	"	%�!�	^<(<<B(	



76 
 

	
	

p-Erk1/2

�-actin

p-JNK1/2 46
54

p-p38

15 min

p-Akt

C

I�B�

p-Stat3

- +    +       
- - +

79
86

Cytokines
Pterostilbene

15 minB
- +    +       
- - +

Cytokines
Pterostilbene

�-actin

p-Stat1

	

	

Fig.�2.5.�p38�MAPK�is�a�major�target�for�the�action�of�pterostilbene.��(	@
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PART�III�

Pterostilbene�lowers�the�tumor�burden�in�the�azoxymethane�(AOM)�induced�

colon�carcinogenesis�model�in�rats�and�inhibits�cell�proliferation�in�HT29�

colon�cancer�cells��
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3.2.�Results�

3.2.1.�Pterostilbene�reduced�the�multiplicity�of�colonic�tumors�in�AOM�injected�

rats.��
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3.2.2.�Pterostilbene�lowered�cell�proliferation�and�expression�of���catenin�and�

cyclin�D1�in�the�colon�adenocarcinoma�tissue.��



86 

�����
������	����	�!����	������	+�:��0	 ��		��#��	 
��	����	"����
������	��	

��"�����	 
��	 ���	 ���������	 �!����	 ���	 �'"���	 ��	 ����	 �����	 J67BK(	

���!����������������	 
��	 �:��	 �
	 ���	 �����	 �!���	 ����!�	 
���	 �����	

"������������	 ����	 ���$��	 �����
����	 ���!�����	 ��	 ���	 �*"�������	 �
	 ���	

"����
������	��#��&	 ���"���	 ��	 ���	 �
	 ���	 �������	 ���!"(	 �:��	"�����%�	�!����	

$�	 DBM	 ��	 ���	 �������	 ���!"	 ���"���	 ��	 ,8M	 ��	 ���	 "������������	 ������	 ��	

����� �

 

�	��	����	��$�����	$�	� ���
����	+"Y<(<60	+9��(	,(B0(	

�':�����	 $�	 ������
���	 ����	 ���	 �������	 �
	 ���	 �"�������	 �����	 ��	 ���	

�������	 ���!"	 +9��(	 ,(60(	 5��	 �������	 ���"�	 �����	 ��	 ���	 �������	 ���!"	 ���$��	

���������!�	 ��	 �������	 �������	 
��	 �'������	 ��	 ���	 �������	 �	 $���	 �	 ��	 ���	

�������&	$���	��$��	��	��������	�������	��	���	�!���!�(	��	�������&	���	�!����	


���	 ���	 "������������	 ���!"	 ��	 ��	 �����%���	 �!����	 �������	 +9��(	 ,(60(	 5��	

����"�����	 �*"�������	 �
	 �'������	 $�	 ���	 �����
������	 ���������	 ��	 ���	

��������	$���	"������������	+9��(	,(60(	

�����	�%���*"�������	�
	������	�B	��	��"�����	��	"������	$���	���������	�!����	

��	 ���	 ��$�����	 ��	 ����"�!���	 �����
�����&	 $�	 $���	 ����������	 ��	 ��%�������	

$������	 "������������	 ���!���	 ������	 �B	 ��%���	 ��	 ���	 �����(	 )��!���	 �
	 ������	 �B	

�������	�
	�������	�!���	����!�	��	���!����������������	��	���$�	��	9��(	,(6(	5��	

�����	
���	���	�������	���!"	���	��	��������	�������	
��	������	�B&	���"���	��	

���	�
	���	�����	
���	���	���	
��	"������������	����(	������%�	���$����	�������	��	

���	 �������	 ���!"	 ��	 "������������	 
��	 ���!"	 $�	 "�����������	 �����1��	 ��	 ���	

����"���(	



87 
 
3.2.3.� Colon� tumor� tissues� from� pterostilbene� fed� animals� showed� reduced�

expression�of�inflammatory�enzymes,�iNOS�and�COX�2�and�effectively�reduced�

nuclear� staining� for� p�p65� in� the� colon� adenocarcinoma� of� pterostilbene� fed�

rats.��
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3.2.4.� Pterostilbene� lowered� mucosal� levels� of� the� inflammatory� cytokines�

TNF�,�IL�1��and�IL�4.��
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3.2.7.� Pterostilbene� reduced� the� ��catenin� protein� levels� and� altered� the�

cellu .lar�localization�of���catenin�in�HT29�colon�cancer�cells ��
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Fig.�3.4.	Pterostilbene�lowers�the�inflammatory�cytokines,�TNF���(A),�IL�1��(B)�and�IL�
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Fig.� 3.5.� Pterostilbene� inhibits� [3H]thymidine� incorporation� into� the� DNA� of� HT�29�

cells� and� modulates� the� level� of� proteins� involved� in� cellular� proliferation� and�
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Fig.�3.6.�Effects�of�pterostilbene�on�cell�proliferation�is�p38�independent.	A.	�5'67	�����	
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Fig.�3.7.	Pterostilbene�downregulates�the�expression�of���catenin�and�its�downstream�
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Table�3.1.�Efficacy�of�pterostilbene��in�the�azoxymethane�(AOM)�induced�colon�

cancer�model�in�Fisher�rats:�Total�Tumor�Incidence�and�Total�Tumor�
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Table� 3.2.� Serum� and� colon� mucosa� levels� of� pterostilbene� in� AOM�treated�

F344�male�rats.�
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PART�IV�

Evaluation�of�resveratrol�and�other�stilbene�analogs�for�their�therapeutic�

efficacy�against�colon�cancer��

4.1.�Introduction�
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4.2.�Results��

4.2.1.� Pterostilbene� exhibits� greater� effects� against� inflammation� and� cell�

proliferation� compared� to� resveratrol� in� HT29� cells,� and� effects� of� the� two�

stilbenes�are�mediated�by�separate�pathways��
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4.2.5.�Serum�levels�of�the�stilbenes��
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Fig.� 4.1.� Pterostilbene� exhibits� greater� inhibition� on� the� iNOS� and� COX�2� than�
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Fig.� 4.2.� Pterostilbene� and� the� structurally� similar� resveratrol� may� act� through�

different� mechanisms� in� eliciting� anti�inflammatory� response.��5'67	 �����	 +B(-			 B<C	
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Fig.� 4.3.� Pterostilbene� shows� greater� potential� in� lowering� cyclin� D1,� c�MYC� than�
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ig.�4.4.�Chemical�structure�of�the�stilbene�analogs��
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Fig.� 4.5.� Stilbene� analogs� exhibited� greater� anti�inflammatory� action� than�

pterostilbene� against� HT�29� colon� cancer� cells.	 �(	 @
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Fig�4.6.�Effect�of�stilbenoids�on�molecular�markers�in�HT�29�colon�xenograft�tumors.�
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Fig.�4.7.	Immunohistochemical�staining�of�molecular�markers�in�colon�tumors�and�its�

quantification� of� staining� intensity.	 �	 ��"��������%�	 �������	 �
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Table� 4.1.� � IC50� values� of� stilbene� analogs� against� HT�29� and� Caco�2� colon�

ancer�cells�c
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21� UB<	 UB<	

22� UB<	 UB<	

23� UB<	 UB<	
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Table�4.2.�Tumor�inhibitory�effect�of�stilbene�analogs�against�HT�29�xenograft�

n�SCID�mice�i

	

	

_�5'67	�����	�����	�����	$���	�!�"�����	��	�3@3	�		�������	�
	B<D	�����O��	��		B�B	

%��O%��	��*	�
	�3@3	3������	+��	�����������&	���
���&	3�0(	9����	�:��	����	+D'8	$��#	

���0	$���	����!����	�!��!����!���	��	���	����	
��#	$���	<(B	��	+B<C	�����O����0	�
	����	

�!�"������(	���������	���	��	
���	�� ������	�
	���	�����&	���	����	$���	������	$���	

���������	����"����������	����	����	
��	,	$��#�(	5��	��1�	�
	"�"���	�������	$�	

Treatment*�
No.�of�
animals�

Body�weight�
at�autopsy�
(grams)�
(mean���S.E.)�

Tumor�weight�
(grams)�(mean�
��S.E �.)

Tumor�volume�
(mm3)��
(mean���S.E.)�

:������		 B<	 6<(.	�	<(.	 <(D6	 	<(B	� B<8D(< �	B,8	 (7	

3� 8	 B7(.	�	<(C	

<(.,	�	<(<	

	+"Y<(<BB0b

CCB(.	�	DC(<	

+"Y<(<6<0b	

4� 8	 6<(<	�	<(-	

<(..	�	<(B	

	+"Y<(<B-0b

-76(D	�	8.(-	

+"Y<(<B<0b	

5� .	 B7(-	 	<(D	� <(D8	 	<(B	� B,6B(-	 	6D-(7� 	

6� 8	 6<(<	�	<(8	 <(DC	�	<(B	 BB.8(7 �	7-(-	 	

9� 8	 B7(-	�	<(D	 <(-D	�	<(B	

-7<(,	�	8D(6	

+"Y<(<B.0b	

10� 8	 B7(8	�	<(,	 <(CB	�	<(B	 B<6,(C	�	B77(.	

���!���	�$���		$��#	$���	���"���(	5!����	�	!��"��	$���	���!���	��	$������(	�

b"	��	���	%�!�	
��	���	���"�����	�
	�!���	$�����	��	�!���	%��!��	��	����	������	$���	

� � 	� 	�! ���(		�������	��� � �	��� ���	���!�������	��	�������	�

�	:��"�!���	5&	6&	��	10	$���	���	��������	��	���	���(�



127 
 
T

	

able�4.3.�Serum�levels�of�stilbenes�in�SCID�micea.�
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