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Summary 

Lung cancer is the most frequent malignant tlzrnot~r irr melt md its incidence 
is dsing in women. In the USA clne number of female lung cancer deaths is 
already higher than the number of breast cancer dea~hs,  111 recent years, the 
incidence of Slung cancer in age groups below 65 years in Western World 
appears to decrease due to the reduction of cigaret~e smoking. Hawever, die 
prognosis of lung cancer has not significantly i~nproved during the last 30 years:: 
90% of the patienls will, die within one year due to the disease. 

The majority of the patients (75%) falls into the calegory of nan-small cell 
lung cancer (NSCIX) which comprises several histialogicall subgroups whicli, 
however, do not differ in treatment. The treatment of NSCLC is preferentially 
surgical with a 5-year survival of 25%. Radiotherapy and chcrnoail.~erapy have a 
mainly palliative value for non-operable patients. 

A minority (25%) of the patients has small cell lung carci~~~orna wlricll will 
be treated preferentially with chemotherapy and has a naedian survival OF 16 
months for the best group. 

It has been known for a long time that ~e prognosis of Bung cancer can be 
predicted on the basis of several prognostic factors including perfanz~armce 
status, histological type and stage of the turnour. However, the prognostic 
power of these factors is far froin complete and their value is limited it1 the case 
of an individual patient. It is clear thal other factors are also important in 
determining the surwival of lung cancer patients, as for example the l ende l~~y  of 
the turnour to l-netastasize, the growth rate of the tunlour and the sensitivity of 
the tumour to radio- or chemotherapy. It is generally accepted that gelietic 
alterations in [urnour cells are respoa~sihle for these factors ant1 more gcnel-ally 
determine features of growth and de~emirra~iian af the turnour, 

LII this thesis some properties of lung cancer Lumour cells related la, tunlour 
growth and metastasis have been studied in order to es~ablisln whether or n O l  

these properties might be correlated with the behaviour of ~ l ~ e  t c~ rno~~r  in1 dlle 
individual patient. The inwasive behaviour of' lung cancer was studied with 
regard to the basement membrane (BM} which separates lurnour cells from 
tumour stroma, and constitutes the firso barrier for invasively growialg neo- 
plastic cells. Furthermore, the proliferative cell cornpartmenr of lung cancers 
was invesrigated, using either the flow cytornerric (FGM) determination of dlc 
number of turnour cells which are in S-phase (the so-called S-phase fraction or 
SPF), or by measurement of DNA synthesizing properties through incovora- 



tion of llhc thymldit-rc analogue bromodeoxyuridine (BrdU) in DNA sytrthesiz- 
ing (S-phase) cells. In addition changes in the pb idy  level in individual turnour 
cells were studied, as a reflection of the genetic abn~omalities in cancer cells. 
I7jnall~y, the extent of metastasis in bone manrow was studied in small cell lung 
cancer, as a potential prognostic indicator. 

In chapter 1 current knowledge regarding to BM deposition, ploidy levels 
wd cytokinctics, as il relates LO lung cancer, is reviewed. 

In chapter 2 we describe the paitten1 of invasive growth in primary adeno- 
carcinasimas of the lung as reflected in the pattern of BM staining. Generally, 
adenncarcinoma appeared to display the same expansive and invasive growth 
pattern as squamous cell lung cancer. Expansive grow~h occurred in the periph- 
ery of the tumous; here tumour cells grew along pre-existing BM oflthe alveoli, 
uraderrnining {.he ptleurnocytes. lnuasion into the interstitiurn was found in the 
cietsrfcr of the tuancrur. Were the patlern and extent of the BM dlepositiorvs varied 
widely. Oiccasionally, a patter]] resembling alveolar BM was found in the center 
of the ~ W I ~ Y ~ O L J T .  Part of Illis alveolar-like architecture could be pre-existing BM. 
It  is, however, impassible to djrsiinguish between pre-exisling alveolar BM and 
cle novo synthesized BbP. In contrast with squarnous cell lung cancer, in some 
peripheral sections of adenocarcinorna turnour cells were found between the 
alveolar and interstitial BM, suggesting invasive growth also in the tumour 
periphery. 7his could explain why adenocarcinomas of the lung metaslasize 
earlier than squarnous cell lung cancers. 

In chapter 3 we studied wherller or  not the quantity of BM deposited 
bctween squamous lung cancer cell and the interstitiurn correlated with survival 
rime, A COX regression analysis, including BM deposition and stage of hhe 
lurnour, suggested that exterrsive BM deposition could be an independent 
l~rngnostic factor for survival, although the difference was nor s~atisticanly 
signjl"icanz. 

Irr cIrspter 4 we analysed t.he importance of bone marrow biopsy for the 
staging of small l cell lung cancer. Firs~ly. we studied wlzerller or not a panel of 
eight antibodies would oletect rncar-e bone nlarrow rnerastases than the routinely 
applied haeniatoxylin eosirn staining. In a series of lvisto~logically identified 
tnertlstases 1w0 antibodies  against neuron specific etaolase and cytokeratinls 8, 
18 3 r d  19) ~tai13ed all specimens with laone marrow metastases. In 47 histologi- 
cally Iwmour negative biopsies these two antibodies were used. S-lowever, in 
Il4111e of the !listologically negalive biopsies inrmunoreactive tunlour cells were 
detected. This finding contrasled with data from the l i t e ra tu~ :  ill fresh aspirates 
of bone mamolw rnctastases have been faund more frequently in cytological 
preparations, with tlze use of severall antibodies. This difference might be caused 



by aspiration of blood along wiih the bone m a m w ,  which contains circzllatinaag 
tUmour cells, which have not (yet) fom~ed  metastases. We f u r & e m ~ o r ~  esrab- 
]Inshed that the results of the bone marrow biopsies in small cell lung cancer did 
rmat have prognostic or therapeutic imgljcadons. 

Lra chapter 5 we describe the results of the prognostic value of rhe ploidy 
level and the propoirtionz of cells in S-phase in non-small cell lung carcinoma. 
More than 50% of tEre 115 examirred paraffin embedded tissue samples were 
suitable for DNA-ECM. hrr 65% of these cases ar~euploidy was found. A 
multivariate analysis, including stage of tunlour, age, histology m ~ d  treahnerrl 
modality showed &at the DNA index was not relaled with hislology, srsige or 
treatment modality. Also no iilfluence on survival was found. SPF was not 
dependent on Plullnour stage, histology or trealtnlenl modality but a significarntly 
longer survival was fo;oe~md for patients with a low SPP. 

TO gain a more detailed insight into the proliferative activity of lung cancers 
than can be reached wilh the static measurement of SPF, the feasibility to 
determine the BrdU incorporation for the labeling 01 DNA synthesizing lung 
cancer cells was investigated. In chapter 6 a method is described for rlre ex vivo 
laklirug of tunlour cells obtained by bronchoscopic brush. After short culturkg 
I11 a BrdU containing medium these tu~nour cells were stained will1 anti-BrdU 
antibody and propidivlm iodide. This method was found to yield reproducible 
results, in that in ~l-ie majority of cases labeled cells could be detected. The 
labeling index correlar~ed significantly with the SPF. Also it was shownr that a 
proportion of cells with S-phase DNA content did not actively synzthesize DNA. 
In follow-up, an in vivo BrdU labeling study of lung cancer patients was 
performed: 50 mg/m2 BrdU was given intravenovsly to patients over 10 minw- 
tes, 4 hours before bronchoscopy, In chapter 7 we report that .PL is possible to 
abtain cancer cell labeling in the majority of patients using biopsies as well as 
brushes. Again, unlabeled cells will1 S-phase DNA conten1 were observed; he i r  
frequency, however was lower flian with thle ex vivo mctl~od. 

113 the final chapter the Eteterogeneity of lung cancer is rleemplaazised. 
Furthermore, the results of our li~vresrigatjoins are discussecl in the perspective of 
turnour cell invasion, t;clrnour metastasis, tumour cell proliieration and genetic 
tumour cell abnorn~alilies as expressed in the plobdy level. Finally some specu- 
lations are made concerni~zg the potential use of cytokinelic paralnelers for 
treatment and prognosticallion of lung cancer patients. 





Samenvatting 

Longkanker is het meest voorkonzende kwaadaardig gezwel bij de man en 
kamt steeds frekwenter voor bij de vrouw. III de Verenigde Staten is her aaital 
vrouwen dat aan langkaiker overlijdt al groter dan door borstkanker ltet geval is. 
In de laatste jaren is er een dalende tendens waarneembaar van het aantal 
longkankerpatiënten benedcn de 65 jaar iri de Westerse Wereld, waarschijszlijk 
grotendeels ten gevolge van het k i t  dat er mirilder sigaretten worden gerookt. De 
prognose van parien~en met longkanker is echter niet af nai~welijks verbeterd 
gedurende de liaaxsae 30 jaar; van degenen die longkanker krijgen overlijdt olnge- 
veer 90% ten gevolge van deze ziekte bimeli een jaar. 

Het grootste deel (75%) van de paaienten heeft een niet-kleinicellig lan$cat%i- 
noom, dat verschilleiide histologische sub~ypen omvat, die echter op dezelfde 
manier behandeld warden. De behandeling van het n&-kleincellig longcarci- 
noom is bij voorkeur chimrgisch, met een 5-jaars overleving van 25%. Radiodze- 
ragie en chemoiherapie hebben voor de niet-operabele patiënten vooriiiarnelijk 
palliatieve betekenis. 

Een minderheid (25%) van de longka~nkerpatidnkeii heeft een klelriicellig 
longcarcinoom, dat bij voorkeur chemotherapeutisch wordt klzandeld; de media- 
ne overleving voor de beste groep is 16 maanden. 

Al lang is bekend dat de prognose van longkanker aan de hand van een aantal 
faktoren wordt voorspeld zoals de'perfommce status'" hel histologische type 
van longkanker en her stadlier11 waarin: de tumor verkeert. Deze prognostische 
kenmerken hebben echter: maar een beperkte voorspelleside waardc voor de 
irndividuele patient en zijai zeker niet volledig. 

I-Iet is dniideliij~k dat hiernaast nog cen aantal f&torcn de ovcrlcving va11 
longkankerpatiënten bepalen, zoals b.v. de neiging v a ,  de ruinar lol rsietasiase- 
ring, de groeisnelheid en de gevoeligheid voor cherno- OE radiotherapie. 111 hei 
algemeen wordt aangenlomen dat genetische veréknderingen in ini~dividzlcle kan- 
kercellen voor deze faktoren verantwoordelijk zijn en meer in het algerneen de 
groei en differentiatie van tumoren bepalen. 

In dit proefschrift zijn enkele eigenschappen van longkanker ~urnorcellcn 
bestudeerd die verbonden zi-in met tumor groei en rnerastaseri~ig, inet het docl 
vast te stellen of deze kenmerken helt gedrag van de tumor in de incliwiduele 
patiënt kunnen voornpellen. Het Uiwasieve gedrag van longkanker werd bcstu- 
deerd aan de hand van de basaalmembraan (BM), die tumorcellen vair tuinor 
saroma scheidt en de eerste. barriere is voor invasief groeiende ruinorcellen. 



Daarnaast werd het proliferaticve karakter van longkanker ondenochit, middels 
flow cytometrische [FCEIR) bepaling wan hec aantal mmolrceJlen dar Ün S-fase 
verkeert (de zgn. S-fase fr&tIe = SPF) alsook door het meten van, de DNA 
synthetiserende eigenschappen door middel van de bromodeexyurüdine (BrdU) 
inca~ioratie (een ttrymidlne analoog) i11 DNA syn&letisei-gnde (S-fase;) cellen. 
Tevens warden veranderingen in het ploidie niveau in individuele tumcarcelleïi 
besillrdeerd, als een weerspiegeling van de genetische veraldehingen In tumorcel- 
launi. Tenslotte wed de omvang van kenmergmelastastin bij kleiincellig Iongcar- 
@inoom bestudeerd ais een mogeli~ke prognostische aanwijzing. 

In hoofdstuk 1 wordt de hniidige kennis van I3M depositic, ploidie niveaus eru 
cytaki~~etick besproken, voor zover deze met longkanker in verband staan. 

In hoarisdsleik 2 kscchijvei~ wij het patroon wan invasieve groei wm primair 
adcnocarcinuorn var1 de longen zoals zich dat voordoet in het patroon v m  BM 
aankleuring. En grote lijnen werd bij het adenacarcinoom hetzelfde expansieve en 
invasieve patroon gevonden als bij de plaveiselcelcarcinomenn Expansieve groei 
vindt plaats in de periferie van de tumor, waar rriinorcellen langs de bestaande 
BM w a n  de alveoli groeien, ondcr de pneumocyten of deze wegduwend. Invasie 
in het intcrsliitiurn werd in hel centrum van de tumor gevonden, waar een grote 
varieteit in hel patroon en de uitbreiding vaan BM depositie werd gevonden. Af en 
toe werd in het centrum van de tumor een patroon gevociclen dat erg veel leek op 
alveolair BM, Een decl van deze miri of meer alveolaire architektuur zou pre- 
existent BM kunnen zijn. 13et is echler onmogelijk een onderscheid te maken 
tussen het pre-existente BM en het nieuw gesynthetiseerde BM. In tegenstelling 
tot de bevindingen bij het plaveiselcelcarcinoom van de long werden in sommige 
preparaten in de periferie van het adenocarcinoom tumorcellen gewonden tussen 
het alveolaire en interstitiSle BM. Dit suggereert dat er in de periferie van de 
lurnor ook invasieve groei optreedl. Dir zou kunnen verklaren waarom adenocar- 
ciluoanen vafl de long eerder mekustaseren dar1 plaveiselcellcarclnomenZ1 

In hcrirpfclslwk S kstiudcerden we of de hoeveelheid BM depositie lussen 
tunzorcellei~ van plaveiselcelcarcinomen van de Pon, en hel interstitiurn gecone- 
leerd was met de duur van de overleving. Een Cox regressie analyse inclusief BM 
cleposieie en stadiuin wan de luinor swggeïeerde dat de depositie varil veel BM een 
o ~ ~ a l ~ a i ~ k e l i j k c  progt~ostisclnc. faktor voor overlevirug zou kunnen zijn, hoewel heb 
verschil niet statistisch signifikant was. 

In hoofdstuk 4 on-idcrzocl~ten~ wij het: belang van een beenn.iiergbiopsle in de 
slagcrilig wan het klciireellig Bongcarcinooni. Allereerst bestudeerden we of een 
panel van acht anlildehan~err meer keriinergmetastasen ken aantonen in patiënteel 
niet kleincellig loi~gcarcünoom dan routiriie hemaitoxyline/eosine kleuring. In een 
serie van liislologisclz aangetoonde metastasen kleiirderr 2 arrtiliehamen (neuron- 



specifiek erualase en oytokeratine 8, l8 en 19') alle preparaten met k e m ~ ~ e r g m e -  
tastasen aan. In 47 histologisch negatieve biopeen werden deze twee antikicliimlien 
gebhuikt, Echter in géén van de histologiscti negatieve biopten werden1 imrnui~o- 
reaktieve ~tunnorcellen gevonden. Deze kvinding is 11% tegeirstellirrg Int gegevenis 
uit de literatuur: in verse beenmesgaspira  werden f~kweriter bee~anieg~izetas- 
tasen vastgesteld, wanrieer verschilknde an~llicharnen werden gebruikt. Dit ver- 
schil zou veroorzaakt kunnen worden door aspiratie van bloed lesalzien arzet 
beenmerg, waarin circulerende turnoscellen aanwczig zj?jn, die (nog) geen rnarri- 
fecte metastasen hebben gevormd. 

Wij stelden tevens vast dat de resultaten van een hemergbiopsie biJ kleltr- 
cellig longcarcinoom geén prognostische lof therapeutjische in~plicaties heeft. 

111 hoofdstuk 5 lxschrijveii we de resultaten van eer1 olnde~oek naar de 
progriostische waarde van bepali~ug va11 het ploldie niveau en hek. aantal celleii die 
in S-fase verkeren bij niet-kleincellige biro~~chuscarcii~onlen, Kuinï de laelft v~ali 

115 in paraffine bewaasde tuinoren was geschikt voor DINA-FCM. 111 65% va11 de 
gevallen werd aneuploidle gevoi~den. Een multiparail~eier anrahyse, die tuurior 
stadium, leeftijd, histologie en wijze wan behandelen bevatte, toonde aan dat de 
DNA index niet gerelateerd was aan histologie, stadium en vorm van behande- 
ling, en ook niet met de overlevingsdeiur. Ook de fraktie van de celleia, die irt 

S-fase verkeerde was niet aíhankelijk van tumoratadiuin, histologie af voriii van 
behandeling. Voor patiënter-i ]net een laag aarrtae cellen in S-fase werd teil 

signiifikalit langere overleving gevonden. 
Om een betere indruk wan de proliferatie aktivltei~ van ~ongccz~ciitrornen te 

verkrijgen werd de bruikbaarheid wan ErdU iïikorpoiratie voor hel bepalen waiu de 
proliferatie van longkankercellen onderzochi. In hoofdstuk 6 wordt een methode 
beschreven, waarbij tumorcellen, verksegen met een borstel tijdens een Ibroiiichos- 
kopie, kortdurend in een RrdU bevatteilti medium worden geïircubeerd emr veiuol- 
gens gekleurd rnel een anti-BrdU antilicliaain er) propidiurn iodidc. Deze 
methode bleek bruikbaar, want in de meerderheid van de gevallen wcsdcai gelik 
belde cellen aangelaoud. Ue lakling rndex correleerde sigriifikanl inen llel almtal 
cellen in1 S-fase. Tevens werd aaiigerooi-id dat er in de fraktie cellleii 111(;~1 S-fase 
DNA gehalte een popillarie celleli aanwezig is die niet aktief aai1 dc 13NA 
synthese deel rreernt. 

Vew~lgens werd een in vivo BrdU labding studie vali Bo~lgkariker paliëillen 
uitgevoerd: 50 rndrn2 t3rdL.I werd 4 uur v6ór de brorr~hoskopic gedurende L0 
miiluien intraveneus aan de patiënteili toegediend. I13 hocufdstuk 3 beschi-ijvcar we 
dat het in de meerderheid wan de patienten mogelijk is incl borstel en biopsie 



DNA syntheticerende cellen -en te tonen. Ook nu werden nier syntbetniserende 
$-h% cellen aangetound, echka diuidelijk minder dan met de ex vivo methode het 
geval was, 

In hek laatste hoofdnytuk wordt de heterogeniteit v m  l o n g k d e s  nog eens 
benadrukt, Tevens worden de aesulhilivn van het ondenoek kdiskuslzie~d in hel 
pewpcktief van de invasie van ~tuirnor~ellesni, metastasering van tumor, proliferatie 
van tumorcelen en genetische afwijkingen van tumorcellen zoals die uitgedrukt 
worden in liet ploidie niveau. Uiteindelijk wordt gespekuleerd over de potentiële 
waarde laani cytokinetische parameters voer de behandeling en prognose stelling 
van gakienten met longkanker. 




