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Zusammenfassung 

Experimentelle und epidemiologische Studien zeigen einen protektiven Effekt einer Therapie mit 
Acetylsalicylsäure (ASS) auf die Entwicklung kolorektaler Karzinome (KRK). Eine Hemmung 
entzündungs- und tumorfördernder Prostaglandine durch ASS, insbesondere von Prostaglandin 
E2 (PGE2), dessen tumorfördernde Rolle in der kolorektalen Karzinogenese etabliert ist, kommt 
als Ursache dieser Effekte in Frage. Auch für die Medikamentengruppe der Statine konnte ein 
hemmender Einfluss auf die Bildung von Kolontumoren beobachtet werden. Mittels eines hoch-
sensitiven Flüssigchromatographie (LC)/ Massenspektrometrie (MS)-Verfahrens führten wir eine 
umfassende in vivo Analyse des Lipidprofils menschlicher Kolonschleimhaut durch und 
untersuchten die Unterschiede zwischen den Lipidprofilen von Individuen unter ASS- und 
Statintherapie. Die Studie umfasste die Analyse der Lipidprofile von Individuen ohne ASS-
/Statintherapie (n=24), Personen unter ASS-Therapie (n=16),  Statintherapie (n=7) und Personen, 
die beide Pharmaka einnahmen (n=11). Es zeigten sich signifikant niedrigere Eicosanoidspiegel 
in der Kolonschleimhaut von Personen unter ASS-Therapie im Vergleich zu Personen ohne ASS, 
was die ASS-vermittelte Hemmung der  Cyclooxygenase (COX) widerspiegelt. Im Gegensatz 
dazu zeigte sich ein Trend zu erhöhten Spiegeln aller gemessenen Lipidmetaboliten in der 
Kolonschleimhaut von Patienten unter Statintherapie. Interessanterweise war die Hemmung der 
Eicosanoidproduktion bei Personen, die unter simultaner ASS- und Statintherapie standen, 
ausgeprägter als bei Personen unter ASS-Monotherapie, was auf einen synergistischen Effekt der 
beiden Medikamente hinweist. Unsere Studie unterstützt die Hypothese, dass Veränderungen des 
Lipidprofils, vor allem die Hemmung der Eicosanoidsynthese, zu den beobachteten chemo-
präventiven Effekten einer ASS-Therapie beitragen und deutet auf einen synergistischen Effekt 
von ASS und Statinen in der Prävention kolorektaler Karzinome hin. Weitere Studien sind nötig, 
um den Einfluss einer simultanen ASS- und Statintherapie auf die kolorektale Karzinogenese im 
Menschen umfassend zu untersuchen.  

 

 

  



4 
 

Abstract 

Epidemiological and experimental data propose a protective role for acetylsalicylic acid (ASA) 
treatment in the prevention and treatment of colorectal cancer (CRC). The effects may be 
mediated by the suppression of eicosanoid, mainly prostaglandin E2 (PGE2) formation, which 
has an established pro-tumorigenic role in colorectal carcinogenesis. Recent studies also revealed 
that statins have chemo-preventive effects in the development of CRC. Using a highly sensitive 
targeted metabolomics technology (LC-MS/MS) we aimed for a comprehensive in vivo analysis 
of the colonic lipid profile and the impact of ASA and/or statin treatment in humans. Our 
analysis included individuals without treatment (n=24), individuals with ASA treatment (n=16), 
statin treatment (n=7), or treatment with both drugs (n=11). We detected lower tissue eicosanoid 
levels of all cyclooxygenase (COX)-derived metabolites in individuals on a daily ASA 
medication in comparison to those without ASA treatment, reflecting the ASA- mediated COX 
inhibition. In contrast, lipid metabolite levels in individuals under statin treatment were higher in 
comparison to those without statin treatment. Individuals under dual ASA and statin treatment, 
however, showed are more pronounced suppression of COX-derived metabolites in colon tissue 
compared to subjects under ASA treatment. These results suggest a synergistic effect of ASA 
and statins on the alteration of colon tissue lipid metabolites levels. This study from a routine 
clinical setting supports the hypotheses that lipid mediator modification, particularly 
prostaglandin suppression, contributes to the observed chemopreventive effects of ASA 
treatment and proposes a synergistic effect of ASA and statin treatment in the prevention of 
colorectal cancer. Further studies are now necessary to directly investigate how dual ASA and 
statin treatment affects colon tumorigenesis in humans. 
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1 Einleitung 

1.1 Das kolorektale Karzinom und der Lipidstoffwechsel 

Das kolorektale Karzinom ist das dritthäufigste Karzinom weltweit (1). Aktuelle 
Hochrechnungen schätzen, dass das kolorektale Karzinom in Europa im Jahr 2018 die 
zweithäufigste Tumorentität und die zweithäufigste Ursache für tumor-assoziierte Sterblichkeit 
darstellt (2). Aus diesem Grund kommt der Ursachenforschung, der Identifikation von 
Risikofaktoren sowie der Entwicklung neuer Therapieansätze weiterhin eine besondere klinische 
Relevanz zu. In den letzten Jahren konnten Veränderungen des Lipidmetabolismus als 
charakteristisches Merkmal bei verschiedenen Tumortypen identifiziert werden, denen eine 
wesentliche Bedeutung bei der Entwicklung von Tumorwachstum und Metastasierung zukommt 
(3). In Kolonkarzinomgewebe wurden schon vor vielen Jahren erhöhte Spiegel des 
Arachidonsäurederivats Prostaglandin E2 (PGE2) gemessen (4). Seitdem konnten zahlreiche pro-
karzinogene Wirkungen von PGE2 in der kolorektalen Karzinogenese belegt werden, u.a. sind 
Einflüsse von PGE2 auf die Zellproliferation, -migration sowie Tumorinvasion, Apoptose, 
Angiogenese und die tumorbedingte Immunsuppression beschrieben (5, 6). 

Die Bildung von PGE2 aus Arachidonsäure (AA) erfolgt durch die Cyclooxygenase (COX), dem 
Schlüsselenzym der Prostaglandinsynthese, welches in zwei Isoformen vorliegt.  COX-1 ist die 
konstitutiv exprimierte Isoform, während die COX-2 Expression induzierbar ist und vor allem in 
entzündlicher oder tumoröser Umgebung vorkommt (7). Die Cyclooxygenase katalysiert neben 
der Bildung von Prostaglandinen auch die Bildung von Thromboxanen (Tx). Neben der 
Arachidonsäure können auch andere mehrfach ungesättigte Omega-3 (n-3) und Omega-6 (n-6) 
Fettsäuren (engl: polyunsaturated fatty acids, PUFA) als Substrat für die Cyclooxygenase 
dienen. Zudem erfolgt die Bildung zahlreicher bioaktiver Lipidmetaboliten aus n-3- und n-6- 
PUFA durch Lipoxygenasen (LOX), Cytochrom (CYP) P450 Monooxygenasen und 
Autooxidationsprozesse.  Die so entstehende Vielzahl an Mediatoren weisen vielfältige 
biologische Wirkungen auf. Während n-6-PUFA-Derivate mit vorwiegend pro-entzündlichen 
Wirkungen lange Zeit im Fokus experimenteller Studien standen, konnten in den letzten Jahren 
stetig neue n-3-PUFA-Derivate mit entzündungshemmenden Eigenschaften identifiziert werden 
(8). Auch wenn deren Wirkmechanismen und Wechselwirkungen untereinander noch nicht 
ausreichend geklärt sind, bieten diese Erkenntnisse perspektivisch neue Möglichkeiten der 
Beeinflussung durch Medikamente oder Ernährung. Die biologischen Wirkungen der 
Lipidmediatoren hängen auch wesentlich von den jeweiligen klinischen Bedingungen ab. Dies 
wird eindrücklich durch eine Studie belegt, die zeigt, dass PGE2 trotz seiner bekannten 
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entzündungs- und tumorfördernden Wirkungen auch die Regeneration entzündlich veränderter 
Kolonschleimhaut in Mausmodellen vermitteln kann (9). Die folgende Abbildung 
veranschaulicht schematisch die Hauptsignalwege und Metaboliten der Arachidonsäurekaskade. 

 

Abbildung 1  Die Arachidonsäurekaskade  

Schematischer Überblick über Substrate, Schlüsselenzyme, Signalwege und Metaboliten der 
Arachidonsäurekaskade. Die Lipidmediatoren und deren mögliche Bildungswege sind aus 
Übersichtszwecken nicht vollständig abgebildet und stark vereinfacht dargestellt. Abkürzungen: 
DPE: Docosapentaensäure; DiH: Dihydroxy; Ep: Epoxy; EPE: Eicosapentaensäure; ETE: 
Eicosatetraensäure; ETrE: Eicosatriensäure; H: Hydroxy; Hp: Hydroxyperoxy; LT: Leukotrien 
ODE: Octadecadiensäure; OME: Octadecensäure; sEH: lösliche Epoxidhydrolase. 

Die biologische Relevanz des Lipidmetabolismus auf die kolorektale Karzinogenese spiegelt 
sich in Studien zu den Effekten einer Omega-3-Fettsäure-reichen Ernährung wider. Ein 
protektiver Effekt erhöhter endogener Omega-3-Fettsäure-Spiegel auf die Entwicklung Kolitis- 
assoziierter Kolonkarzinome konnte im Mausmodell belegt werden (10). Neben Vorteilen in der 
Karzinomprävention ließ sich zeigen, dass eine Omega-3-Fettsäure-reiche Diät den Verlauf des 
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Kolonkarzinoms beim Menschen auch bei bereits bestehender Erkrankung positiv beeinflussen 
kann (11). Um die Funktion von Lipidmediatoren besser zu verstehen, bedarf es analytischer 
Methoden, die simultan eine große Anzahl von n-3 und n-6 Fettsäurederivaten in biologischen 
Proben quantifizieren können. Durch die Entwicklung hochsensitiver Flüssigchromatographie 
(LC)/ Massenspektrometrie (MS)-Verfahren können aktuell mehr als 100 Lipidmetaboliten mit 
hoher Sensitivität in sehr kurzer Messzeit (etwa 25 Minuten) gleichzeitig aus einer einzigen 
Probe bestimmt werden (12). 

 

1.2 Acetylsalicylsäure und das kolorektale Karzinom 

Acetylsalicylsäure (ASS) ist ein weitverbreitetes Arzneimittel, dessen Wirkung auf der 
Hemmung des Enzyms Cyclooxygenase, dem Schlüsselenzym der Arachidonsäurekaskade, 
beruht. Hierdurch wird zum einen die Bildung entzündungsfördernder Prostaglandine verhindert, 
was aufgrund deren schmerzvermittelnder Wirkung den Einsatz als Analgetikum ermöglicht. 
Zum anderen wird die Thrombozytenaggregation durch verminderte Bildung von Thromboxanen 
gehemmt, was die breite Anwendung in der Therapie und Prophylaxe kardiovaskulärer 
Erkrankungen bedingt. Aufgrund der weiten Verbreitung lassen Auswertungen ursprünglich 
unter anderer Fragestellung entwickelter randomisierter Studien Rückschlüsse auf zusätzliche 
Effekte einer langjährigen Therapie mit Acetylsalicylsäure zu. Hierbei stellte sich heraus, dass 
sowohl die Inzidenz als auch die Sterblichkeit des kolorektalen Karzinoms unter einer 
Langzeittherapie (über 5 Jahre) mit ASS gesenkt werden (13). Auch die Einnahme von ASS 
nach Diagnosestellung kann die Mortalität von Patienten mit kolorektalem Karzinom senken 
(14). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit ASS die Rezidivrate 
kolorektaler Adenome, den Vorläufern des invasiven Kolonkarzinoms, nach einjähriger Therapie 
senkt (15). Die positiven Auswirkungen auf Prävention und Therapie des KRK durch ein 
Medikament, welches ein Schlüsselenzym der Arachidonsäurekaskade blockiert, verdeutlicht die 
Relevanz des Lipidmetabolismus für dieses Krankheitsbild. Mit der Hemmung der 
Prostaglandinsynthese gehen jedoch auch Prostaglandin-vermittelte Schutzmechanismen 
verloren. So kommt es beispielsweise durch Verminderung protektiver Faktoren auf die 
Magenschleimhaut zu einem erhöhten Risiko für gastrointestinale Ulcera und durch die 
gleichzeitig bestehende Thrombozytenaggregationshemmung auch zu einem höheren Risiko für 
schwere gastrointestinale Blutungen. Diese und andere Nebenwirkungen verhindern die breite 
uneingeschränkte Anwendung in der Prävention des kolorektalen Karzinoms. Die 
zugrundeliegenden Mechanismen der positiven Auswirkungen einer Therapie mit ASS und 
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anderen nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAR) auf das KRK müssen weiterführend 
untersucht werden. Durch tiefergehendes Verständnis der Wirkungsweise könnten gezielte 
Therapeutika unter Vermeidung der aktuell noch limitierenden Nebenwirkungen entwickelt 
werden. 

 

1.3 Statine und das kolorektale Karzinom 

Im Zusammenhang mit den protektiven Wirkungen einer langjährigen Therapie mit 
Acetylsalicylsäure auf die Entwicklung eines KRK rücken auch potentielle Auswirkungen einer 
oft begleitenden Statintherapie in den Fokus. Statine (3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-
Reduktase-Inhibitoren) hemmen die Cholesterinbiosynthese und haben eine plaque- 
stabilisierende Wirkung, wodurch sie in der Primär- und Sekundärprävention kardiovaskulärer 
und zerebrovaskulärer Erkrankungen eine weitverbreite klinische Anwendung finden. In Bezug 
auf das Kolonkarzinom konnte eine große Fall-Kontroll-Studie zeigen, dass eine Statintherapie 
über fünf Jahre mit einer relativen Risikoreduktion für die Entwicklung eines KRK assoziiert ist 
(16). Diese Ergebnisse konnten im Verlauf in weiteren Kohorten, unter anderem in einer 
Patientengruppe mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen verifiziert werden (17). 
Während sich der chemo-präventive Effekt einer ASS-Therapie auch in einer reduzierten Anzahl 
kolorektaler Adenome widerspiegelt, führt eine Statintherapie zu einer verminderten Anzahl 
fortgeschrittener kolorektaler Adenome. Dies spricht dafür, dass Statine die neoplastische 
Transformation von Adenomen zu Karzinomen hemmen (18). Die Ursachen der beschriebenen 
Effekte sind noch nicht ausreichend geklärt. In Zellkultur- und Mausmodellexperimenten wiesen 
Statine eine pro-apoptotische und eine anti-angiogenetische Wirkung auf die kolorektale 
Karzinogenese auf (19). Die Wirkungsmechanismen einer Statintherapie auf die Aktivität von 
Enzymen des Lipidstoffwechsels und die Bildung von Lipidmediatoren sind in Bezug auf das 
kolorektale Karzinom bisher nicht systematisch untersucht worden. In einer experimentellen 
Studie zum Lungenkarzinom zeigte sich eine Statin-vermittelte COX-2-Induktion, die zu 
gesteigerter Apoptose führte (20). Die Untersuchung der Effekte einer Statintherapie auf den 
Lipidmetabolismus der Kolonschleimhaut ist daher essentiell, um weitere Erkenntnisse über 
potentielle Wirkmechanismen der Statine auf die kolorektale Karzinogenese zu erhalten.  
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2 Ziel der Studie 

Durch die Komplexität der Arachidonsäurekaskade mit zahlreichen möglichen 
Wechselwirkungen der Signalwege können Veränderungen im Lipidmetabolismus nicht 
ausreichend durch isolierte Bestimmung einzelner veränderter Metaboliten in biologischen 
Proben beurteilt werden. Vielmehr ist ein möglichst umfassender experimenteller Ansatz nötig, 
der ein breites n-3 und n-6-Lipidmediatorprofil in einer Probe erfasst. Durch das hier 
angewandte hochsensitive LC/MS-Verfahren kann ein umfassendes Lipidprofil menschlicher 
Kolonschleimhaut aus einzelnen Kolonschleimhauptbiopsien erstellt werden, die relativ 
risikoarm im Rahmen von Routinekoloskopien gewonnen werden können. Durch Vergleich mit 
Lipidprofilen der Kolonschleimhaut von Individuen unter pharmakologischer Behandlung 
können komplexe Veränderungen des Lipidmetabolismus erfasst werden. 

Aus den Ergebnissen epidemiologischer Studien, die einen chemo-präventiven Effekt einer ASS- 
Therapie auf das Kolonkarzinom nahelegen, ergibt sich die Frage, welche Auswirkungen eine 
ASS- Therapie auf das Lipidprofil in Kolongewebe hat. Die präventive Wirkung der ASS- 
Therapie zeigt sich in einer reduzierten Kolontumorinzidenz erst mehrere Jahre nach 
Therapiebeginn. Diese zeitliche Latenz spricht für eine frühe Wirkung der ASS-Therapie auf die 
gesunde Kolonschleimhaut. In einer tierexperimentellen Studie konnte kürzlich eindrücklich 
gezeigt werden, dass der präventive Effekt einer Statintherapie auf die Ausbildung kolorektaler 
Adenome nur dann vorhanden ist, wenn die Therapie in noch adenomfreien Mäusen eingeleitet 
wird (21). Auch dies spricht dafür, dass die Wirkung von Statinen in der Kolontumorprävention 
auf Effekten in der gesunden, tumorfreien Kolonschleimhaut beruht.  

Aufgrund dieser Beobachtungen ist es das Ziel dieser Studie, eine in vivo Analyse des 
Lipidmetabolismus tumorfreier menschlicher Kolonschleimhaut durch die simultane 
Bestimmung zahlreicher Metaboliten der Arachidonsäurekaskade durchzuführen. Lipidprofile 
von Individuen unter ASS-Therapie, Statintherapie oder der Therapie mit beiden dieser 
Wirkstoffe sollen mit Lipidprofilen von Individuen ohne diese Medikation verglichen werden.   
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3 Methodik 

3.1 Patientenkollektiv und Probengewinnung 

Um die Auswirkungen einer ASS- und Statintherapie auf die Lipidprofile der menschlichen 
Kolonschleimhaut zu untersuchen, wurden die Studienteilnehmer stichprobenartig aus einer 
Patientenkohorte gewählt, die sich im Rahmen einer Vorsorge- oder Kontrollkoloskopie in der 
gastroenterologischen Klinik des Sana Klinikums Lichtenberg vorstellte. Patienten, die an einer 
chronisch-entzündlichen Darmerkrankung, einem Kolonkarzinom in den letzten 10 Jahren oder 
einer Erkrankung mit systemischer entzündlicher Reaktion (Erkrankungen aus dem 
rheumatischen Formenkreis) leiden, wurden von der Studie ausgeschlossen. Alle Teilnehmer 
erteilten ihr schriftliches Einverständnis. Die Studie wurde durch die Ethikkomission der Charité 
Universitätsmedizin Berlin genehmigt. Das resultierende Patientenkollektiv enthielt 24 
Individuen ohne ASS- oder Statintherapie, 16 Individuen unter laufender ASS-Therapie, 7 
Individuen unter laufender Statintherapie und 11 Personen mit simultaner ASS- und 
Statintherapie. Als laufende ASS- und/oder Statintherapie wurde die tägliche Einnahme des 
entsprechenden Medikamentes oder beider Medikamente in den letzten 6 Monaten definiert. Zur 
Koloskopievorbereitung nahmen die Studienteilnehmer die Vorbereitungslösung MoviPrep® 
[Macrogol 3350 (100 g)/ Natriumchlorid (2,691 g)/ Natriumsulfat, wasserfreies (7,5 g)/ 
Kaliumchlorid (1,015 g)/ Ascorbinsäure (4,7 g)/ Natrium Ascorbat (5,9 g) pro 123 g Pulver] 
entsprechend den Anwendungsempfehlungen ein. Die Sedierung für den Eingriff erfolgte 
leitliniengerecht mit Propofol. Im Rahmen der Koloskopie wurden Zangenbiopsien aus 
makroskopisch unauffälliger Schleimhaut entnommen. Die Gewebeproben wurden unmittelbar 
auf Trockeneis gefroren und anschließend bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C aufbewahrt. 

 

3.2 Analytik  

Die Quantifizierung der Lipidmediatoren in den Darmgewebeproben erfolgte durch 
flüssigchromatographische Trennung (LC) gekoppelt mit massenspektrometrischer Detektion 
(MS). Die Chromatographie dient dabei der Auftrennung von Subtanzen in einem komplexen 
Gemisch, welche anschließend mittels Massenspektrometrie identifiziert und quantifiziert 
werden. Da die untersuchten Oxylipine in komplexen biologischen Matrices und niedrigen 
Konzentrationen (pmol/g) vorliegen, wurden die Analyte zunächst mittels Festphasenextraktion 
(SPE) aufgereinigt, um störende Matrixkomponenten zu entfernen und die Analyten 
aufzukonzentrieren. Zur Quantifizierung der oxidierten Fettsäure-Metaboliten in den 
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Gewebeproben erfolgte zu Beginn der Aufarbeitung die Zugabe sogenannter interner Standards 
(IS). Es handelt sich hierbei um Isotopen-markierte Oxylipine verschiedener Klassen, die jeweils 
für die Quantifizierung strukturell eng verwandter Oxylipine verwendet werden. In dieser 
Analyse wurden folgende IS eingesetzt (jeweils 10 µl von 100 nM): 2H4-6-keto-PGF1α, 2H4-
PGE2, 2H4-PGD2, 2H4-thromboxane (Tx)B2, 2H4-leukotriene (LT)B4, 2H4-9-HODE, 2H8-5-HETE, 
2H8-12-HETE, 2H6-20-HETE, 2H11-14,15-dihydroxyeicosatrienoic acid, 2H11-14(15)-
epoxyeicosatrienoic acid, 2H4-9(10)epoxyoctadecenoic acid und 2H4-9,10-
dihydroxyoctadecenoic acid). Zudem wurden 10 µl einer Antioxidans/Inhibitor-Lösung [0,2 
mg/ml Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), 0,2 mg/ml Butylhydroxytoluol, 100 µM 
Indomethacin (COX-Inhibitor), 100 µM 1-(1-Methylsulfonyl-Piperidin-4-yl)-3-(4-
Trifluoromethoxy-Phenyl)-Urea (sEH Inhibitor) in Methanol/Wasser (50/50, v/v)] zugesetzt. 
Nach Zugabe von 300 µl Methanol wurde das Gewebe mit Hilfe einer Kugelmühle (5 mm 
Edelstahlkugeln, 5–10 min, 15–20 Hz; Retsch, Haan, Deutschland) homogenisiert. Die 
homogenisierten Proben wurden für 10 Minuten bei 4°C und 20.000 g zentrifugiert und die 
Überstände mit 2700 µl eines 1 M Natriumacetat-Puffers verdünnt und auf einen pH-Wert von 6 
eingestellt. Als Vorbereitung für die Festphasenextraktion wurden die verwendeten SPE-
Kartuschen (BondElutTM Certify II Säulen, 3 ml, 200 mg; Agilent, Waldbronn, Deutschland) mit 
einem Säulenvolumen Methanol und einem Säulenvolumen eines 0,1 M 
Natriumacetatpuffer/Methanolgemischs (95/5, v/v) (pH 6,0) konditioniert. Zur Extraktion 
wurden die vorbereitenden Proben über die konditionierten SPE-Kartuschen geleitet, wo die 
Analyten unter Ausnutzung von unpolaren und ionischen Wechselwirkungen an dem Sorbens 
der Säule anreichern. Im Anschluss wurden die Säulen mit je einem Säulenvolumen Wasser und 
Methanol/Wasser-Gemisch (50/50, v/v) gewaschen und für 20 Minuten vakuumgetrocknet (~200 
mbar). Die Elution der Analyte erfolgte mit Ethylacetat/n-Hexan [2 ml 75/25 (v/v), 1%iger 
Essigsäure] in Glasröhrchen, in welche 6 µl 30%igen Glycerols in Methanol vorgelegt wurde. 
Das Eluat wurde mit einer Vakuumzentrifuge (Christ, Osterode, Deutschland) evaporiert. Der 
Rückstand wurde in 50 µl Methanol resuspendiert und mittels LC-MS/MS analysiert. Die 
flüssigchromatographische Trennung erfolgte mit Hilfe einer Umkehrphasensäule (Agilent 
Zorbax Eclipse Plus C-18 reversed phase column, 2.1×150 mm, particle size 1.8μm, Agilent, 
Waldbronn, Deutschland) durch Gradientenelution mit einer Flussrate von 0,3 ml/min mit einem 
Agilent 1290 HPLC-System (Agilent, Waldbronn, Deutschland). Laufmittel A war 0,1%ige 
Essigsäure und Laufmittel B Acetonitril/Methanol/Essigsäure 800/150/1 (v/v/v).  

Im Anschluss an die chromatographische Auftrennung erfolgte die Detektion und 
Quantifizierung der Oxylipine mittels Massenspektrometrie. Dazu wurde das Eluat durch 
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negative Elektrospray-Ionisation unter Atmosphärendruck verdampft und die darin erhaltenen 
Oxylipine ionisiert. Im Analysator des Triple-Quadrupol-Massenspektrometers wurde für jeden 
Analyt eine charakteristische Massentransition erfasst. Die Quantifizierung erfolgte durch 
externe Kalibrierung mit authentischen Standards (lineare Regression mit 1/x2 Gewichtung) 
unter Verwendung der Peakflächenverhältnisse von Analyt zu entsprechendem internem 
Standard. Die Steuerung der Instrumente erfolgte mit der Analyst® 1.6.2 Software, Integration 
und Quantifizierung erfolgten mit der Multiquant 2.1.1TM Software von AB Sciex, Darmstadt, 
Deutschland.  
 

3.3 Statistische Auswertung 

In der durchgeführten Analyse ist für jeden untersuchten Metaboliten eine eigene 
Quantifizierungsgrenze (engl.: limit of quantitation, LOQ) definiert. Es handelt sich um die 
minimale Konzentration des Metaboliten über der eine quantitative Analyse mit ausreichender 
Präzision möglich ist. Diejenigen Metaboliten, die einen Anteil von Messwerten unter der 
Quantifizierungsgrenze von 30% oder mehr aufwiesen, wurden von der statistischen Analyse 
ausgeschlossen und als „Metaboliten mit Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze“ 
klassifiziert. In Fällen, in denen weniger als 30% der Messwerte unter dem LOQ lagen, wurde 
für diese Messwerte der Wert der entsprechenden Quantifizierungsgrenze für die statistischen 
Kalkulationen genutzt. Eine Auflistung der Metaboliten unterhalb der Nachweisgrenze und der 
entsprechenden Quantifizierungsgrenzen findet sich in der Tabelle S1 des Zusatzmaterials. Für 
die statistischen Kalkulationen wurde die GraphPad Prism5® Software (GraphPad, San Diego, 
USA) verwendet.  

Die kategorischen Daten des Patientenkollektivs wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests auf 
Unterschiede in den verschiedenen Gruppen untersucht. Numerische Daten des 
Patientenkollektivs wurden mittels einfacher Varianzanalyse (one-way ANOVA) und 
anschließendem Post-Hoc-Test (Tukey-Test) auf signifikante Unterschiede in den Gruppen 
analysiert. Die Unterschiede in den Oxylipinkonzentrationen zwischen Studienteilnehmern mit 
und ohne ASS-Therapie wurden mit Hilfe des Mann-Whitney Tests auf ihre statistische 
Signifikanz überprüft. Ebenso erfolgte die Überprüfung der Unterschiede zwischen 
Studienteilnehmern unter laufender Statintherapie und denjenigen Studienteilnehmern ohne 
Statintherapie in der Subgruppe der Teilnehmer ohne ASS-Therapie durch den Mann-Whitney 
Test. Im Anschluss wurde eine zweifache Varianzanalyse (two-way-ANOVA) angewandt, um 
die Interaktion einer ASS-Therapie mit einer Statintherapie zu überprüfen. Bei 54 simultan 
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analysierten Metaboliten in einer Probe wendeten wir die Bonferroni-Korrektur für multiples 
Testen an. Hierdurch ergab sich bei einem initial festgelegten Signifikanzniveau von p < 0.05 ein 
Signifikanzniveau von p < 0.00092.  
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4 Ergebnisse 

Die Lipidprofile in Kolonschleimhautbiopsien von Personen unter ASS-Therapie unterschieden 
sich durch signifikant niedrigere Spiegel der Arachidonsäurederivate 6-keto-PGF1α, PGF2a, 
PGD2, PGJ2, und TxB2 von den Lipidprofilen der Personen ohne ASS-Therapie. Die PGE2-
Spiegel waren in Kolonschleimhautbiopsien bei Personen unter ASS-Therapie niedriger als bei 
unbehandelten Patienten, jedoch ohne das festgelegte Signifikanzniveau nach Korrektur für 
multiples Testen zu erreichen. Auch die Derivate der Omega-3-Fettsäure Eicosapentaensäure 
PGE3, PGD3, TxB3 und die Derivate der Omega-6-Fettsäure Dihomogammalinolensäure PGE1 
und PGD1 lagen in den Kolonschleimhautbiopsien bei Personen unter laufender ASS-Therapie in 
signifikant niedrigeren Konzentrationen vor als bei unbehandelten Patienten. Unter den 
untersuchten Monohydroxy-Lipidmetaboliten, die durch einfache Hydroxylierung aus n-3 und n-
6 PUFA gebildet werden, zeigten sich erniedrigte Spiegel für die Metaboliten 11-HETE (AA-
Derivat), 13-HODE (DHA-Derivat) und 9-HODE (LA-Derivat) bei Individuen unter ASS-
Therapie im Vergleich zu unbehandelten Patienten.  

Die Spiegel der gemessenen Lipidmediatoren in Kolonschleimhautbiopsien von Individuen unter 
laufender Statintherapie (ohne begleitende ASS-Therapie) waren tendenziell erhöht im Vergleich 
zu Personen ohne Statine in der Dauermedikation. Die Unterschiede waren nicht statistisch 
signifikant.  

Personen, die unter einer simultanen ASS- und Statintherapie standen, wiesen eine stärkere 
Suppression der Prostaglandine in der Kolonschleimhaut als Individuen unter alleiniger ASS-
Therapie im Vergleich mit unbehandelten Personen auf, was auf einen synergistischen Effekt der 
beiden Medikamente hinweist.  
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5 Diskussion 

Die vorliegende Studie stellt eine umfassende in vivo Analyse des n-3 und n-6 
Lipidmediatorprofils in tumorfreier menschlicher Kolonschleimhaut und dessen 
pharmakologische Beeinflussung durch Acetylsalicylsäure und Statine dar. Die detektierte 
Suppression der Eicosanoide in Kolonschleimhautbiopsien von Individuen unter ASS-Therapie 
spiegelt die ASS-vermittelte Hemmung des Enzyms Cyclooxygenase wider, dem 
Schlüsselenzym der Prostaglandinsynthese. Auch wenn erniedrigte PGE2 Spiegel bereits in 
Biopsien gesunder Kolonschleimhaut von Kolonkarzinompatienten unter ASS-Therapie 
beschrieben wurden (22), existierte bisher keine umfassende Untersuchung der Auswirkungen 
einer laufenden ASS-Therapie auf das Lipidprofil nicht-neoplastischer Kolonschleimhaut. Eine 
tumor- fördernde Funktion von PGE2 in der kolorektalen Karzinogenese wurde in zahlreichen 
Studien beschrieben (6). Im Gegensatz zu PGE2 wurde für PGD2 kürzlich eine tumor-
supprimierende Wirkung auf das Kolitis-assoziierte Kolonkarzinom im Mausmodell postuliert 
(23). Die hier gezeigte PGD2-Suppression in Kolonschleimhautbiospien von Patienten unter 
ASS- Therapie erfordert daher weitere Untersuchungen über die Rolle von PGD2 in der 
Entwicklung des Kolonkarzinoms beim Menschen. Sollte PGD2 auch eine tumor-supprimierende 
Rolle in der Entwicklung des Kolitis-assoziierten Kolonkarzinoms beim Menschen spielen, 
könnte eine ASS-vermittelte PGD2 Suppression potentielle tumor-inhibierende Effekte durch die 
Suppression prokarzinogener Prostaglandine aufheben oder abschwächen. In diesem 
Zusammenhang ist erwähnenswert, dass ein eindeutiger chemo-präventiver Effekt einer ASS-
Therapie auf die kolorektale Karzinogenese bei Patienten mit chronisch-entzündlichen 
Darmerkrankungen bisher nicht belegt ist (24). Die Cyclooxygenase kann neben den 
Prostanoiden auch die Monohydroxy-Fettsäuren 11-HETE, 13-HODE und 9-HODE bilden (25). 
Durch die hier vorliegende in vivo Analyse konnte die biologische Relevanz dieses 
Synthesewegs belegt werden, da Personen unter ASS-Therapie signifikant niedrigere Spiegel 
dieser Lipidmetaboliten in der Kolonschleimhaut aufwiesen als unbehandelte Personen.  

Die simultane Quantifizierung zahlreicher Lipidmetaboliten in Kolonschleimhautbiopsien soll 
auch die Frage beantworten, ob durch die Suppression des Schlüsselenzyms Cyclooxygenase 
durch ASS eine Aktivierung anderer Signalwege der Arachidonsäurekaskade erfolgt, die 
potentiell mit der vermehrten Bildung entzündungs- oder tumorfördernder Lipidmetaboliten 
einhergeht. In diesem Kontext zeigten in vitro Experimente in kolorektalen Tumorzelllinien, dass 
eine Hemmung der Cyclooxygenase mit einer Aktivierung des 5-Lipoxygenase Signalwegs 
einhergeht (26). Eine Aktivierung anderer Signalwege der Arachidonsäurekaskade durch COX-
Hemmung konnte in der hier vorliegenden Untersuchung gesunder Kolonschleimhautproben 
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nicht bestätigt werden. Die Spiegel von 5-Lipoxygenase- und 12-Lipoxygenasemetaboliten 
zeigten keine Unterschiede zwischen Personen mit und ohne ASS-Therapie.  

In vitro Studien haben ferner gezeigt, dass die durch ASS acetylierte Form der Cyclooxygenase-
2 die Hydroxy-Fettsäuren 15(R)-HETE aus Arachidonsäure (27) und die n-3-PUFA-Derivate 18-
HEPE und 17-HDHA bilden kann. Diese Metaboliten wurden in den letzten Jahren als Vorläufer 
zahlreicher Lipidmediatoren mit entzündungshemmender Wirkung identifiziert (28, 29). Es stellt 
sich somit die Frage, ob die chemo-präventive Wirkung einer ASS-Therapie nicht allein auf der 
Hemmung tumorförderner Prostaglandine beruht, sondern auch durch eine vermehrte Bildung 
entzündungshemmender Metaboliten bedingt ist. Die Spiegel für 15-HETE, 18-HEPE und 17-
HDHA unterschieden sich in unserer Analyse nicht zwischen Patienten mit und ohne ASS-
Therapie. Der Grund hierfür liegt am ehesten in einer fehlenden COX-2 Expression in gesunder 
Kolonmukosa (30). Eine COX- Expressionsanalyse war aufgrund der begrenzten Größe des 
Probenmaterials nicht möglich, was in diesem Zusammenhang als Limitation der Studie 
angesehen werden muss. Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit, die Lipidprofile in COX-2-
exprimierender neoplastischer Kolonmukosa von Patienten mit und ohne ASS-Therapie auf eine 
vermehrte Bildung der genannten Vorläufermetaboliten durch COX-2- Acetylierung in weiteren 
Studien zu untersuchen. 

Die Wirkung einer Statintherapie auf das Lipidprofil in menschlichen Kolonschleimhautbiopsien 
ist bisher nicht umfassend untersucht. Die in unserer Analyse vorliegende tendenzielle Erhöhung 
der gemessenen Lipidmetaboliten bei Personen unter Statintherapie ist in Übereinstimmung mit 
anderen Studien, die eine COX-2-Stimulation und erhöhte Prostaglandinspiegel unter dem 
Einfluss von Statinen in verschiedenen pathologischen Konstellationen aufzeigten (31, 32). 
Andere Untersuchungen weisen wiederum auf eine COX-2-Hemmung und eine verminderte 
Prostanoidsynthese durch Statine hin (33). Auch Teraoka et al. beschrieben eine COX-2 
Suppression in nicht-neoplastischer Kolonschleimhaut von Mäusen nach Statintherapie (34). 
Kürzlich konnten Ye et al. das Prostaglandin 15-deoxy-delta-12,14-PGJ2 (einem Produkt aus 
PGD2) als Vermittler einer Atorvastatin-vermittelten Aktivierung des Peroxisom-Proliferator-
aktivierte Rezeptors γ (PPARγ) identifizieren (35), einem intrazellulären Rezeptor, für den ein 
fördernder Einfluss auf die kolorektale Karzinogenese beschrieben ist (36). Die unzureichende 
Datenlage bezüglich der Statinwirkung auf das Lipidprofil der Kolonschleimhaut bei gleichzeitig 
bestehenden Hinweisen auf eine protektive Wirkung hinsichtlich der Entwicklung kolorektaler 
Karzinome erfordern weitere Studien auf diesem Gebiet. 
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Überraschenderweise zeigten sich bei Patienten mit gleichzeitig bestehender ASS- und 
Statintherapie deutlich niedrigere Eicosanoidspiegel in Kolonschleimhautbiopsien im Vergleich 
zu Patienten ohne ASS- und Statintherapie und zu Patienten unter alleiniger ASS-Therapie. Dies 
weist auf einen bisher nicht beschriebenen synergistischen Effekt der beiden Medikamente in der 
Beeinflussung des Lipidprofils menschlicher Kolonschleimhaut hin. Ein synergistischer Effekt 
einer Statin- und NSAR-Therapie in der Prävention kolorektaler Neoplasien konnte im 
Tiermodell gezeigt werden (37, 38), wobei die zugrunde liegenden Mechanismen nicht geklärt 
sind. Die Auswertung einer Fall-Kontroll-Studie aus Deutschland deutet ebenfalls eine höhere 
Risikoreduktion für die Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms unter dualer ASS- und 
Statintherapie über einen Zeitraum von fünf oder mehr Jahren im Vergleich zur Therapie mit 
einer der Substanzen an (39). In einer größeren Fall-Kontroll-Studie konnte dieser synergistische 
Effekt jedoch nicht detektiert werden (16). Große prospektive Fall-Kontroll-Studien oder 
randomisierte kontrollierte Studien sind nötig, um die Frage zu beantworten, ob NSAR und 
Statine sich in ihrer Wirkung auf die kolorektale Karzinogenese verstärken.  

Bei der hier gezeigten Analyse handelt es sich um eine reine Beobachtungsstudie, was impliziert, 
dass Veränderungen des Lipidprofils vor und nach Therapieeinleitung nicht beurteilt werden 
können. Außerdem unterschieden sich die untersuchten Gruppen hinsichtlich des Alters und der 
Begleiterkrankungen, was wiederum Einflüsse auf das Lipidprofil haben kann. Diese 
methodischen Limitationen der Studie stellen jedoch vor dem Hintergrund der ausgeprägten 
beobachteten Effekte in einer routinemäßigen klinischen Umgebung keine wesentliche 
Einschränkung der Aussagekraft dar.  

Unsere Studie belegt, dass eine orale Therapie mit Acetylsalicylsäure und Statinen das 
Lipidmediatorprofil menschlicher Kolonschleimhaut wesentlich beeinflusst. Diese Erkenntnisse 
liefern die biologische Grundlage für die These, dass die durch COX-Inhibition vermittelte 
Suppression entzündungs- und tumorfördernder Lipidmediatoren eine mögliche Ursache der 
chemo-präventiven Effekte einer ASS-Therapie auf die kolorektale Karzinogenese ist. 
Insbesondere die Tatsache, dass die chemo-präventiven Effekte erst nach langjähriger ASS-
Einnahme in Form einer verminderten Karzinominzidenz zu Tage treten (13), spricht dafür, dass 
die chemo-präventive Wirkung Folge eines Langzeiteffekts auf die noch gesunde 
Kolonschleimhaut ist. In Übereinstimmung damit konnte kürzlich im Mausmodell eindrücklich 
gezeigt werden, dass die präventiven Effekte einer Statintherapie nachweisbar waren, wenn die 
Therapie vor dem Auftreten von Kolonneoplasien initiiert wird (21). Das Ansprechen auf 
chemo-präventive Pharmaka hängt also wesentlich von den pathophysiologischen Bedingungen 
der Kolonschleimhaut zu Therapiebeginn ab. Daher liefert unsere Analyse gesunder 
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Kolonschleimhautlipidprofile einen notwendigen Beitrag zum tieferen Verständnis von 
Veränderungen des Lipidmetabolismus in der kolorektalen Karzinogenese. Die sich hieraus 
unmittelbar ergebende weiterführende Fragestellung ist die Untersuchung des Lipidprofils in 
neoplastischer Kolonschleimhaut. Dabei sollen Veränderungen, die mutmaßlich den 
wesentlichen Beitrag zur kolorektalen Karzinogenese auf der Ebene des Lipidstoffwechsels 
leisten, identifiziert werden. Das langfristige Ziel ist es, aus diesen Beobachtungen Rückschlüsse 
zu ziehen, welche Lipidmediatoren als Angriffspunkte für die Therapie oder Chemoprävention 
des kolorektalen Karzinoms in Frage kommen, um neue therapeutische Ansätze mit einem 
geringeren Nebenwirkungsprofil als ASS zu entwickeln. 

Die aus dieser Studie neu gewonnene Erkenntnis, dass die ASS- vermittelte Suppression der 
Eicosanoidlevel in menschlicher Kolonschleimhaut durch die gleichzeitige Gabe von Statinen 
verstärkt wird, erfordert weitere Untersuchungen zur Möglichkeit der Kombination beider 
Wirkstoffklassen in der Prävention kolorektaler Karzinome. Auch wenn die Chemoprävention 
mit diesen beiden Medikamenten aufgrund des Nebenwirkungsprofils nicht für breite 
Bevölkerungsgruppen mit sporadischem kolorektalem Karzinom in Frage kommt, so könnte 
doch eine Gruppe von Hochrisikopatienten mit genetisch bedingt erhöhtem Karzinomrisiko und 
geringer Gefahr gastrointestinaler Blutungen von einer effektiveren Chemoprävention durch 
beide Pharmaka profitieren. 
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Colorectal cancer (CRC) is the third most diagnosed 
cancer worldwide (1). Numerous epidemiological and ob-
servational studies show that long-term low-dose acetylsali-
cylic acid (ASA) intake reduces the incidence of CRC and 
that postdiagnosis ASA therapy exerts positive effects on 
CRC overall survival (2, 3). Prostaglandin (PG)E2, one of 
the main cyclooxygenase (COX) products suppressed by 
the COX-inhibitor, ASA, has a well-established pro-tumori-
genic role in CRC development (4–6) and oral treatment 
with ASA was found to decrease colonic tissue PGE2 levels 
in individuals suffering from CRC (7). Several studies have 
shown that treatment with ASA or other COX-inhibitors (8, 
9) can suppress the development of colonic neoplasia by 
suppressing the formation of colon polyps (10–12), which 
are neoplastic precursor lesions leading to most CRCs (13, 
14). The preventive effect of ASA might thus occur within 
normal (neither neoplastic nor inflamed) colon mucosa. 
The protection from CRC in individuals treated with aspi-
rin becomes visible in the rates of CRC incidence 8–10 
years after the beginning of aspirin administration (15). 
This observation also supports the thesis of an early effect 
of aspirin treatment on healthy colonic mucosa.

In addition, a role in colon tumorigenesis chemopre-
vention has been postulated for statins (hydroxymethylgl-
utaryl-CoA reductase inhibitors), which are widely used 

Abstract Eicosanoids, including prostaglandins (PGs) and 
thromboxanes, are broadly bioactive lipid mediators and in-
crease colon tumorigenesis possibly through chronic inflam-
matory mechanisms. Epidemiological and experimental 
data suggest that acetylsalicylic acid (ASA) helps prevent 
colorectal cancer (CRC), possibly through cyclooxygenase 
(COX)-mediated suppression of eicosanoid, particularly 
PGE2, formation. Recent studies suggest that statins prevent 
CRC and improve survival after diagnosis. We identified pa-
tients on ASA and/or statin treatment undergoing routine 
colonoscopy and measured eicosanoid levels in colonic mu-
cosa with targeted metabolomics technology (LC-MS/MS). 
ASA-treated individuals (n = 27) had significantly lower tis-
sue eicosanoid levels of most COX-derived metabolites than 
untreated individuals (n = 31). In contrast, COX-derived 
lipid metabolites tended to be higher in patients with statin 
treatment (n = 7) as compared with those not receiving 
statins (n = 24). This effect was not discernible in subjects 
treated with ASA and statins (n = 11): Individuals treated 
with both drugs showed a pronounced suppression of COX-
derived eicosanoids in colon tissue, even compared with sub-
jects treated with ASA alone. Our data from a routine clinical 
setting support the hypothesis that ASA and statins could in-
hibit CRC development via lipid mediator modification.  
Further studies should directly investigate the effect of 
dual ASA and statin treatment on colon tumorigenesis in 
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for the reduction of serum cholesterol levels in the pre-
vention of cardiovascular or cerebrovascular events. A 
large population-based case-control study demonstrated a 
relative risk reduction for CRC development for statin 
treatment over 5 years (16). Most recently, these findings 
were confirmed in different cohorts, including a large co-
hort of patients with inflammatory bowel disease (17, 18). 
Furthermore, statin use was found to be associated with a 
reduced incidence of advanced colorectal adenoma, sug-
gesting a preventive role in the malignant transformation 
of adenomatous tissue (19, 20). Besides the effect in colon 
tumorigenesis prevention, several studies indicate positive 
effects on CRC-specific mortality and survival (21–23). 
The effect of statin treatment on eicosanoid formation is 
controversial, with studies demonstrating increased eico-
sanoid formation due to statin use (24–27) as compared 
with other data indicating suppression of eicosanoid for-
mation (28–30).

Both drugs can modify the product spectrum of COX-2: 
While COX-2 acetylation by aspirin blocks prostanoid 
and 11-H(p)ETE formation, acetylated COX-2 still leads 
to the formation of 15-HETE (31–34). Interestingly, 
statins were shown to modulate COX-2 activity by increas-
ing inducible nitric oxide synthase and S-nitrosylation 
of COX-2 (35). 15-HETE is a pathway marker of anti-
inflammatory and pro-resolving lipoxins (36–39). Simi-
larly, acetylated COX-2 enhances formation of EPA-derived  
18-hydroxy eicosapentaenoic acid (HEPE) and DHA-
derived 17-hydroxy (H)DHA, anti-inflammatory com-
pounds and precursors of potent specialized pro-resolving 
mediators (40–42). The induction of those metabolites 
by aspirin or statin treatment could therefore contrib-
ute to a low-grade anti-inflammatory effect in the colon 
mucosa.

In this context, the current study was designed to investi-
gate the profile of eicosanoids and other oxylipins in 
healthy colonic mucosa biopsies from individuals without 
or with ASA and/or statin treatment.

MATERIALS AND METHODS

Sample acquisition
Patients (n = 58) were randomly selected from a cohort of 

walk-in patients scheduled for screening or control colonos-
copy in the Department of Gastroenterology, Sana Klinikum 
Lichtenberg, Berlin, Germany. Bowel preparation was per-
formed with MoviPrep® [ascorbic acid (4.7 g)/potassium chlo-
ride (1.015 g)/polyethylene glycol 3350 (100 g)/sodium ascorbate 
(5.9 g)/sodium chloride (2.691 g)/sodium sulfate (7.5 g) per 
123 g] according to the manufacturer’s instructions on the day 
before and on the day of the procedure. Colonoscopy was per-
formed with propofol sedation according to national guide-
lines. Each patient underwent biopsies of macroscopically intact 
colonic mucosa to test for hidden inflammation. All samples 
were immediately quick frozen on dry ice and then stored at 
"80°C. Patients were asked for their medication intake on the day 
of colonoscopy and were defined as ASA or statin users, if the 
corresponding drug was taken regularly over the last 6 months.  
ASA and statin medication was also taken on the day of the 

colonoscopy. Patients with a history of CRC within the last  
10 years, inflammatory bowel disease, or diseases related to a sys-
temic inflammatory state (e.g., rheumatic diseases) were excluded 
from the study.

The study was approved by the local ethics committee of 
Charité Universitätsmedizin Berlin and procedures were in  
accord with the Declaration of Helsinki. All subjects provided 
written informed consent.

Sample extraction and analyses
Tissue samples were homogenized in 300 #l of methanol with 

a 5 mm metal bead using a ball mill (5–10 min, 15–20 Hz; Retsch, 
Haan, Germany) following addition of internal standards [10 #l 
of 100 nM 2H4-6-keto-PGF1$, 2H4-PGE2, 

2H4-PGD2, 
2H4-thromboxane 

(Tx)B2, 
2H4-leukotriene (LT)B4, 

2H4-9- HODE, 2H8-5-HETE, 2H8-
12-HETE, 2H6-20-HETE, 2H11-14,15-dihydroxyeicosatrienoic acid, 
2H11-14(15)-epoxyeicosatrienoic acid, 2H4-9(10)-epoxyoctadece-
noic acid, and 2H4-9,10-dihydroxyoctadecenoic acid] and 10 #l of 
an antioxidant/inhibitor solution [0.2 mg/ml EDTA, 0.2 mg/ml 
butylated hydroxytoluene, 100 #M indomethacin, 100 #M 1-(1- 
methylsulfonyl-piperidin-4-yl)-3-(4-trifluoromethoxy-phenyl)-urea 
(sEH inhibitor) in methanol/water (50/50, v/v)]. Extraction was 
carried out on anion exchange BondElut Certify II cartridges 
(3 ml, 200 mg; Agilent, Waldbronn, Germany) preconditioned with 
one column volume of methanol and one column volume of 
0.1 M sodium acetate buffer (pH 6.0)/methanol (95/5, v/v). Sam-
ples were centrifuged (10 min, 4°C, 20,000 g) and supernatants 
were diluted with 2,700 #l of 1 M sodium acetate buffer (pH 6.0) 
and loaded onto the preconditioned SPE cartridges. Cartridges 
were washed with one column volume of water and methanol/
water (50/50, v/v) and dried by low vacuum (!200 mbar) for 
20 min. Analytes were eluted with 2 ml 75/25 (v/v) ethyl acetate/ 
n-hexane with 1% acetic acid in glass tubes containing 6 #l of 30% 
glycerol in methanol. Utilizing a Speedvac (Christ, Osterode, 
Germany), the extract was evaporated to dryness until only the 
glycerol plug was left. The residue was dissolved in 50 #l metha-
nol. Oxylipin quantification by LC-MS/MS was carried out as 
described previously (43).

Statistical analysis
Only metabolites detectable above their limit of quantitation 

(LOQ) were included in the statistical analysis: Metabolites were 
excluded from the analysis and categorized as “below detectable 
levels” whenever 30% or more of the examined samples in one 
group showed lipid metabolite concentrations below the LOQ 
(supplemental Table S1). If single tissue samples were found with 
metabolite levels below their respective LOQ, we used the corre-
sponding LOQ for calculation of the mean and further analysis 
(supplemental Table S1). Prism 5 software (GraphPad, San Di-
ego, CA) was used for statistical analyses. Summary statistics are 
presented as mean ± SEM.

Mann-Whitney testing was used to assess significance of dif-
ferences between subjects treated with ASA and those without 
ASA and, in a separate analysis, to test for differences between 
subjects receiving statin treatment and those without in the sub-
set of patients without ASA treatment. To correct for the mul-
tiple comparisons performed (54 metabolites analyzed), we 
used Bonferroni correction with an $ of 5%, leading us to as-
sume significance at a level of P < 0.00092.

Subsequently, two-way ANOVA was used to test for interac-
tion between ASA and statin medication in the ASA-treated 
patients; results of this testing are shown in Fig. 3 and supple-
mental Table S2. Categorical data for the comparison of clinical 
characteristics of the study groups were analyzed by Chi-square 
test.
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RESULTS

Clinical characteristics of study population
There were no significant differences in the number of 

female/male patients and BMI between the four study 
groups. Patients in the study group without ASA and statin 
medication were younger than individuals in the ASA-
treated study group (P < 0.01). The number of patients 
suffering from type 2 diabetes and the number of smokers 
did not differ significantly between the groups (Table 1). 
Twenty-six out of 27 individuals under ASA treatment 
were on a daily dose of 100 mg ASA, while one individual 
took 250 mg ASA per day. Statin medication included 
treatment with simvastatin 10 mg (n = 2), simvastatin 20 
mg (n = 6), simvastatin 30 mg (n = 1), simvastatin 40 mg 
(n = 4), atorvastatin 20 mg (n = 1), atorvastatin 40 mg (n = 1), 
and pravastatin 20 mg (n = 2). Two patients under simvas-
tatin treatment were on a comedication with ezetimibe. 
The number of patients suffering from arterial hyperten-
sion and taking cardiac medication (including angioten-
sin-converting-enzyme inhibitors, angiotensin II receptor 
antagonists, diuretics, and % blockers) was higher in the 
study groups with ASA, statin, or dual therapy. The num-
ber of individuals with a history of colorectal adenoma did 
not differ between the four groups (Table 1).

Effect of ASA treatment on colon tissue eicosanoid levels
The most abundant PGs in human colorectal tissue sam-

ples were PGD2, 6-keto-PGF1$, and PGE2. Levels of LTB4 
were below detectable levels in 41 of 58 individuals. ASA-
treated individuals showed significantly lower tissue levels 
of 6-keto-PGF1$, PGF2a, PGD2, PGJ2, and TxB2 than indi-
viduals without ASA medication. However, after correcting 
for multiple testing using the Bonferroni approach the 
difference in PGE2 levels failed to reach significance (Fig. 
1A). The EPA-derived metabolites, PGE3, PGD3, and TxB3, 
were also significantly lower in ASA-treated individuals 
compared with untreated subjects, as were dihommo !-
linolenic acid (DGLA)-derived metabolites, PGE1 and PGD1 
(Fig. 1B). Monohydroxy oxylipins were also assessed, and 
while levels of the arachidonic acid (AA)-derived COX-
metabolite 11-HETE were significantly lower in ASA-treated 
patients compared with untreated subjects, 15-HETE as 
well as EPA-derived HEPEs, 15-HEPE and 18-HEPE, did 

not show differences in tissue levels between patients 
treated with ASA and those without ASA. Similarly, DHA-
derived 17- HDHA was not increased in ASA-treated indi-
viduals, while 13-HDHA showed significant differences 
with ASA-treated subjects having lower 13-HDHA tissue 
levels than untreated ones. The most abundant hydroxy 
PUFA in human colorectal tissue samples was the linoleic 
acid (LA)-derived metabolite, 9-HODE. 9-HODE levels 
were significantly lower in tissue samples of individuals 
treated with ASA in comparison to untreated individuals 
(Fig. 1C).

Effect of statin treatment on colon tissue eicosanoid levels
Next, we analyzed whether statin treatment had an effect 

on the assayed PG and monohydroxy metabolites in the 
subset of patients not treated with ASA. Colon tissue from 
statin-treated patients had higher levels of these PGs and 
Txs in comparison to untreated patients. These differences 
only reached significance for PGD2 and PGD3 when assum-
ing a significance level of P < 0.05 (Fig. 2A, B) for the indi-
vidual tests (i.e., before Bonferroni correction for the 
multiple testing performed). There was also a trend toward 
higher monohydroxy metabolites derived from AA, EPA, 
DHA, and LA, such as 11-HETE, 15-HEPE, 18-HEPE, and 
9-HODE. While these higher amounts were most notable 
for 15-HETE and 17-HDHA, even these differences were 
not significant (Fig. 2C).

Effect of ASA and statin treatment on colon eicosanoid 
levels

Given the finding of an oxylipin-lowering effect of ASA 
in contrast to a trend toward an increase of oxylipins in 
colon tissue from statin-treated patients, we then decided 
to analyze the subset of patients with ASA-only treatment 
versus those receiving ASA and statin medication. Inter-
estingly, we observed markedly lower tissue PG levels in 
individuals simultaneously receiving ASA and statin treat-
ment, as compared with untreated individuals or subjects 
receiving ASA monotherapy. Statistical testing for inter-
action between the effects of ASA and statin medication 
yielded P values <0.05 for the metabolites, PGF2a, PGE2, 
PGD2, PGJ2, PGE3, PGD3, 11-HETE, and 13-HDHA (Fig. 3), 
pointing toward the possibility of a synergistic effect of 
ASA and statin medication on PG suppression.

TABLE 1. Patient characteristics

Variable "ASA "statin (n = 24) +ASA (n = 16) +Statin (n = 7) +ASA +Statin (n = 11) P

Age (years) 69.29± 1.59 77.25± 1.83 74.86± 1.63 74.27± 2.37 0.011
BMI (kg/m2) 28.58± 0.98 30.22± 1.40 29.89± 1.45 30.88± 1.18 0.542
Gender (male:female) 15:9 9:7 5:2 6:5 0.880
Smoking 8/24 3/16 2/7 3/11 0.795
Type 2 diabetes mellitus 7/24 2/16 0/7 4/11 0.188
Oral antidiabetics 5/24 2/16 0/7 3/11 0.440
Arterial hypertension 14/24 14/16 7/7 10/11 0.027
Cardiac medication 14/24 14/16 6/7 10/11 0.074
History of colorectal adenoma 12/24 5/16 3/7 6/11 0.597

Variables represent frequencies (n/total) or mean ± SEM. P values represent statistical differences as calculated 
by one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test for age and BMI and by Chi-square test for 
categorical data.
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Effect of ASA and statin treatment on other oxylipins
There were no significant differences in colon tissue 

epoxy- and dihydroxy-fatty acid levels between the four 
groups, but levels of epoxy- and dihydroxy-fatty acids 
tended to be higher in statin-treated subjects (supplemental 
Table S2).

DISCUSSION

This study examined differences in eicosanoid and other 
oxylipin levels in human colonic tissue from individuals re-
ceiving aspirin and/or statin treatment, two widely pre-
scribed drugs with an attributed protective role in colorectal 
carcinogenesis.

Fig. 1. Effect of ASA treatment on colon tissue lipid metabolite 
levels. Tissue levels of AA-derived (A) and EPA- and DGLA-derived 
(B) PGs and Txs, and AA-, EPA-, and DHA-derived monohydroxy 
lipid metabolites (C) in healthy colonic tissue samples of individuals 
without ASA medication (n = 31 subjects), as compared with those 
with ASA medication (n = 27 subjects). Statistical analyses were per-
formed using Mann-Whitney testing. P values are included when 
below 0.05; ****P < 0.0001: Using Bonferroni correction as indi-
cated in the Materials and Methods, we assume P < 0.00092 as sig-
nificant after controlling for multiple testing. Values are presented 
as mean ± SEM.

Fig. 2. Effect of statin treatment on colon tissue lipid metabolite 
levels. Tissue levels of selected AA-derived (A) and EPA- and DGLA-
derived (B) PGs and Txs, and AA-, EPA-, and DHA-derived mono-
hydroxy lipid metabolites (C) in healthy colonic tissue samples of 
patients without statin medication (n = 24 subjects), as compared 
with those with statin medication (n = 7 subjects). Statistical analyses 
were performed using Mann-Whitney testing. P values are included 
when below 0.05: Using Bonferroni correction as indicated in 
the Materials and Methods, we assume P < 0.00092 as significant 
after controlling for multiple testing. Values are presented as 
mean ± SEM.
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Aspirin-treated individuals had significantly lower PG and 
Tx tissue levels than untreated subjects, reflecting the ASA-
mediated COX inhibition. PGs exert pro-inflammatory and 
anti-inflammatory effects in different pathophysiological set-
tings and different tissue types. The pro-tumorigenic role of 
PGE2 in colon tumorigenesis is well-established (5, 44, 45). In 
a more general context, PGE2 has been shown to help tumor 
cells escape immune control (46). Nevertheless, the signifi-
cance of PGE2 for colonic mucosal homeostasis is rather com-
plex, as it was also found to mediate regeneration of inflamed 
colon tissue in colitis (47). Furthermore, recent studies 
have indicated a protective role for PGD2 in colorectal carci-
nogenesis (48). Our data provide insight into colonic lipid 

metabolism under the influence of ASA medication in 
healthy humans and supports the widely hypothesized anti-
tumorigenic effect due to aspirin’s effect on PG suppression.

Some studies in CRC cell lines indicated that COX-2 inhi-
bition results in an activation of the 5- lipoxygenase (LOX) 
pathway (49, 50). At least in healthy colon tissue, our findings 
do not support this hypothesis, as 5-LOX-derived eicosanoid 
levels remained essentially unaffected upon ASA treatment.

With respect to changes in the hydroxy-PUFAs formed as 
side products by COX-2 (51), ASA-treated subjects had sig-
nificantly lower levels of 11-HETE, 9-HODE, and 13-HDHA 
compared with untreated individuals. In vitro data shows 
that ASA-acetylated COX-2 forms (hydroperoxy-)15-HETE 
and thereby induces the formation of 15-HETE-derived 
anti-inflammatory metabolites (33, 52, 53). Correspond-
ingly, the n3-PUFA-derived metabolites, 17-HDHA and 18-
HEPE, were shown to be formed by acetylated COX-2 and 
function as precursors of highly potent specialized pro-
resolving lipid mediators (40). A redirection of COX-2 me-
tabolism toward 15-HETE and its anti-inflammatory lipoxin 
derivates upon ASA treatment has been demonstrated in 
rat hepatocytes (54) and human lung cancer cell lines 
(55). Furthermore, aspirin treatment led to the produc-
tion of biologically active lipoxins in colon tissue of patients 
suffering from ulcerative colitis in vitro (56).

In this study, we found no suppression of 15-HETE, 17- 
HDHA, and 18-HEPE levels in the colon mucosa of ASA-
treated individuals compared with untreated subjects, while 
11-HETE, 9-HODE, and 13-HDHA levels were signifi-
cantly lower, comparable to the observed decrease in pros-
tanoid levels (Fig. 2). Compared with other studies (54, 55, 
57, 58), we found an unchanged concentration and did 
not see higher levels of the acetylated-COX-2 hydro(pero)
xy-PUFA in aspirin-treated patients compared with un-
treated patients. This might be due to the low levels of 
COX-2 activity that has been described for the normal non-
inflamed colon mucosa (59) that was analyzed here. As the 
analysis of COX-1/COX-2 expression in tissue samples was 
impossible in this study due to lack of sufficient amounts 
of sample material for oxylipin and protein analysis, this 
should be addressed in future studies. Furthermore, we 
believe the question of relative contribution of COX-1 and 
COX-2 activity to the PGE2 formation to be critical for the 
assessment of aspirin’s anti-tumor effect in different stages 
of prevention, i.e., in the context of normal noninflamed 
mucosa (as in this study), or in the context of adenoma 
progression toward colorectal carcinoma. In this regard, 
recent observations in an established murine CRC model 
impressively revealed the significance of the tumor status 
on the time of treatment initiation for the efficacy of che-
mopreventive agents against adenoma formation (60).

With regard to the impact of statins on the AA cascade, 
effective COX-2 mRNA suppression has been shown in the 
small nonpolyp intestine of multiple intestinal neoplasia 
mice upon oral pitavastatin treatment (61). This is not in 
line with our findings, as we detected a trend to increased 
PG and Tx levels in colon tissue of statin-treated individuals 
compared with untreated subjects, but changes did not 
reach statistical significance. In agreement with our findings, 

Fig. 3. Interaction between ASA and statin treatment. Tissue lev-
els of AA-derived (A) and EPA- and DGLA-derived (B) PGs and Txs, 
and AA-, EPA-, and DHA-derived monohydroxy lipid metabolites 
(C) in colon tissue samples of individuals without ASA/statin medi-
cation (n = 24 subjects), with ASA medication (n = 16 subjects), with 
statin medication alone (n = 7), and with dual ASA and statin medi-
cation (n = 11). Statistical analysis was performed using two-way 
ANOVA. P values for interaction are indicated whenever P < 0.05. 
Values are presented as mean ± SEM.
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investigations in rat myocardial tissue and human umbili-
cal venous endothelial cells described an upregulation of 
COX-2 upon atorvastatin treatment leading to increased 
levels of 15d-PGJ2, a product of PGD2 (62). As we were able 
to detect slightly higher levels of the COX-2 byproducts, 
15-HETE, 13-HDHA, and 17-HDHA, in individuals under 
statin treatment compared with untreated or ASA-treated 
subjects (Fig. 2), there could be a combined effect of statin 
treatment to induce COX-2 expression and activation by 
S-nitrosylation leading to increased formation of 15-HETE, 
13-HDHA, and 17-HDHA (36, 38, 39). More detailed stud-
ies in human colon tissue are now necessary to test these 
hypotheses.

Surprisingly, colon tissue levels of most COX-derived 
metabolites were notably lower in individuals under dual 
ASA and statin treatment compared with untreated sub-
jects or subjects on ASA medication alone. The investiga-
tion of interaction between ASA and statin medication 
revealed remarkably small P values, which could suggest a 
synergistic effect of ASA and statins on lowering colonic 
tissue PG levels. It should be noted that COX products 
from different PUFAs and their metabolites showed the 
described tissue level differences consistently, whereas 
LOX- and CYP-pathway product concentrations remained 
unaffected by ASA treatment. To our knowledge, this po-
tentially synergistic effect of aspirin and statins on eico-
sanoid level suppression in human colonic mucosa has not 
been described before. Cell culture experiments and inves-
tigations in animal models of colorectal carcinogenesis 
showed that comedication with COX-inhibitors and statins 
has synergistic effects on colon tumorigenesis prevention 
and induction of apoptosis, the underlying mechanisms 
are still unknown (63–66). While a large population-based 
case-control study did not provide evidence of an inter-
action between statins and COX inhibitors (16), another 
study detected a stronger CRC risk reduction for the com-
bination of both drugs (67).

A limitation of the data presented here is that underly-
ing medical conditions leading to the prescription of ei-
ther ASA and/or statins may affect colon tissue lipid 
metabolite levels themselves. Furthermore, individuals 
without ASA and/or statin treatment were significantly 
younger than individuals receiving these treatments. The 
effects on colonic oxylipin levels of both, underlying medi-
cal conditions and age, could not be determined within 
this study design. This cross-sectional study did not allow 
for a comparison of lipid metabolite levels pre/post phar-
maceutical treatment, which can be considered a study 
limitation. However, the robust in vivo effects observed 
here in a group of routine “walk-in” colonoscopy patients 
add credibility to the observed differences.

Our study is the first to quantify a wide range of eico-
sanoids and other oxylipins in human colon biopsy sam-
ples of individuals under aspirin and statin treatment, 
indicating that both drugs mainly affect the levels of COX-
derived metabolites. While persons taking aspirin had sig-
nificantly lower PG and Tx tissue levels (Fig. 1), statin-treated 
individuals showed a trend toward increased tissue levels of 
these metabolites (Fig. 2). Patients under dual treatment, 

however, presented with a pronounced decrease of many 
PG and Tx levels, even in comparison to individuals under 
ASA monotherapy, possibly indicating a synergistic effect 
of both drugs (Fig. 3).

Our data add convincing human data from a routine 
clinical setting to support the hypotheses put forward in 
many studies arguing that lipid mediator modification ef-
fects might contribute to the chemopreventive effect of 
ASA (and statins) in the context of colon tumorigenesis. 
Further studies are now necessary to directly investigate 
how dual ASA and statin treatment affects colon tumori-
genesis in humans.
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