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Effects of treatment

Subjects included in this study started treatment with antiandrogens (n = 10), docetaxel with 

prednisone (n = 10) or cabazitaxel with prednisone (n = 14). Steroid hormone concentrations at 

baseline stratified for the different treatments are shown in Figure S2A-D. Significant suppression 

of adrenal-derived steroids was observed after 12 weeks of cabazitaxel with prednisone 

treatment. In the docetaxel group, a similar suppression was observed in a subset of patients, but 

this did not reach significance. In the antiandrogen group, increased steroid concentrations were 

observed after 12 weeks of treatment. 

Low baseline cortisol concentrations were detected in a subset of patients, suggestive 

of hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis suppression by eGC. Post hoc exogenous 

glucocorticoids quantification by LC-MS/MS was performed to detect prednisone, prednisolone 

and dexamethasone in all samples (Figure S3A−C). Samples were classified as eGC+ if prednisolone 

(≥ 20.7 ng/mL) and/or dexamethasone (≥ 16.1 ng/mL) were detected. Cortisol was suppressed (< 

140 nmol/L) in all eGC+ baseline samples. (Figure S3D). 

A significant reduction in circulating glucocorticoid, T and 11KT concentrations was observed 

in patients starting treatment with eGC (Figure 3A). Circulating T (Figure 3B) and 11KT (Figure 

3C) concentrations were lowered by 68% (38-79%) and 84% (49-89%), respectively, in patients 

starting eGC. Decreases of similar magnitude were observed for 11β-hydroxyandrostenedione 

(11OHA4), 11β-hydroxytestosterone (11OHT) and 11-ketoandrostenedione (11KA4, medians 

66-92%; Figure 3A). In a subset of eGC+ patients, glucocorticoid treatment was withdrawn. The 

group size was insufficient to detect a statistical difference between baseline and treatment 

(n = 5, Figure 3D). Compared to patients who continued eGC (n = 10), withdrawn patients had 

eight-fold higher T (0.30 nmol/L (0.26–0.73 nmol/L) vs. 0.04 nmol/L (0.02–0.05 nmol/L)) and 

ten-fold higher 11KT (1.09 nmol/L (0.75-2.30 nmol/L) vs. 0.11 nmol/L (0.04–0.23 nmol/L)) 

(Figures 3E and 3F). An overview of steroid concentrations at baseline can be found in Table S2. 

Additionally, glucocorticoid treatment was withdrawn in six patients before progression. Again, 

higher median circulating concentrations of T (0.20 nmol/L (0.09–0.38 nmol/L) vs. 0.05 nmol/L 

(0.02–0.08 nmol/L), P < 0.01) and higher median 11KT (0.90 nmol/L (0.52–1.46 nmol/L) vs. 0.10 

nmol/L (0.06–0.29 nmol/L), P = 0.001) were observed after withdrawal, compared to patients that 

continued GC treatment (n = 14, Figure S4). 

0.23-1.27 nmol/L) exceeded 1.74 nmol/L in six patients (Figure 2C). DHT was below the LOQ in 

most patients (range: < LOQ-0.27 nmol/L). Using linear models, 11KT was a major predictor of the 

TA concentration (R2 = 0.945), whereas T predicted TA to a lesser extent (R2 = 0.511). 

Figure 2. 11-Ketotestosterone is the most abundant circulating androgen in castration-resistant prostate 
cancer patients at baseline
(A) Active androgen concentrations of all castration-resistant prostate cancer patients before the start of the 
first treatment after enrollment (n = 29). Boxplot depicts the upper and lower quartiles, with the median 
shown as a solid line; whiskers indicate the range. Dots indicate individual data points. Statistical analysis was 
performed by one-way ANOVA (P < 0.0001) with Tukey’s Multiple Comparison test. * P < 0.05, *** P < 0.001. 
(B) The relative abundance of the median androgen concentrations is shown as a percentage of the total 
androgen pool. 
(C) Androgen concentrations are shown for all baseline samples (n = 34). Values below the analytical limit 
of quantification are shown if relevant calibrator and spiked quality control samples were accurate and 
reproducible with signal to noise >10:1. Samples with undetectable concentrations were set to 0.5 times the 
lowest accurate calibration sample for statistical purposes. Conventional clinical cut-off values for castrate 
testosterone levels (0.69 and 1.74 nmol/L (or 20 and 50 ng/dL) testosterone) are indicated on the y-axis for 
reference. 	
Abbreviations: 11KT – 11-ketotestosterone, DHT – dihydrotestosterone, T - testosterone
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Clinical outcomes

A post hoc survival analysis was performed on this limited patient group. PFS was significantly 

longer in patients with TA concentrations above the median (209 vs. 133.5 days, P < 0.05, Figure 

4A). Stratification based on 11KT alone similarly showed this association (Figure 4B), whereas T 

alone did not (Figure 4C). Overall survival was not significantly different between the patients 

with high or low TA pool (14.7 months vs. 12.3 months, P > 0.05).

Figure 4. Effects of total androgen concentration on progression-free survival and intratumoral gene 
expression
(A-C) Progression-free survival curves are shown for patients stratified into two groups with concentrations 
above or below median total androgen (TA, A), 11-ketotestosterone (11KT, B) or testosterone (T, C). Log-rank 
test for survival was used to determine difference between the low and high TA groups.
(D) Heatmap of differentially expressed genes (n = 24) across TA concentration in the tumor samples. 
Differential gene expression was determined using TA concentration as a continuous variable. Heatmap 
displays mean-centered and normalized (variance-stabilizing transformation) read counts. Unsupervised 
hierarchical clustering (Euclidean distance and Ward.D2 method) was performed on genes and samples. 
Upper tracks display biopsy site, TA concentration and androgen status of the samples.	
Abbreviations: 11KT – 11-ketotestoterone, T – testosterone, TA – total androgens

Figure 3. Effects of exogenous glucocorticoid treatment on circulating steroid concentrations
(A-C) Differences between steroid concentrations at baseline (white boxes) and on treatment (OT) (red boxes) 
were assessed in patients who were exogenous glucocorticoid (eGC) untreated at baseline and who started 
treatment with eGC (n = 13) by Wilcoxon signed-rank test (A). The individual data points are shown for 
testosterone (T, B) and 11-ketotestosterone (11KT, C) at baseline and OT in patients who started therapy with 
glucocorticoids (red lines, n = 13) or without glucocorticoids (black lines, n = 6). 
(D-F) Differences between concentrations at baseline (gray boxes) and OT (blue boxes) were assessed in 
patients who were eGC+ at baseline and discontinued glucocorticoid treatment (D, n = 5). The individual 
data points are shown for T (E) and 11KT (F) at baseline and OT in patients who continued treatment with 
glucocorticoids (gray lines, n = 10) or were withdrawn from glucocorticoids (blue lines, n = 5).
Boxplot depicts the upper and lower quartiles, with the median shown as a solid line; whiskers indicate 
the range. Effects of treatment were assessed by Wilcoxon ranked-sum test, while group differences were 
assessed by Mann-Whitney test. Lines connect individual patients and group medians (squares) are shown 
beside the individual data points. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.	
Abbreviations: 11KA4 – 11-ketoandrostenedione, 11KT – 11-ketotestosterone, 11OHA4 - 
11β-hydroxyandrostenedione, 11OHT - 11β-hydroxytestosterone, DHT – dihydrotestosterone, eGC – 
exogenous glucocorticoids, OT – on treatment, T – testosterone
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patient stratification. Androgen abundance after castration could be assessed more accurately 

by including 11KT. Additionally, this study shows the suppressive effects of eGC on circulating 

androgen concentrations, highlighting the potential therapeutic role of glucocorticoids in CRPC, 

which crucially includes suppression of adrenal-derived 11-oxygenated androgens. Finally, this 

study suggests that circulating TA abundance may correlate with intratumoral gene expression 

and PFS.

In addition to 11KT, precursor steroids such as 11OHA4 and 11KA4 may also contribute to AR 

activation through intratumoral conversion to 11KT. In line with previous findings, this study 

finds that 11OHA4 is abundant in the circulation with a median concentration of 2.7 nmol/L 

(0.48 – 5.1 nmol/L). Storbeck et al.34 previously showed that the PC cell line LNCaP converts 

11OHA4 and 11OHT into 11KT, requiring the enzymes HSD11B2 and AKR1C3. We confirm 

substantial expression of HSD11B2 and AKR1C3 in nearly all CRPC tumor samples (93% and 

100%, respectively). Expression of enzymes that inactivate (11-oxygenated) androgens to their 

upstream precursors, such as HSD17B2 and HSD11B1, was lower. A higher ARK1C3:HSD17B2 ratio 

favors production of 11KT especially, as AKR1C3 has a significantly higher substrate preference for 

11KA4 than androstenedione35. Despite frequent genomic amplification of CYP11B1, which can 

convert androstenedione into 11OHA4, we detected CYP11B1 expression in only two samples. 

Amplification of the CYP11B1 locus therefore does not appear to result in detectable CYP11B1 

expression, and may be a passenger mutation. Consequently, intratumoral synthesis of 11OHA4 

from androstenedione due to CYP11B1 amplification is unlikely to occur; thus, the majority of 

11-oxygenated androgen precursors are likely derived from adrenal steroidogenesis. 

Glucocorticoid treatment significantly decreased circulating T and 11-oxygenated androgens 

through suppression of the HPA-axis. Potent suppression of 11-oxygenated androgens has 

similarly been observed in patients treated with abiraterone acetate and prednisone36. The 

potent suppression of adrenal androgens, and 11KT in particular, may partially explain the 

clinical benefits of glucocorticoid treatment and should be considered when designing trials with 

glucocorticoid treatment in the control arm37,38. Withdrawal of glucocorticoid treatment may 

inadvertently lead to an increase in circulating androgens, although the effect on CRPC tumor 

growth is still unknown.

PFS was longer in our patients with high TA, in line with earlier findings that higher T 

concentrations are associated with a more favorable outcome19,20. Interestingly, in our study 

this association was attributed to 11KT, as T alone was not associated with PFS. This indicates 

that 11KT may be a stronger prognostic marker than T. In the presence of adrenal androgens, 

AR activation may remain (partially) ligand-dependent. AR pathway inhibition may exert greater 

effects in androgen-AR interaction dependent tumor cells, providing a possible explanation 

for the association between TA, 11KT and PFS. It is, however, important to consider that our 

study was not designed to detect differences in survival, and the limited sample size and patient 

heterogeneity do not permit a definitive conclusion in this regard. Most patients in the CIRCUS 

study had previously received treatment for CRPC. No association between the number of 

RNA sequencing analysis

Gene expression profile analysis of the complete CPCT-02 CRPC cohort (n = 180) revealed 

significant biopsy-site related bias, which we attempted to limit through exclusion of 5232 

biopsy-site specific genes (Figure S5). Next, patients included in this study were assessed by RNA 

sequencing (n = 15) for further analysis, excluding genes which were biopsy-site related (Figure 

S6). 

We observed androgen-mediated differential expression of 24 genes (Figure 4D), including 

several known androgen-regulated genes, using TA concentration as a continuous variable. 

Of these genes, 12 were upregulated in the high TA environment and 12 genes in the low TA 

environment. Known AR target genes BMI131 and SLC2A132 were upregulated in the high TA 

environment, whereas the androgen-repressed gene TRPS133 was upregulated in the low TA 

environment. Furthermore, a trend towards increased AR expression in the low TA environment 

(5.4-fold higher) was observed, although this did not reach statistical significance. 

Genomic alteration and expression of steroid pathway genes

Whole-genome sequencing of the tumor tissue (n = 18) showed that somatic alterations within 

the AR or AR enhancer locus were highly prevalent (16/18 tumors) (Figure S7A). Interestingly, 

in 10/18 patients we observed high-level amplification of the CYP11B1 gene, encoding 

11β-hydroxylase, which is essential in the synthesis of cortisol and 11-oxygenated androgens. 

Amplification of other genes involved in androgen metabolism (HSD3B1/2, SRD5A1/2, AKR1C3, 

HSD17B6 and HSD17B10) was rare, although copy-number loss of HSD17B2, which inactivates 

androgens, was observed in two subjects.

Several enzymes related to androgen biosynthesis and (re-)activation were highly expressed 

in all tumor biopsy samples, including HSD17B10, STS, SRD5A1, AKR1C3 and HSD11B2 (Figure 

S7B). This suggests that the enzymes required for activation of both androgen and 11-oxygenated 

androgen precursors are expressed in CRPC tumors. Expression of CYP11B1 was absent in all but 

two samples, one of which did not contain a genomic abnormality. 

Discussion

Using plasma multi-steroid profiling by LC-MS/MS, we show that 11KT, a potent AR agonist13, is 

the predominant circulating androgen in CRPC patients and therefore needs to be considered 

when assessing the hormonal status of these patients. AR pathway reactivation after ADT is 

an important process that leads to tumor progression and our data suggest that 11KT may be 

an important contributor to AR reactivation in CRPC. 11KT constituted a median 66% of the TA 

pool. Androgen abundance in CRPC patients has probably been underestimated until now, as the 

quantification of T alone detects only approximately 25% of all androgens. Moreover, circulating 

T concentrations do not accurately predict TA abundance and thus does not allow for optimal 
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treatment lines and PFS was found, nor was the number of treatment lines different between the 

low and high TA groups. Further investigation into the actions and consequences of circulating 

11KT is warranted, especially as a potential biomarker to select patients more likely to respond 

to AR-targeting therapies. 

Gene expression analysis of the tumor biopsy samples identified 24 genes differentially 

expressed between patients across the TA spectrum, including three androgen-regulated 

genes31-33. Compensatory AR upregulation may explain the absence of classic AR-regulated 

genes, such as KLK3 and TMPRSS2. TRPS1 and SLC2A1 were previously implicated in PC and 

AR action39,40, and  decreased EFS expression has been associated with more advanced PC and 

tumor recurrence41,42. Other genes differentially expressed in our cohort (EDA2R, SLC17A9, 

TDRD10, ALDOC, SRRM3, MEST and RTKN2) have been implicated in other malignancies, but not 

in PC specifically43-47. Androgen-mediated regulation of these may contribute to the observed 

association between TA and PFS. 

Conclusion

This study demonstrates that 11KT is the predominant circulating androgen in CRPC patients. 

Paired with evidence from previously published findings, our results position 11KT as one of the 

potential drivers of AR activation in CRPC. Both T and 11KT can be suppressed by glucocorticoid 

treatment, providing a possible explanation why glucocorticoids are beneficial in CRPC patients. 

Future studies should consider TA as a potential biomarker in patients that have undergone ADT.
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genome reference build 37 (GRCh37) was used for alignment. Subsequently, mutational analysis 

was performed to call single and multi-nucleotide variants (SNV and MNV) and small insertion/

deletions (InDels) as previously described9. Somatic SNV, InDels and MNV were further annotated 

with Variant Effect Predictor10 (VEP; v99) using GENCODE v33 annotations.

Discovery of somatic structural variants (SV) and copy-number alterations was performed 

using the GRIDDS, PURPLE and LINX suite11. During the downstream analyses, we only retained 

somatic structural variants passing all default QC filters (PASS-only) and with an upstream and/or 

downstream Tumor Allele Frequency (TAF) ≥ 0.1.

Putative protein-altering (coding) or high-impact (e.g. splicing) mutations were aggregated 

per sample and gene by selecting the most deleterious annotated effect (from VEP) on any 

known overlapping gene-wise transcript (except those transcripts flagged as retained intron 

and nonsense mediated decay). In addition, structural variants with a TAF ≥ 0.1 that overlapped 

partly or completely with the respective coding sequences, were annotated as ‘structural variant’ 

mutations. Multiple coding mutations and/or SV per gene were annotated as ‘multiple mutations’.

RNA sequencing

Sequencing libraries were prepared using the KAPA RNA HyperPrep Kit with RiboErase (HMR) 

KR1351 (Roche, Indianapolis, IN, USA) according to the manufacturer protocols. Paired-end 

sequencing of (m)RNA was performed on the Illumina NextSeq 550 platform (2x 75 bp; Illumina, 

San Diego, California, USA) and Illumina NovaSeq 6000 platform (2x 150 bp; Illumina. Raw 

sequencing reads were trimmed (paired-end) with fastp12 (v0.20.0) using default settings to 

perform adapter, low-quality and low-complexity trimming using the following command:

fastp --detect_adapter_for_pe -L --html --thread 5 --in1 <fq.R1> --in2 <fq.R2> --out1 <fq.

R1.out> --out2 <fq.R1.out>

Trimmed paired-end reads were subsequently aligned against the human genome reference 

build 37 (GRCh37) with STAR13 (v2.7.3a) on GENCODE annotations14 (v33). Samples sequenced on 

multiple sequencing lanes were aligned simultaneously with respective read-group information 

using the following command:

STAR --genomeDir <GRCh37> --readFilesIn <fq.R1> <fq.R2> --readFilesCommand zcat 

--outFileNamePrefix <prefix> --outSAMtype BAM SortedByCoordinate --outSAMunmapped 

Within --twopassMode Basic --twopass1readsN -1 --runThreadN 10 --limitBAMsortRAM 

10000000000 --quantMode TranscriptomeSAM --outSAMattrRGline <readgroup>

Marking of duplicate reads, sorting, indexing and retrieving flagstat information were 

performed using Sambamba15 (v0.7.1; Figure S5A). Overlapping primary-aligned reads per exon 

were summarized per gene by Subread featurecounts15 (v1.6.3) using reversely-stranded modus 

on GENCODE annotations (v33):

featureCounts -T 50 -t exon -g gene_id --primary -p -s 2 -a <gencodev33.gtf> -o <output> <BAM 

files>

Supplementary information

Supplementary materials and methods

Extraction and measurement of endogenous steroids

Calibration series (0.01–100 ng/mL) were prepared in (1) phosphate-buffered saline + bovine 

serum albumin (0.1%) and in (2) charcoal-stripped human serum (Goldenwest Diagnostics, 

Temecula, CA, USA). Steroids were extracted from 400 µL plasma by liquid-liquid extraction using 

methyl-tert-butyl ether (MTBE, Sigma Aldrich, Zwijndrecht, the Netherlands) and evaporated 

under a nitrogen manifold at 50°C. Samples were reconstituted in 125 µL LC-MS grade 50% 

methanol (CHROMASOLV, Sigma Aldrich). Multi-steroid profiling was performed by tandem mass 

spectrometry (Xevo TQ-XS, Waters, Milford, MA, USA) after separation on an ACQUITY UPLC 

(Waters) with UPLC high-strength silica T3 column (21 mm x 50 mm, 1.8 μm, Waters) as previously 

described1-5. Spiked analytical controls showed accuracy of ≥ 90% at very low (0.03 ng/mL), low 

(0.3 ng/mL), medium (3 ng/mL) and high (30 ng/mL) concentrations for testosterone, 11KT, 11KA4 

and cortisone. For 11OHA4, controls showed accuracy ≥ 80% at very low (0.03 ng/mL) and ≥ 90% 

at higher concentrations. Cortisol, corticosterone, DHT and 11OHT showed accuracy of ≥ 90% at 

low to high concentrations. Inter-assay precision was calculated based on 4-6 biological replicates 

ran on 3 days, with RSD < 10% for testosterone, DHT, 11KT, cortisol, cortisone and corticosterone, 

< 20% for 11OHT, and 22% for 11OHA4 and 32% for 11KA4. Calibration of androstenedione was 

not successful due to a matrix contaminant and was excluded from further analysis. 

Data has been included where steroid concentrations were below the analytical LOQ, but 

where calibration and spiked QC samples were still accurate with signal to noise > 10:1. Samples 

with undetectable concentrations were set to 0.5 times the lowest accurate calibration point for 

statistical purposes. The total androgen (TA) pool was defined as the sum of testosterone, DHT 

and 11KT as these steroids have been confirmed to directly activate the AR6.

Quantification of exogenous glucocorticoids

eGC were measured in the original sample plates by LC-MS/MS using a protocol optimized 

for separation of the exogenous and endogenous glucocorticoids7,8. To quantify the steroids a 

calibration series (1–100 ng/mL) containing prednisone, prednisolone and dexamethasone was 

prepared. Cutoff values for prednisolone (20.7 ng/mL) and dexamethasone (16.1 ng/mL) were 

determined based on suppression of cortisol (< 140 nmol/L) and were used to distinguish eGC+ 

from eGC- samples.

Whole-genome sequencing and RNA sequencing

WGS of metastatic tumor biopsies and matched normal blood was performed using the HiSeq 

X Ten system (Illumina) with a sequencing depth of 30x for blood and 60x for tumor tissue. The 



240 241

Part 3

Steroidomics

Chapter 8

11-Ketotestosterone is the predominant androgen in castration-resistant

prostate cancer patients

Figure S1. Chromatographic separation of endogenous steroids
Representative chromatographic separation of 9 steroids: (1) cortisone, (2) 11-ketoandrostenedione, 
(3) cortisol, (4) 11-ketotestosterone, (5) 11β-hydroxyandrostenedione, (6) 11β-hydroxytestosterone, (7) 
corticosterone, (8) testosterone, (9) dihydrotestosterone. The top chromatogram shows separation with 
normalized intensity, whereas bottom graph shows actual response.	

Read counts from protein coding genes present in the GENCODE annotations (v33; n = 20084) 

were inputted into DESeq216 (v1.24.0) for all 180 RNA-sequenced samples and normalized for 

library-size using default settings. 

To identify possible batch-effects in expression due to biopsy localization (Figure S5B) or 

sequencing platform (Illumina NextSeq / Illumina NovaSeq), we first performed t-SNE17 analysis 

using Rtsne (v0.15; with Θ set to 0.5, a perplexity of 30, 1000 iterations and two dimensions) on 

normalized reads counts (variance stabilizing transformation (VST)) to reveal signs of possible 

batch-effects (Figure S5D). This analysis revealed several clusters attributed to biopsy location 

and only limited correlation to sequencing technique. To reduce the batch-effect seen by biopsy 

localization, we performed differential analysis using DESeq2 (v1.24.0; Wald method) with 

additional LFC shrinkage (ashr18; v2.2.47) per major biopsy site and comparing against all others 

(Figure S5B); bone (n = 89 vs. 91), lymph node (n = 42 vs. 138) and liver (n = 31 vs. 149). Genes 

with the following criteria were designated as differentially-expressed for each major biopsy site 

(Figure S5C): adjusted P ≤ 0.05 & average read count over all 180 samples ≥ 50 and a log2 fold 

change < 0.1 (up-regulated in biopsy site). In downstream analyses, we marked these genes as 

‘putative biopsy site-associated genes’ (n = 7527) and discarded these as candidates. Masking 

these genes and performing an identical t-SNE analysis on all 180 RNA-sequenced samples 

revealed reduced contribution of biopsy site (Figure S5E).

Subsequently, we performed differential expression analysis using DESeq2 (v.1.24.0; Wald 

method) for CPCT-02 RNA-sequenced samples which were also included into the CIRCUS study 

and of which the date of biopsy and androgen measurement was less than 30 days apart, using 

total androgen concentration as a continuous variable (n = 15; Figure S6A). Genes with the 

following criteria (and not present in the aforementioned ‘putative batch-effect genes’; Figure 

S6B and 6C) were considered to be differentially expressed (n = 24): |log2 fold change| ≥ 0.5 (with 

SE ≤ 1.25) & adjusted P ≤ 0.05 and an average read count ≥ 50 over all 15 samples. 
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Figure S3. Quantification of prednisone, prednisolone and dexamethasone identifies glucocorticoid 
suppressed patient samples	
Quantification of prednisone (A), prednisolone (B) and dexamethasone (C) was performed using LC-MS/MS 
to identify the use of exogenous glucocorticoids (eGC) in patient samples for classification. Values that were 
obtained during this measurement should be considered in the context of this study only, as appropriate 
internal standards had not been included in the initial extraction. No suppression of adrenal steroids was 
observed in patients with eGC values below the red lines. Classification of the exogenous glucocorticoids 
successfully identified samples with suppressed cortisol values at baseline (D). 
Abbreviations: eGC – exogenous glucocorticoids

Figure S2. Baseline circulating steroid concentrations and effects of 12-week treatment	
Steroid profiles were obtained for all castration-resistant prostate cancer patients before the start of first 
treatment (A, n = 29). Steroid profiles at baseline and on treatment are shown for CRPC patients treated 
with antiandrogens (B, n = 10), docetaxel with prednisone (C, n = 10) and cabazitaxel with prednisone (D, n = 
14). Samples with undetectable concentrations were set to 0.5 times the lowest accurate calibration sample 
for statistical purposes. Differences between baseline (clear boxes) and on treatment (striped boxes) were 
assessed by Wilcoxon signed-rank test. Boxplot depicts the upper and lower quartiles, with the median shown 
as a solid line; whiskers indicate the range. * P < 0.05, ** P < 0.01. 
Boxes are colored to reflect steroid synthesis pathways: mineralocorticoid (red), glucocorticoid (yellow), 
androgen (blue) and 11-oxygenated androgen (green). Lighter colors are used to indicate precursor steroids.
Abbreviations: 11KA4 – 11-ketoandrostenedione, 11KT – 11-ketotestosterone, 11OHA4 - 
11β-hydroxyandrostenedione, 11OHT – 11β-hydroxytestosterone, CRPC – castration-resistant prostate 
cancer, DHT – dihydrotestosterone, T – testosterone

 
 

Supplemental Figure S3 – Quantification of prednisone, prednisolone and dexamethasone 

identifies glucocorticoid suppressed patient samples.  

Quantification of prednisone (A), prednisolone (B) and dexamethasone (C) was performed using LC-

MS/MS to identify the use of exogenous glucocorticoids (eGC) in patient samples for classification. 

Values that were obtained during this measurement should be considered in the context of this 

study only, as appropriate internal standards had not been included in the initial extraction. No 

suppression of adrenal steroids was observed in patients with eGC values below the red lines. 

Classification of the exogenous glucocorticoids successfully identified samples with suppressed 

cortisol values at baseline (D).  

Abbreviations: eGC – exogenous glucocorticoids 
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Figure S5. Overview of the CPCT-02 (m)RNA-sequenced metastatic prostate cancers (n = 180) including 
selection of biopsy site-specific expression
(A) Sequencing and alignment metrics (flagstat) highlighting samples (n = 180) performed on the Illumina 
NextSeq (orange) and Illumina NovaSeq (blue) platform. Y-axis depicts number of reads per sample and X-axis 
depicts various alignment metrics. Boxplot depicts the upper and lower quartiles, with the median shown as 
a solid line; whiskers indicate 1.5 times the interquartile range. Individual data points are shown. Median per 
alignment metric (per million) is shown on the left-side of each boxplot.
(B) Number of RNA-sequenced samples per biopsy site. Biopsy sites with fewer than 3 samples were 
categorized into the ‘Other’ category. Y-axis depicts number of samples and X-axis depicts the major biopsy 
sites (bone, lymph node and liver). Number of samples is shown above each bar per biopsy site.
(C) Venn-diagram of differentially expressed protein-coding genes (adjusted P ≤ 0.05 & average read count 
over all 180 samples ≥ 50 and a log2 fold change < 0.1) per biopsy site.
(D) t-SNE analysis of all 180 samples over the read counts of all protein-coding genes (n = 20084). Samples 
are colored per biopsy site and shaped per sequencing platform (circle for Illumina NextSeq and triangle for 
Illumina NovaSeq). 
(E) t-SNE analysis of all 180 samples over the read counts of all protein-coding genes (n = 20084), except those 
marked as ‘putative biopsy site associated genes’ (n = 7527). Samples are colored per biopsy site and shaped 
per sequencing platform (circle for Illumina NextSeq and triangle for Illumina NovaSeq).

Figure S4. Circulating androgens are higher in patients withdrawn before progression	
(A) The effects of glucocorticoid withdrawal were studied in patients who were exogenous glucocorticoid 
(eGC)+ on treatment (n = 20). Differences between steroid concentrations upon progression were assessed in 
patients in whom glucocorticoid treatment was continued (gray boxes, n = 14) or discontinued (blue boxes, n 
= 6) by Wilcoxon signed-rank test. Boxplot depicts the upper and lower quartiles, with the median shown as 
a solid line; whiskers indicate the range. * P < 0.05, ** P < 0.01.
(B-C) The individual data points are shown for testosterone (T, B) and 11-ketotestosterone (11KT, C) for 
patients that were eGC+ on treatment and continued (gray lines, n = 14) or discontinued glucocorticoid 
treatment (blue lines, n = 6). Samples with undetectable concentrations were set to 0.5 times the lowest 
accurate calibration sample for statistical purposes. Effects of treatment were assessed by Wilcoxon ranked-
sum test, while group differences were assessed by Mann-Whitney test. Lines connect individual patients and 
group medians (squares) are shown beside the individual data points. ** P < 0.01.	
Abbreviations: 11KA4 – 11-ketoandrostenedione, 11KT – 11-ketotestosterone, 11OHA4 – 
11β-hydroxyandrostenedione, 11OHT - 11β-hydroxytestosterone, DHT – dihydrotestosterone, eGC – 
exogenous glucocorticoids, OT – on treatment, PD – progressive disease, T – testosterone
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Figure S6. Overview of the CPCT-02 (m)RNA-sequenced metastatic prostate cancers (n = 15) present in the 
CIRCUS study
(A) Overview of the inclusion criteria of CIRCUS samples present within the CPCT-02 RNA-sequenced 
metastatic prostate cancer cohort (n = 180) and categorization of these samples (n = 15) into androgen status 
high and low samples.
(B) t-SNE analysis of the 15 included samples over the read counts of all protein-coding genes (n = 20084). 
Samples are colored per biopsy site and shaped per androgen status (circle for high androgen status and 
triangle for low androgen status).
(C) t-SNE analysis of all 15 samples over the read counts of all protein-coding genes (n = 20084), except those 
marked as ‘putative biopsy site-associated genes’ for lymph node or bone (n = 5232). Genes associated with 
the liver biopsy site were not excluded (n = 1480) as none of the biopsies originated from liver metastasis. 
Samples are colored per biopsy site and shaped per androgen status (circle for high androgen status and 
triangle for low androgen status).
Abbreviations: eGC - exogenous glucocorticoids, Enza – enzalutamide, RNA-seq - RNA sequencing, TA – total 
androgens, WGS - whole-genome sequencing

Figure S7. Overview of genome-wide characteristics and intratumoral expression of genes involved in 
steroid metabolism and steroid hormone receptors in metastatic castration-resistant prostate 
cancer	
(A) Overview of genome-wide characteristics of the samples present within the CPCT-02 cohort with both 
whole-genome sequencing (WGS, n = 18). Samples are ordered by mutually-exclusive mutations in steroid 
metabolism-associated genes. In decreasing order, the following tracks show in following order: somatic 
mutations for genes of interest, biopsy site, androgen status and availability of RNA sequencing data
(B) Normalized (VST-transformed) RNA-seq read counts of steroid hormone receptors and enzymes involved 
in the conversion and metabolism of steroid hormones. Boxplot depicts the upper and lower quartiles, with 
the median shown as a solid line; whiskers indicate 1.5 times the interquartile range. Individual data points 
are shown.	
Abbreviations: AR – androgen receptor
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Table S1. Overview of steroids and their mass transitions, retention times and analytical limits of 
quantification

Analyte Abbreviation Ion (m/z)
Retention 

time
Internal standard

LOQ 
(nmol/L)

11-ketoandrostenedione 11KA4 301.0 > 121.0 1.11 11-ketotestosterone-d3 0.5

11-ketotestosterone 11KT 303.1 > 121.0 1.25 11-ketotestosterone-d3 0.2

11β-hydroxyandrostenedione 11OHA4 303.1 > 267.1 1.40 11β-hydroxyandrostenedione-d7 0.5

11β-hydroxytestosterone 11OHT 305.1 > 121.0 1.56 11β-hydroxyandrostenedione-d7 0.5

Corticosterone - 347.1 > 121.0 1.65 Corticosterone-d8 0.2

Cortisol - 363.1 > 90.9 1.18 Cortisol-d4 0.1

Cortisone - 361.0 > 121.0 1.03 Cortisone-d7 0.1

Dihydrotestosterone DHT 291.3 > 159.1 3.03 DHT-d3 0.2

Testosterone T 289.1 > 96.9 2.38 Testosterone-d3 0.1

LOQ, limits of quantification
m/z, mass per charge

Table S2. Baseline steroid concentrations of patients with or without exogenous glucocorticoids
Undetectable concentrations were set to 0.5 times the lowest accurate calibration sample for statistical 
purposes and are italicized below. All concentrations are in nmol/L.

Without glucocorticoids (n = 19) With glucocorticoids (n = 15) Median 
difference

(%)Steroids Median (IQR) Range Median (IQR) Range

11-ketoandrostenedione 0.64 (0.43 - 1.07) 0.14 - 4.29 0.09 (0.04 - 0.22) 0.03 - 0.96 86

11-ketotestosterone 0.87 (0.40 - 1.34) 0.12 - 2.39 0.12 (0.05 - 0.19) 0.03 - 0.83 86

11β-hydroxyandrostenedione 4.96 (3.05 - 6.14) 0.86 - 18.77 0.41 (0.12 - 0.95) 0.08 - 3.26 92

11β-hydroxytestosterone 0.23 (0.11 - 0.40) 0.08 - 1.03 0.08 (0.08 - 0.09) 0.08 - 0.26 66

Corticosterone 3.60 (2.50 – 6.00) 1.15 - 27.57 0.42 (0.43 - 1.90) 0.18 - 3.69 83

Cortisol 257.50 (199.30 - 326.90) 166.50 - 949.1 23.80 (18.20 - 65.80) 11.46 - 135.50 91

Cortisone 43.68 (34.26 - 58.44) 24.88 - 124.10 3.19 (0.34 - 11.56) 0.07 - 20.71 93

Dihydrotestosterone 0.05 (0.05 - 0.07) 0.05 - 0.27 0.05 (0.05 - 0.05) 0.05 - 0.07 0

Testosterone 0.23 (0.12 - 0.34) 0.05 - 0.76 0.06 (0.02 - 0.12) 0.02 - 0.15 74

IQR, interquartile range

References supplementary information

	 1.	 van der Pas R, Hofland LJ, Hofland J, et al. Fluconazole inhibits human adrenocortical steroidogenesis in vitro. J 
Endocrinol 2012;215(3):403-12. (In eng). DOI: JOE-12-0310 [pii]

		  10.1530/JOE-12-0310.
	 2.	 Snaterse G, van Dessel LF, Taylor AE, et al. Validation of multiplex steroid hormone measurements in prostate 

cancer using plasma for multimodality biomarker studies. medRxiv 2020:2020.08.05.20164202. DOI: 
10.1101/2020.08.05.20164202.

	 3.	 O’Reilly MW, Kempegowda P, Jenkinson C, et al. 11-Oxygenated C19 Steroids Are the Predominant Androgens in 
Polycystic Ovary Syndrome. J Clin Endocrinol Metab 2017;102(3):840-848. (In eng). DOI: 10.1210/jc.2016-3285.

	 4.	 O’Reilly MW, Taylor AE, Crabtree NJ, et al. Hyperandrogenemia predicts metabolic phenotype in polycystic ovary 
syndrome: the utility of serum androstenedione. J Clin Endocrinol Metab 2014;99(3):1027-36. (In eng). DOI: 
10.1210/jc.2013-3399.

	 5.	 Quanson JL, Stander MA, Pretorius E, Jenkinson C, Taylor AE, Storbeck KH. High-throughput analysis of 19 
endogenous androgenic steroids by ultra-performance convergence chromatography tandem mass spectrometry. 
J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci 2016;1031:131-138. (In eng). DOI: S1570-0232(16)30486-X [pii]

		  10.1016/j.jchromb.2016.07.024.
	 6.	 Pretorius E, Africander DJ, Vlok M, Perkins MS, Quanson J, Storbeck KH. 11-Ketotestosterone and 

11-Ketodihydrotestosterone in Castration-resistant Prostate Cancer: Potent Androgens Which Can No Longer Be 
Ignored. PLoS One 2016;11(7):e0159867. (In eng). DOI: 10.1371/journal.pone.0159867

		  PONE-D-16-19863 [pii].
	 7.	 Hassan-Smith ZK, Morgan SA, Sherlock M, et al. Gender-Specific Differences in Skeletal Muscle 11beta-HSD1 

Expression Across Healthy Aging. J Clin Endocrinol Metab 2015;100(7):2673-81. (In eng). DOI: 10.1210/jc.2015-
1516.

	 8.	 Richards J, Lim AC, Hay CW, et al. Interactions of abiraterone, eplerenone, and prednisolone with wild-type and 
mutant androgen receptor: a rationale for increasing abiraterone exposure or combining with MDV3100. Cancer Res 
2012;72(9):2176-82. (In eng). DOI: 0008-5472.CAN-11-3980 [pii]

		  10.1158/0008-5472.CAN-11-3980.
	 9.	 Priestley P, Baber J, Lolkema MP, et al. Pan-cancer whole-genome analyses of metastatic solid tumors. Nature 

2019;575(7781):210-216. (In eng). DOI: 10.1038/s41586-019-1689-y
		  10.1038/s41586-019-1689-y [pii].
	 10.	 McLaren W, Gil L, Hunt SE, et al. The Ensembl Variant Effect Predictor. Genome Biol 2016;17(1):122. (In eng). DOI: 

10.1186/s13059-016-0974-4
		  10.1186/s13059-016-0974-4 [pii].
	 11.	 Cameron DL, Baber J, Shale C, et al. GRIDSS, PURPLE, LINX: Unscrambling the tumor genome via integrated analysis 

of structural variation and copy-number. bioRxiv 2019:781013. DOI: 10.1101/781013.
	 12.	 Chen S, Zhou Y, Chen Y, Gu J. fastp: an ultra-fast all-in-one FASTQ preprocessor. Bioinformatics 2018;34(17):i884-i890. 

(In eng). DOI: 5093234 [pii]
		  10.1093/bioinformatics/bty560.
	 13.	 Dobin A, Davis CA, Schlesinger F, et al. STAR: ultrafast universal RNA-seq aligner. Bioinformatics 2013;29(1):15-21. (In 

eng). DOI: bts635 [pii]
		  10.1093/bioinformatics/bts635.
	 14.	 Harrow J, Frankish A, Gonzalez JM, et al. GENCODE: the reference human genome annotation for The ENCODE 

Project. Genome Res 2012;22(9):1760-74. (In eng). DOI: 22/9/1760 [pii]
		  10.1101/gr.135350.111.
	 15.	 Tarasov A, Vilella AJ, Cuppen E, Nijman IJ, Prins P. Sambamba: fast processing of NGS alignment formats. 

Bioinformatics 2015;31(12):2032-4. (In eng). DOI: btv098 [pii]
		  10.1093/bioinformatics/btv098.
	 16.	 Love MI, Huber W, Anders S. Moderated estimation of fold change and dispersion for RNA-seq data with DESeq2. 

Genome Biol 2014;15(12):550. (In eng). DOI: s13059-014-0550-8 [pii]
		  10.1186/s13059-014-0550-8.
	 17.	 Laurens Van Der M. Accelerating t-SNE using tree-based algorithms. J Mach Learn Res 2014;15(1):3221–3245.
	 18.	 Stephens M. False discovery rates: a new deal. Biostatistics 2016;18(2):275-294. DOI: 10.1093/biostatistics/kxw041.



Part 4



253

Part 4

Appendices

Chapter 9
Discussion and general conclusion

Published in part as: 

Fundamentals of liquid biopsies
in metastatic prostate cancer: 

from characterization to stratification

Chapter 9
Lisanne F. van Dessel, John W.M. Martens, Martijn P. Lolkema
Current Opinion in Oncology; 2020 Sep;32(5):527-534



254 255

Part 4 Chapter 9

Discussion and general conclusion

Introduction

From recent genomic analyses we know that metastatic prostate cancer has a highly complex 

genomic makeup and that only few distinctive characteristics recur, like androgen receptor (AR) 

alterations and TMPRSS2-ERG gene fusion rearrangements1-3. This challenges our understanding 

of the biology of metastatic prostate cancer and of what alterations might be actionable targets or 

predictive markers to guide treatment decisions. In this thesis I unraveled the genomic landscape 

of metastatic prostate cancer using whole-genome sequencing on a large patient cohort. In the 

future, this might guide researchers and clinicians to set up clinical trials to personalize cancer 

treatment. Next to better understanding the biology of the disease, this thesis focused on new 

blood-based biomarkers with prognostic and predictive properties to further optimize treatment 

selection and evaluation. This research is the first step to transit from metastatic biopsies, that only 

reflect a spatial and temporal snapshot of tumor heterogeneity, to liquid biopsies, that enables 

the study of cancer biology over time. For this I first optimized the preanalytical conditions and 

next, I demonstrated the potential applications of liquid biopsies in metastatic prostate cancer. 

Furthermore, I investigated the role of 11-ketotestosterone in metastatic prostate cancer, a 

circulating steroid that is a potent AR agonist.

Part I: Genomic landscape of metastatic prostate cancer

Metastatic prostate cancer is characterized by marked heterogeneity at clinical and genomic 

level. As the available treatment options are rapidly evolving for metastatic prostate cancer, 

it is imperative to identify predictive markers to select subgroups of patients that are likely to 

have an (enduring) response. This will improve patient outcome and reduce cost and excessive 

side-effects. Comprehensive genomic analyses in primary prostate cancer was able to classify 

74% of analyzed patients into seven predefined subtypes based on ETS fusions and mutations 

in SPOP, FOXA1 and IDH14. Since radical treatment options like surgery and radiotherapy is the 

current standard for localized disease, this classification is mostly of prognostic value and does 

not guide treatment decision. In chapter 2 we describe the classification of metastatic castration-

resistant prostate cancer (mCRPC) patients using whole-genome sequencing. Using unsupervised 

clustering based on genomic events, we defined eight distinct genomic clusters:

A) Microsatellite Instability (MSI) signature positive phenotype with high tumor mutational 

burden (TMB) and association with mismatch repair deficiency; 6.6% of our cohort;

B) Tandem duplication (> 100 kbp) phenotype associated with biallelic CDK12 inactivation; 6.6% 

of our cohort;

D) Homologous Recombination Deficiency (HRD) features with many (> 100 kbp) deletions and 

association with (somatic) mutations in BRCAness-associated genes; 11.2% of our cohort;

F) Cases enriched for chromothripsis; 10.2% of our cohort;

C, E, G, H) Non-significant genomic signature without any currently known biological association; 

65.4% of our cohort. 

Our clustering is in line with recent reports demonstrating that structural variations arise from 

specific alterations such as CDK12-/- and BRCA2-/- genotypes5-7. Several clusters include patients that 

may be eligible for targeted therapy. The first cluster (A) contains patients with MSI and high TMB 

who might be eligible for therapy with immune check-point inhibitors, like pembrolizumab. For 

other tumor types with similar characteristics a high sensitivity to immune check-point inhibitors 

is reported8-10. Two clinical trials, the KEYNOTE-028 and the KEYNOTE-199, have demonstrated 

durable antitumor activity in a subset of metastatic prostate cancer patients11,12. Patient selection 

was predominantly based on PD-L1 expression, the target of pembrolizumab. Unfortunately, the 

genomic landscape of the tumors of these patients is not reported up to now. Cluster D includes 

patients with HRD features who may be eligible for treatment with poly(ADP-ribose) polymerase 

(PARP) inhibitors that block DNA damage response (DDR) pathways. The TOPARP-B and the 

PROfound trial showed that the PARP inhibitor olaparib had antitumor activity and improved 

overall survival in mCRPC patients with DDR gene aberrations, including BRCA2 deficiency13,14. 

These promising results should be further validated in large prospective trials. Nevertheless, a 

large population of mCRPC patients (cluster C, E, G, H; approx. 66% of patients) do not fall into 

an as-of-yet clinically-relevant or biologically-clear genotype and further research should focus 

on identifying oncogenic driver events and investigate new actionable targets. Importantly, we 

established a new CTC-derived cell line that is similar to Cluster E at a genomic level as is shown 

in chapter 6. This cell line can help further research to elucidate the biology behind this cluster 

of mCRPC patients. 

Part II: Liquid biopsies

Advances in standardization of preanalytical conditions

To implement liquid biopsies in routine cancer care, it is vital to standardize the preanalytical 

conditions and workflows to guarantee accurate and consistent results. Moreover, there is an 

urgent need for prospective clinical studies for analytical and clinical validation of liquid biopsy-

based assays.

Sample collection
In chapter 3 we investigated several preanalytical conditions to optimally preserve cell-free DNA/

circulating tumor DNA (cfDNA/ctDNA) for downstream analyses. We found that using different 

blood collection tubes did not affect ctDNA detection, but did stabilize cfDNA concentrations over 

time. Since a lot of studies report variant allele frequencies (VAF) this could potentially result in 

an underestimation of the VAF when a sample is not processed in due time. Several studies have 

tested different available blood collection tubes to optimally preserve liquid biopsies as well, and 
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in line with our results, it appears that when processing samples within a few days, the selected 

tube is trivial15-23. Table 1 provides an overview of the most commonly used blood collection 

tubes. For RNA-based circulating tumor cell (CTC) analysis an EDTA tube processed within 48 

hours is the optimal matrix24,25. For cfDNA analysis, EDTA tubes processed within six hours, or 

a cell-stabilization tube processed within 2-7 days perform equally well. Further essential 

improvements are to use a two-step high-speed protocol and limit to one freeze-thaw cycle 

before proceeding with cfDNA extraction26-30. The timing of the second high-speed centrifugation 

step (immediately or after storage at -80°C) does not affect cfDNA levels16. 

Table 1. Most commonly used blood collection tubes for liquid biopsy

Tube type Specimen Analyte Cell stabilization

K2EDTA Plasma
cfDNA
CTC

Non-stabilized

Cell-Free DNA BCT® Plasma
cfDNA
CTC

Stabilized

PAXgene Blood ccfDNA Plasma cfDNA Stabilized

Cell-Free DNA BCT® Plasma cfDNA Stabilized

CellSave Preservation Tubes Plasma
cfDNA
CTC

Stabilized

TransFix/EDTA Vacuum BCT Plasma CTC Stabilized

CTC, circulating tumor cell
cfDNA, cell-free DNA

Optimization of cell-free DNA extraction and quantification
The next step in cfDNA analysis is the extraction of DNA from plasma, for this the QIAamp Circulating 

Nucleic Acid kit (Qiagen, Venlo, The Netherlands) is considered to be the gold standard method 

with the highest cfDNA recovery31,32. However, automated approaches are preferred, as clinical 

routine use of liquid biopsies requires high throughput and limited operator-based variability. In 

chapter 4 we describe a head-to-head comparison of the QIAamp and two automated isolation 

methods, the QIAsymphony (Qiagen) and Maxwell platform (Promega, Madison, WI, USA). In 

our hands, the QIAsymphony performed comparable to QIAamp. Although the cfDNA yield was 

lowest using the Maxwell platform, the VAF was comparable across all platforms. Data from a 

multicenter evaluation study showed that the QIAsymphony and Maxwell platform are both 

acceptable automated isolation methods, which is in line with our results21. 

By increasing plasma input volume for cfDNA extraction and minimizing the extraction volume, 

an improvement in cfDNA concentration can be achieved. In chapter 4, we further optimized 

the QIAamp protocol by re-eluting three times and thereby improving cfDNA quantity. Accurate 

cfDNA quantification is key for downstream analysis and the use of a quantitative polymerase 

chain reaction (qPCR)-based assay over spectrophotometry or fluorometric assay allows for 

optimal accuracy and consistent measurements and is therefore recommended21,28. 

Despite ongoing efforts to optimize cfDNA/ctDNA quantity and quality, recovery efficiency and 

associated sensitivity to detect and analyze cfDNA/ctDNA remains the biggest hurdle to overcome. 

Considerable progress has been made in standardization of preanalytical conditions and future 

research should concentrate on technical advancements like molecular barcoding to improve 

cfDNA/ctDNA detection sensitivity. Furthermore, our research should focus on unravelling the 

biology behind cfDNA/ctDNA to gain more insight into the seemingly volatile levels of cfDNA/

ctDNA. We need to better understand what drives the release and clearance of cfDNA/ctDNA, 

which cells and cellular processes are involved, and learn more about the behavior of cfDNA/

ctDNA in blood and other body fluids. This knowledge can be used to direct future research 

and improve our interpretation of results leading to more accurate decisions affecting patient 

outcome. 

Methods for CTC enrichment
More than a dozen CTC enrichment and detection platforms for CTC detection and quantification 

are available today, but the CellSearch system is the only FDA-approved platform (Table 2)33. 

The CellSearch system magnetically separates CTCs from other blood cells using EpCAM-coated 

ferrofluids, which is an epithelial marker. The limited sensitivity of the available CTC enrichment 

and detection platforms promotes the development of alternative methods for CTC enrichment 

as in 80% of metastatic prostate cancer patients at least one CTC can be detected, with a median 

count of 9 CTCs in 7.5 mL of blood34. 

To isolate CTCs for purposes such as ex vivo expansion and to assess heterogeneity, filtration-

based microwells and diagnostic leukapheresis are interesting unbiased methods based on 

biophysical characteristics, including cell size and density. Filtration-based microwells select for 

single and viable CTCs based on their size and rigidity, however recovery efficiency needs to be 

optimized as only ~ 2% of CTCs was retrieved in a recent study35. As described in chapter 6, the 

product of diagnostic leukapheresis yields thousands of viable CTCs and the use of large blood 

volumes increases the yield compared to a single tube of blood, which is in line with previous 

reports36,37. However, sufficient white blood cell depletion still poses a challenge when using the 

RosetteSep depletion cocktail with or without subsequent EpCAM-based selection of CTCs as 

demonstrated in chapter 6. Another promising approach to isolate CTCs in an unbiased manner is 

the use of oncofetal chondroitin sulfate (ofCS), a universally expressed cancer cell surface marker 

on cells of both epithelial and mesenchymal origin. A feasibility study efficiently isolated CTCs 

based on magnetic Dynabeads coated with recombinant VAR2CSA protein, specifically targeting 

ofCS, in patients with various types and stages of cancer, including prostate cancer38. This and 

other methods should be investigated further to improve CTC enrichment.
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Table 2. FDA-approved liquid biopsy tests

Analyte Platform/assay Test characteristic Marker type Tumor type

CTC CellSearch system Isolation/enumeration Prognostic Metastatic breast, prostate 
and colorectal cancer

cfDNA Cobas EGFR Mutation 
Test v2

Qualitative detection of specific 
mutations of the EGFR gene

Predictive Non-small cell lung cancer

cfDNA Therascreen PIK3CA 
RGQ PCR Kit

Qualitative detection of specific 
mutations of the PIK3CA gene

Predictive Breast cancer

cfDNA Epi proColon Qualitative detection of the methylation 
status of the SEPT9 promotor

Diagnostic 
(screening)

Colorectal cancer

CTC, circulating tumor cell
cfDNA, cell-free DNA

Liquid biopsy as proxy for tissue biopsy

A tissue biopsy might fail to capture all genomic aberrations as heterogeneity exists within a 

particular tumor site but also between multiple tumor loci. A liquid biopsy has the potential 

to better represent spatial tumor heterogeneity as it is assumed that it arises from multiple if 

not all metastatic sites in the patient. For a liquid biopsy to serve as a proxy for tissue biopsy, 

it is a prerequisite that they are an accurate reflection of the tumor’s molecular aberrations. 

Interestingly, success rates for obtaining tumor tissue from bone and detection of ctDNA in 

prostate cancer is fairly similar and can vary from 25% to 75%39-43.

Concordance between liquid vs. tissue biopsies
Genomic analyses of ctDNA in mCRPC have shown to recapitulate the genomic landscape of 

metastatic prostate cancer as established by comparison to (matched) tissue biopsies44-47. The 

most commonly affected genes in ctDNA are TP53, AR, FOXA1, APC, PTEN, RB1, MYC, BRCA2 and 
SPOP. Interestingly, 33% of somatic mutations in ctDNA were not detected in matched tissue 

biopsy and some of those were clear cancer drivers45. In part, this was traced back to technical 

reasons, like the use of different sequencing techniques for tissue and liquid biopsies and a 

difference in sequencing depth. In a cohort of newly diagnosed metastatic hormone-sensitive 

prostate cancer patients TP53 mutations and DNA damage repair defects (ATM, ATR, BRCA2, 
CDK12, MSH2 and RAD51C) could be identified in cfDNA in respectively 47% and 21% of patients 

using targeted next-generation sequencing (NGS)48. No AR alterations were observed. This was for 

80% concordant with matched prostate tumor tissue. 

Molecular analyses of CTCs showed that CTCs can provide a reliable overview of the tumor’s 

genomic landscape37,49. CTCs with unique mutations might be derived from minor subclones that 

are undetectable in tissue biopsies49. Only a few CTCs appear to be sufficient to represent up to 

half of the mutations detected in matched metastatic biopsies49. 

Overall, evidence so far indicates that both ctDNA and CTCs are an equivalent alternative for 

tissue biopsies. With the superior detection rate of ctDNA currently, it might be more sensible to 

use ctDNA over CTCs for genomic analyses, especially in the setting of minimal residual disease 

detection where CTCs are rare. 

Concordance among liquid biopsies
Assessing the concordance between CTCs and cfDNA in mCRPC identified shared alterations in 

TP53, FOXA1, AR, MYC, BRCA1, PTEN, and RB150,51. Furthermore, cfDNA concentration, ctDNA 

fraction and CTC number appear to be associated50,52. However, some genomic alterations, 

like MYCN gain, showed considerable discordance between CTCs and cfDNA and may suggest 

biological differences between these entities50. Some differences may be traced back to their 

origin, as CTCs are shed by tumor sites and ctDNA is shed from apoptotic or necrotic tumor cells, 

or to differences in sensitivity between methods, but further research is needed to elucidate this. 

In chapter 6, analysis of concordance between individual CTCs within a patient demonstrates 

both shared and unique copy-number alterations which could indicate different subclones with 

a shared genetic background and reflects the intra-patient and inter-tumor site heterogeneity. 

These results are in line with other reports37,51,53.

The prognostic value of liquid biopsy burden

CTCs are the most studied type of liquid biopsy in metastatic prostate cancer and CTC counts 

using the CellSearch system have proven its prognostic value in mCRPC, whereby patients with ≥ 

5 CTCs/7.5 mL of blood have an unfavorable prognosis54. Increasing numbers of CTCs over time 

also have prognostic significance55. 

Evidence for the prognostic value of cfDNA and ctDNA levels is also accumulating, but clear 

cut-off levels have not been established yet. CtDNA level and fraction (% of total cfDNA) both 

associate with clinical features of tumor burden, including metastasis location and levels of 

alkaline phosphatase, lactate dehydrogenase, hemoglobin and prostate specific antigen (PSA). 

Furthermore, ctDNA fraction gradually increases with number of lines of therapy52. Importantly, 

increased ctDNA fraction, defined as at least ≥ 10% ctDNA fraction or VAF ≥ 7%, was associated 

with worse PFS in mCRPC patients treated with AR-targeted therapy (ARTT, e.g. enzalutamide, 

abiraterone, apalutamide)44,47,58. This has to be further validated in prospective clinical trials.

Circulating tumor cell-based stratification using organoids

The use of living cells as ‘real life’ drug screening models, is a captivating outlook to personalize 

cancer treatment. Several clinical trials (e.g. TUMOROID NCT03821870) are currently including 

patients to investigate if treatment response of tumor biopsy derived organoids can predict 

treatment response in patients. Patient derived organoids of luminal-breast and metastatic gastro-

intestinal cancers have been shown to recapitulate patient responses in the clinic59,60. Phenotyping 

living tumor cells has the advantage to directly measure the response to treatment compared to 

‘phenotyping after fixation’ based stratification61. In chapter 6, we aimed to generate CTC derived 

organoids from metastatic prostate cancer patients. We obtained organoids in 9/18 samples 

after short-term culture, in which prostate cancer origin could be confirmed. Furthermore, we 

were able to establish one long-term organoid cell line. Up to now, efforts to establish prostate 

cancer cell lines have proven that prostate cancer is an inherently difficult tumor type to culture in 
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vitro and in vivo, so our long-term cell line is a valuable contribution to the scientific community. 

Interestingly, we could confirm the patient’s clinical response to enzalutamide in the organoid 

ex vivo, thereby providing proof-of-concept that individualized CTC derived organoids may serve 

as ‘real life’ drug sensitivity screening model in metastatic prostate cancer. However, the current 

take rate and growth speed of CTC derived organoids is too limited to allow guided treatment in 

the clinic. Our work showed that using diagnostic leukapheresis can overcome the main obstacle, 

which is the recovery of a sufficient number of CTCs to start organoid culture. Future efforts 

should investigate how to further improve the enrichment process to obtain a purer CTC sample 

using an unbiased method. In addition, culturing conditions need to be further improved and the 

use of short-term cultures need to be maximized by investing in the development of methods for 

visualization and cell viability assays. 

Circulating tumor DNA-based stratification using molecular markers

Up to now, there are four FDA approved tests for the analysis of liquid biopsies that can be used 

for specific tumor types and applications (Table 2). Various assays are being developed that mostly 

focus on the detection of specific alterations using PCR or (targeted) NGS62-65. 

For the analysis of ctDNA in metastatic prostate cancer the development of commercially 

available targeted panels lags behind, as only few driver genes are known, compared to lung 

cancer or colorectal cancer for example, for which actionable driver genes are known. CtDNA 

analysis is technically challenging, therefore Schweizer et al. investigated clinical determinants to 

improve ctDNA detection rate. They found that disease burden and CRPC status was significantly 

associated with successful detection of ctDNA alterations by NGS approaches66. These results 

have to be interpreted with caution since false positive results can occur due to low VAFs and 

clonal hematopoiesis52. 

AR alterations (amplifications and/or mutations) in ctDNA were predictive for poor response 

to ARTT and had a negative prognostic value for overall survival (OS) in mCRPC patients treated 

with ARTT44,67,68, and could be detected in 39% of pretreated mCRPC patients using a targeted 

NGS approach69. In a retrospective analysis in mCRPC patients, AR gain in ctDNA was associated 

with a longer progression-free survival (PFS) to docetaxel70. Furthermore, data suggest that AR 

copy-number-neutral mCRPC patients might benefit more from ARTT70-72 and missense mutations 

in the ligand-binding domain of AR was associated with a shorter PFS58.

Recent reports showed that alterations in BRCA2, TP53, ATM, and PI3K pathway detected 

in ctDNA have an unfavorable prognosis in CRPC patients, independently of clinical prognostic 

factors and ctDNA level44,58,73. These alterations were found in patients with poor response to 

ARTT, suggesting primary resistance44. Interestingly, TP53 inactivation outperformed any AR-

derived biomarker tested in CTCs and ctDNA73.

Detection of DNA damage repair alterations in ctDNA might be predictive for response and 

stratify patients for targeted therapies. In a prospective cohort of mCRPC patients before start of 

ARTT, > 25% of patients had deleterious mutations in BRCA1/2 or ATM58. Interestingly, another 

trial targeting HRD with the PARP inhibitor olaparib detected at disease progression multiple 

aberrations in cfDNA that restored the function of targeted genes (BRCA2, PALB2) as mechanisms 

of resistance74,75. MSI signature with high TMB and association with mismatch repair deficiency 

can be identified in ctDNA as well. This genomic phenotype has been identified in ~ 4% of ctDNA 

from patients with metastatic prostate cancer and might stratify patients for immunotherapy52,76. 

Prospective randomized trials are needed to confirm the utility of ctDNA analysis as a prognostic 

and/or predictive biomarker. Ideally, an unbiased NGS approach should be used to characterize 

ctDNA upfront and the overall molecular makeup of the tumor, rather than just a single driver 

gene, should be used to stratify patients for the appropriate treatment. 

Response evaluation using liquid biopsies

In CRPC it is challenging to accurately monitor treatment response with the current available 

response markers. PSA and radiological imaging are poor indicators of tumor load and reflect late 

response.

Both CTC counts and CTC-expression markers may inform on response. Heller et al. investigated 

CTC count and PSA response at treatment week 13 in mCRPC patients from five prospective trials 

(COU-AA-301, AFFIRM, ELM-PC-5, ELM-PC-4, and COMET-1)77. The endpoints ‘CTC0’ (≥ 1 CTCs 

at baseline and 0 at 13 weeks) and ‘CTC conversion’ (≥ 5 CTCs at baseline and ≤ 4 at 13 weeks) 

provided greater discriminatory power for OS than the endpoints percent change in CTC count or 

PSA response. Using the ‘CTC0’ endpoint 75% of eligible patients could be evaluated against 51% 

for the ‘CTC conversion’ endpoint, making this a clinically meaningful response measure. Lorente 

et al. demonstrated that ‘CTC progression’ (< 5 CTCs at baseline and increasing) during the first 

12 weeks of treatment was independently associated with reduced survival in mCRPC patients 

from the COU-AA-301 and IMMC-38 trials78. Paller et al. observed dynamic changes in prostate 

specific membrane antigen (PSMA) expression on CTCs during therapy and a decrease in PSMA 

expression was associated with concurrent decreases in serum PSA79. 

Quantification of ctDNA may be a biomarker for response as well. Promising results from the 

TOPARP-A trial (NCT01682772), a study of the PARP inhibitor olaparib in mCRPC, showed that VAF 

of somatic DNA repair mutations in cfDNA declined in responders74. Furthermore, responders 

showed > 50% decrease in cfDNA level after 4 weeks of treatment and a decrease in cfDNA levels 

was independently associated with OS. In line with this, patients responding to ARTT appear to 

have lower ctDNA fractions68,80. Mehra et al. found that changes in cfDNA levels correlate with 

both radiologic PFS and OS in mCRPC patients on chemotherapy57. 

In chapter 5, we aimed to detect structural variants in ctDNA of mCRPC patients with the 

ultimate goal to evaluate treatment response. Structural variants are genomic rearrangements 

of ≥ 50 base pairs and are widespread in cancer. In prostate cancer predominant alterations in 

involved signaling pathways are often caused by structural variants like amplification of AR and 

MYC, and ETS-fusion genes. Large structural variants, such as inter-chromosomal translocations 
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or long-range intra-chromosomal rearrangements, are of special interest since they represent 

unique DNA-molecules that are only present in tumor cells. These properties make them a specific 

cancer biomarker. To detect structural variants in ctDNA, we used a novel methodology called 

Oxford Nanopore portable sequencing to first identify structural variants in tumor tissue obtained 

from metastases. After a bioinformatic filtering pipeline and using Breakpoint PCR, we were able 

to detect structural variants in ctDNA. Our data suggest that the quantitative measurement 

of structural variants in ctDNA correlates with tumor load and that it may indicate disease 

progression earlier than PSA. Eventually, future studies should inform whether early intervention 

based on liquid biopsy dynamics improves patient outcome compared to awaiting changes in 

PSA level and radiological evaluation.  Nevertheless, our selection of structural variants needs to 

be further optimized, as in some patients we could not demonstrate the correlation with tumor 

load and disease progression, which may indicate that we did not select structural variants that 

represent the dominant tumor driving disease clone or that we missed the emergence of new 

resistant clones as we used a targeted approach for the longitudinal samples. When these new 

resistant clones would provide new targets for treatment, this would be of great interest to try to 

improve patient outcome. 

Part III: Steroidomics

In CRPC, tumor cells evolve to escape androgen suppression and disease progression occurs at 

castrate levels of testosterone. Nevertheless, several reports from Japan showed that the level of 

testosterone may be a prognostic and predictive marker in CRPC. Patients with high testosterone 

levels (> 0.05 ng/mL) before start of ARTT tended to have a better PSA response and PFS81-83. 

An inverse association was observed for taxane-based chemotherapy82,84. Interestingly, another 

study showed that a further decline of testosterone levels during docetaxel was associated with a 

longer PSA response and PFS85. This supports the concept of the continued importance of the AR 

pathway in CRPC and renewed interest has grown for steroidogenesis as it modulates circulating 

steroid levels. 

In vitro studies investigated the function of isozymes 17βHSD2 and 17βHSD4, whose activities 

leads to androgen inactivation, and 11βHSD2, which converts adrenal hydroxy-steroids (C11-oxy 

C19) to more potent keto-steroids (C11-keto C19, including the AR agonists 11-ketotestosterone 

(11KT) and 11-ketodihydrotestosterone (11KDHT)). 17βHSD2 and 17βHSD4 variant 2 was 

functionally silenced in prostate cancer cell lines and a xenograft model, indicating its tumor 

suppressor effect on androgen conversion86,87. By contrast, 11βHSD2 activity in prostate cancer 

cell lines probably contributes to prostate cancer progression by directly increasing 11KT 

concentration and through an interaction with cytochrome P450 17A1, thereby converting C11-

oxy C21 steroids to C11-oxy C19 steroids via the C11-oxy backdoor pathway88. 

In chapter 7 we show that CellSave preservation tubes, validated for CTC and cfDNA analysis, 

can also be used for steroid measurements, thereby optimizing the samples used in clinical 

trials and limiting the number of tubes that need to be draw from a patient. In chapter 8, we 

demonstrate that 11KT is the most abundant androgen in mCRPC patients and that its circulating 

levels exceed those of testosterone. In line with above mentioned results, we found that PFS 

was longer in our patients with high total androgen concentrations. Our and other reported data 

support the concept of continued importance of the AR pathway in CRPC. We believe that the 

11-oxygenated androgens are a major contributor to AR activation after castration. Our findings 

indicate that we have structurally underestimated androgen levels in prostate cancer patients and 

this implies that we should reconsider our definition for ‘castration’.

General conclusion

This thesis describes the genomic landscape of metastatic prostate cancer in more detail. We 

have identified several distinct genomic clusters looking at specific genomic events or so-called 

‘genomic scars’. This knowledge was incorporated to give a prospect on patient stratification using 

liquid biopsies. 

I believe that the use of liquid biopsies in metastatic prostate cancer has great potential as 

prognostic, predictive and therapy response biomarker. The main advantage of liquid biopsy 

analysis is that it is acquired by a simple blood draw, which is safe, minimally invasive and 

repeatable over time. Moreover, it provides a real-time snapshot of the biologic variables that 

affect tumor growth and progression in metastatic prostate cancer. Our work on standardization 

of preanalytical conditions that affect liquid biopsy analysis already has and continues to drive 

guidelines and consensus statements to implement liquid biopsies in clinical practice. 

Comprehensive analyses of ctDNA and CTCs demonstrate that they adequately reflect the 

genomic makeup of the tumor and may thus complement or even replace tumor biopsies. The 

assessment of genomic aberrations like structural variants in ctDNA can potentially predict 

therapy response and detect mechanisms of resistance. CTCs cannot only be enumerated as 

prognosticator in metastatic prostate cancer, but can also be used to culture ex vivo thereby 

providing novel disease models for metastatic prostate cancer and to predict therapy response. 

Furthermore, steroidomics has proven its continued importance in metastatic prostate cancer 

with the establishment of clinical relevance of significant levels of circulating 11-oxygenated 

androgens. 

The clinical utility of blood-based markers like liquid biopsies and circulating steroids as 

predictive and response markers has to be further validated in prospective clinical trials and 

should therefore be routinely sampled as PSA and radiological imaging is. Essential to the work 

on identifying novel biomarkers, is to further elucidate the complex biology of metastatic prostate 

cancer and to decode the oncogenic driver events and potential actionable targets of the large 

population of mCRPC without characteristic genomic scars. 
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Introductie

Prostaatkanker is de meest voorkomende kanker bij mannen wereldwijd en in Nederland werd 

in 2018 bij meer dan 12.000 mannen deze diagnose gesteld. Prostaatkanker staat bekend als een 

niet-agressieve kanker, maar mannen die bij de diagnose uitzaaiingen hebben of deze tijdens 

het ziektebeloop ontwikkelen vormen een groep met een slechte uitkomst. Gemetastaseerd 

prostaatkanker kan worden onderverdeeld in twee ziektefasen: hormoongevoelig prostaatkanker 

die uiteindelijk wordt opgevolgd door hormoonongevoelig ofwel castratieresistent prostaatkanker. 

Centraal in de behandeling van gemetastaseerd prostaatkanker staat het onderdrukken van de 

testosteronproductie uit de testes, ook wel androgeen-deprivatietherapie (ADT) genoemd. De 

meeste patiënten zullen aanvankelijk vaak langere tijd op ADT reageren (de hormoongevoelige 

fase), maar het is onvermijdelijk dat prostaatkanker cellen uiteindelijk ongevoelig zullen worden 

voor ADT (castratieresistente fase). Voortschrijding van de ziekte leidt tot aanzienlijke morbiditeit 

en uiteindelijk tot overlijden. Voor castratieresistente prostaatkanker patiënten zijn er de laatste 

jaren veel nieuwe behandelingsopties beschikbaar gekomen, waaronder chemotherapie, 

tweedelijns hormonale therapie, radioactieve middelen, immunotherapie en moleculair-gerichte 

therapie. Onlangs hebben sommige van deze behandelopties een toepassing gekregen in de 

hormoongevoelige fase. Hoewel het therapeutisch landschap voor gemetastaseerd prostaatkanker 

het afgelopen decennium drastisch is veranderd, blijft het een uitdaging om de juiste behandeling, 

op het juiste moment, in de juiste volgorde, of als combinatie voor een individuele patiënt te 

selecteren, omdat het ons aan biomarkers ontbreekt die kunnen voorspellen of een patiënt zal 

reageren en die we kunnen vervolgen om te evalueren of een behandeling aanslaat. Dit is van 

belang om de beste uitkomst voor een patiënt te realiseren en daarbij de kosten en bijwerkingen 

te minimaliseren. 

Mijn proefschrift beschrijft het genomische landschap van gemetastaseerd prostaatkanker. Dit 

onderzoek draagt bij aan een beter begrip wat deze ziekte drijft en hoe we hierop in kunnen 

grijpen. Met deze kennis heb ik geprobeerd om nieuwe biomarkers te vinden, genaamd ‘vloeibare 

biopten’. Een groot deel van dit onderzoek heeft zich gericht op het standaardiseren van de 

verzameling en analyses van vloeibare biopten, omdat dit een belangrijk vereiste is voor het 

toepassen van vloeibare biopten in de kliniek. Daarnaast laat ik in een aantal onderzoeken zien 

wat de mogelijke toepassingen van vloeibare biopten zijn. Als laatste heb ik ook gekeken naar een 

andere biomarker die van belang is in de progressie van gemetastaseerd prostaatkanker, namelijk 

de in de bloedbaan circulerende steroïde hormonen.

Deel I: Het genomische landschap van gemetastaseerd prostaatkanker

De afgelopen jaren hebben uitvoerige analyses aangetoond dat het genomische landschap van 

gemetastaseerd prostaatkanker erg complex is en meerdere mutaties en structurele varianten 

bevat, waarbij er veel verschil is tussen de prostaatkanker cellen van patiënten onderling. Een 

aantal genen hebben vaak afwijkingen bij gemetastaseerd prostaatkanker: AR, PTEN, TP53 en 

RB1; de genfusie TMPRSS2-ERG is de bekendste structurele variant. Structurele varianten zijn 

grove DNA afwijkingen van ≥ 50 basenparen en ze komen vaak voor in kanker. 

AR, het gen dat de DNA code bevat voor de androgeen receptor, is het belangrijkste 

aangrijpingspunt voor de behandeling van gemetastaseerd prostaatkanker door middel van ADT 

en tweedelijns hormonale therapie. Zoals hierboven beschreven is, worden prostaatkanker cellen 

uiteindelijk ongevoelig voor deze behandeling door verschillende resistentiemechanismen. Uit 

onderzoek is gebleken dat naast de AR signaalroute, ook andere mechanismen van belang zijn 

in gemetastaseerd prostaatkanker, zoals de PI3K, Wnt en DNA reparatie signaalroutes. Daarnaast 

lijken ook afwijkingen in niet-coderende delen van het DNA van voorspellende waarde voor het 

ziektebeloop te zijn en mogelijk hebben deze afwijkingen zelfs een bepaalde functie. In hoeverre 

we deze mechanismen en afwijkingen kunnen gebruiken als therapeutisch aangrijpingspunt of 

als marker om te vervolgen om respons op therapie te meten moet verder uitgezocht worden.

In hoofdstuk 2 van dit proefschrift hebben we bij een grote groep gemetastaseerde 

castratieresistente prostaatkanker patiënten uitgebreide genomische analyses verricht. We 

hebben DNA van tumorweefsel, wat verkregen is door een biopt van een metastase te nemen, 

afgelezen door middel van ‘next-generation sequencing’ (NGS). Vervolgens hebben we op basis 

van genomische kenmerken deze patiënten geclassificeerd, waarbij we acht subgroepen of 

clusters hebben geïdentificeerd:

A) Microsatelliet Instabiliteit (MSI) karakteristieken met hoge ‘tumor mutational burden’ (TMB) 

en geassocieerd met mismatch reparatie deficiëntie; 6,6% van ons cohort;

B) Tandem duplicatie (> 100 kbp) fenotype geassocieerd met biallelische CDK12 inactiviteit; 

6,6% van ons cohort;

D) Homologe Recombinatie Deficiëntie (HRD) karakteristieken met veel (> 100 kbp) deleties 

en geassocieerd met (somatische) mutaties in BRCAness-geassocieerde genen; 11,2% van ons 

cohort;

F) Tumoren verrijkt voor chromothripsis; 10,2% van ons cohort;

C, E, G, H) Niet-significante genomische kenmerken zonder bekende biologische associatie; 

65,4% van ons cohort. 

Verschillende clusters bevatten patiënten die op basis van hun genomische kenmerken mogelijk 

in aanmerking komen voor moleculair-gerichte therapie. Zo bevat cluster A patiënten die 
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mogelijk in aanmerking komen voor immunotherapie met immuun check-point inhibitoren, zoals 

pembrolizumab. Van andere kankersoorten die soortgelijke genomische kenmerken hebben, 

is een hoge gevoeligheid voor immuun check-point inhibitoren beschreven. Twee klinische 

studies hebben dit verder onderzocht, de KEYNOTE-028 en de KEYNOTE-199, en zij lieten een 

langdurige respons zien in een subset van gemetastaseerde prostaatkanker patiënten behandeld 

met immuun check-point inhibitoren. Deze subset van patiënten was voornamelijk geselecteerd 

op de expressie van PD-L1 in hun tumoren; dit is het aangrijpingspunt van pembrolizumab. 

Helaas is er (vooralsnog) niets bekend over het genomische landschap van deze tumoren. De 

patiënten in cluster D komen mogelijk in aanmerking voor behandeling met poly(ADP-ribose) 

polymerase (PARP) inhibitoren, wat DNA schade reparatie (DDR) signaalroutes blokkeert. Twee 

klinische studies, de TOPARP-B en de PROfound trial, hebben aangetoond dat de PARP inhibitor 

olaparib een anti-tumor effect en een verbeterde overleving bewerkstelligt in gemetastaseerde 

castratieresistente prostaatkanker patiënten met DDR gen afwijkingen, zoals BRCA2 deficiëntie.  

Dit zijn veelbelovende resultaten die in toekomstige studies verder gevalideerd moeten worden.

Desalniettemin is er een grote groep van gemetastaseerde castratieresistente prostaatkanker 

patiënten (cluster C, E, G, H; ongeveer 66% van de patiënten) die vooralsnog niet geclassificeerd 

kunnen worden op basis van klinisch-relevante of biologische kenmerken. Toekomstig onderzoek 

moet zich op deze groep patiënten richten om zo te onderzoeken of er therapeutische 

aangrijpingspunten zijn. Van belang hierbij is dat we recent een cellijn gecreëerd hebben die de 

genomische kenmerken van cluster E weergeeft, verder beschreven in hoofdstuk 6. Deze cellijn 

kan bijdragen aan verder onderzoek om de biologie achter dit cluster op te helderen. 

Deel II: Vloeibare biopten

Met behulp van biomarkers kunnen we (patho)fysiologische processen of reacties op een 

interventie vastleggen. Dit kan met behulp van klinische metingen, metingen in het laboratorium 

of door middel van beeldvorming. Er zijn biomarkers met verschillende toepassingen: diagnostisch, 

prognostisch, predictief en monitoring (van bijvoorbeeld respons op therapie). 

In de diagnose en evaluatie van gemetastaseerd prostaatkanker wordt gebruik gemaakt 

van verschillende laboratorium metingen, waaronder PSA (prostaat-specifiek antigeen), en 

beeldvorming door middel van botscan, CT-scan, MRI en recent ook de PSMA-PET CT-scan. Echter 

deze biomarkers hebben hun tekortkomingen. PSA is een prostaat-specifieke marker, maar geen 

prostaatkanker-specifieke marker en PSA staat onder invloed van testosteron. Dit betekent dat 

er een PSA daling te verwachten is onder ADT en tweedelijns hormonale therapie, maar dat dit 

niet per definitie betekent dat de prostaatkanker cellen ook stoppen met groeien. Daarnaast 

komen in gemetastaseerd castratieresistent prostaatkanker PSA level en uitgebreidheid van 

ziekte en klinische uitkomsten niet altijd overeen. Beeldvorming kan verandering in tumorgroei 

vastleggen, maar dit effect is niet direct zichtbaar, waarbij je eigenlijk achter de feiten aan loopt. 

Verder laat een botscan veranderingen in het botmetabolisme zien en weerspiegelt dus niet de 

prostaatkanker cellen zelf. 

Met de ontdekking van ‘vloeibare biopten’ is er een nieuwe manier beschikbaar gekomen om 

tumor DNA te verkrijgen dat gebruikt kan worden als biomarker met verschillende toepassingen. 

Vloeibare biopten omvatten verschillende entiteiten: circulerend cel-vrij DNA (cfDNA) en RNA 

(cfRNA), circulerende tumorcellen (CTC’s) en exosomen. Het grootste voordeel van vloeibare 

biopten is dat ze, in tegenstelling tot weefsel biopten, op een minimaal invasieve en veilige 

manier verkregen kunnen worden en daarom gedurende het ziektebeloop frequent afgenomen 

kunnen worden. Het gaat namelijk om een afname van bijvoorbeeld bloed, urine of ascites. 

Een ander belangrijk voordeel is dat alle tumorlocaties in het lichaam deze biomarkers kunnen 

afgeven waardoor het mogelijk beter de heterogeniteit van de tumor weergeeft dan wanneer je 

van één enkele plek een biopt afneemt. Aangezien dit proefschrift zich richt op cfDNA en CTC’s, 

zullen deze twee biomarkers in meer detail worden besproken.

Cel-vrij DNA

Cel-vrij DNA zijn kleine fragmenten van nucleïnezuur (lengte van 180−200 bp) die in de 

bloedcirculatie vrijkomen wanneer weefselcellen en bloedcellen afsterven. In het geval van 

tumorcellen wordt dit circulerend tumor-DNA (ctDNA) genoemd. De hoeveelheid cfDNA in de 

bloedcirculatie hangt af van meerdere factoren, zoals (patho)fysiologische omstandigheden 

(inspanning, ziekte) en pre-analytische condities (opslagtemperatuur, type bloedbuis), maar is 

meestal laag met ongeveer 10 ng per ml plasma. De fractie van ctDNA hangt af van het tumortype 

en het ziektestadium en kan variëren van extreem laag (< 0,01%) tot zeer hoog (60%) maar is vaak 

minder dan 1% van het totale cfDNA.

Circulerende tumorcellen

Circulerende tumorcellen zijn tumorcellen in de bloedcirculatie die afkomstig zijn van de primaire 

tumor en/of van de metastasen. Aangezien CTC’s afkomstig kunnen zijn van alle tumorplaatsen in 

het lichaam, wordt aangenomen dat ze de genetische en biologische heterogeniteit van de tumor 

weerspiegelen. Net als ctDNA, komen CTC’s weinig voor in het bloed met over het algemeen 

1 CTC per ml bloed. Voor het detecteren en kwantificeren van CTC’s heeft de FDA (U.S. Food 

and Drug Administration) het CellSearch systeem goedgekeurd. Dit systeem scheidt CTC’s van 

andere bloedcellen met behulp van met magnetische EpCAM-gecoate ferrofluids (vloeistof 

met daarin magnetische nanodeeltjes). Binnen gemetastaseerd prostaatkanker zijn CTC’s het 

meest bestudeerd en er is bekend dat CTC’s een prognostische en predictieve waarde hebben. 

Gemetastaseerde prostaatkanker patiënten met ≥ 5 CTC’s per 7,5 ml bloed hebben een slechtere 

uitkomst en toenemende aantallen CTC’s in de loop van de tijd hebben ook een prognostische 
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betekenis. Expressie van AR splice variant 7 (AR-V7) in CTC’s, wat een androgeen-onafhankelijke 

activatie van AR oplevert, is sterk geassocieerd met een slechte respons op tweedelijns hormonale 

therapie. Daarentegen wordt juist een goede respons op chemotherapie gezien bij patiënten met 

AR-V7 expressie in CTC’s.

Pre-analytische condities

Voor de implementatie van vloeibare biopten in de standaard oncologische zorg is het essentieel 

om de pre-analytische condities en werkprocessen te standaardiseren. Op deze manier worden 

betrouwbare en consistente resultaten gewaarborgd. 

In hoofdstuk 3 hebben we verschillende pre-analytische condities onderzocht om cfDNA/ctDNA 

optimaal te bewaren voordat verdere analyses opgestart worden. We ontdekten dat het gebruik 

van verschillende bloedafname buizen de detectie van ctDNA niet beïnvloedde, maar dat sommige 

bloedafname buizen de hoeveelheid cfDNA in de loop van de tijd wel stabiliseerde. Aangezien in 

veel onderzoeken variant allel frequentie (VAF; fractie ctDNA van cfDNA in %) wordt gerapporteerd, 

kan dit mogelijk leiden tot een onderschatting van de VAF wanneer een bloedmonster niet op tijd 

wordt verwerkt. Andere onderzoeken hebben ook verschillende bloedafname buizen getest en 

vonden net als wij dat, indien het bloedmonster binnen enkele dagen wordt verwerkt, het type 

bloedbuis triviaal is. Tabel 1 geeft een overzicht van de meest gebruikte bloedafname buizen. 

Concluderend geldt dat voor RNA-analyses van CTC’s een EDTA-buis die binnen 48 uur verwerkt 

wordt optimaal is, en voor cfDNA/ctDNA analyses een EDTA-buis die binnen zes uur verwerkt 

wordt óf een cel-stabilisatiebuis die binnen 2-7 dagen verwerkt wordt, even geschikt zijn.

Tabel 1. Meest gebruikte bloedafname buizen voor vloeibare biopten

Type bloedbuis Monster Entiteit Cel stabilisatie

K2EDTA Plasma
cfDNA
CTC

Niet-gestabiliseerd

Cell-Free DNA BCT® Plasma
cfDNA
CTC

Gestabiliseerd

PAXgene Blood ccfDNA Plasma cfDNA Gestabiliseerd

Cell-Free DNA BCT® Plasma cfDNA Gestabiliseerd

CellSave Preservation Tubes Plasma
cfDNA
CTC

Gestabiliseerd

TransFix/EDTA Vacuum BCT Plasma CTC Gestabiliseerd

CTC, circulerende tumor cel
cfDNA, cel-vrij DNA

De volgende stap in de analyse van cfDNA is de isolatie van cfDNA uit plasma; de handmatige 

‘QIAamp Circulating Nucleic Acid’ methode van Qiagen wordt beschouwd als de gouden 

standaard met de hoogste cfDNA opbrengst. Echter geautomatiseerde methoden hebben de 

voorkeur, omdat bij het implementeren van vloeibare biopten in de standaard oncologische zorg 

er veel samples binnen een korte tijd verwerkt zullen moeten worden en er zo min mogelijk 

variatie mag optreden tussen de laboranten die de analyses uitvoeren. In hoofdstuk 4 beschrijven 

we een directe vergelijking van de QIAamp met twee geautomatiseerde isolatiemethoden, de 

QIAsymphony (Qiagen) en de Maxwell (Promega). In onze handen presteerde QIAsymphony 

vergelijkbaar met QIAamp. Hoewel de cfDNA opbrengst het laagst was met Maxwell, was de 

VAF vergelijkbaar tussen alle methoden. Resultaten van een ander onderzoek toonden aan dat 

QIAsymphony en Maxwell beiden toereikende geautomatiseerde isolatiemethoden zijn, wat 

in lijn is met onze resultaten. Verdere optimalisatie van de cfDNA isolatie kan bereikt worden 

door het plasmavolume te vergroten en het extractievolume te minimaliseren. In hoofdstuk 4 

hebben we het QIAamp protocol verder geoptimaliseerd door het extractievolume driemaal her 

te gebruiken, waardoor de cfDNA opbrengst toenam.

Om CTC’s te isoleren voor verschillende experimentele doeleinden, zoals ex vivo celkweken 

en analyseren van cel heterogeniteit, zijn op filtratie gebaseerde microwells en diagnostische 

leukaferese interessante methoden. Deze methoden zijn gebaseerd op biofysische kenmerken 

van CTC’s, waaronder celgrootte en celdichtheid. Microwells selecteren individuele CTC’s op 

basis van hun celgrootte en celstijfheid, maar de efficiëntie van de CTC opbrengst is slechts ~ 

2%, zoals werd aangetoond in een recente studie. Zoals beschreven in hoofdstuk 6, levert het 

product van diagnostische leukaferese duizenden levensvatbare CTC’s op door het gebruik van 

grote bloedvolumes. In vergelijking met de opbrengst van CTC’s vanuit een enkele buis met bloed 

is dit enorm en dit is in lijn met resultaten uit eerdere studies. Echter, afdoende depletie van witte 

bloedcellen vormt nog steeds een uitdaging bij het gebruik van de ‘RosetteSep depletie’ techniek, 

al dan niet gevolgd door EpCAM-gebaseerde selectie van CTC’s, zoals aangetoond in hoofdstuk 6, 

en dit moet verder geoptimaliseerd worden.

Op circulerende tumorcellen-gebaseerde stratificatie met behulp van organoïden

Het gebruik van levende cellen als ‘real-life’ screeningsmodellen voor de respons op therapie 

schept een interessant toekomstbeeld om de behandeling van kanker te personaliseren. Dit kan 

gedaan worden middels een tumorbiopt dat bij een patiënt is afgenomen, wat in het laboratorium 

wordt gekweekt tot een mini-tumor oftewel een organoïde. Verschillende klinische onderzoeken 

(bijv. TUMOROID NCT03821870) includeren momenteel patiënten om te onderzoeken of de 

respons op therapie in organoïden, afkomstig van tumorbiopten, respons op therapie in diezelfde 

patiënten kan voorspellen. Soortgelijk onderzoek met organoïden van borstkanker patiënten en 

patiënten met gemetastaseerde gastro-intestinale kankers laten zien dat de respons in organoïden 

en patiënten overeenkomen. 

In hoofdstuk 6 hebben we ons gericht op het kweken van organoïden afkomstig van CTC’s van 

patiënten met gemetastaseerd prostaatkanker. We verkregen organoïden in 9 uit 18 (50%) monsters 
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na kortdurende kweek waarin we konden aantonen dat deze CTC-organoïden oorspronkelijk 

prostaatkanker cellen waren. Bovendien waren we in staat om een ​​organoïde cellijn op te zetten 

die langdurig in kweek gehouden kon worden (met de genomische kenmerken van cluster E; zie 

hierboven). Tot nu toe is gebleken dat het erg moeilijk is om prostaatkanker cellijnen tot stand 

te brengen, dus onze nieuwe cellijn is een waardevolle toevoeging voor het wetenschappelijk 

onderzoek. In deze organoïde cellijn hebben we de respons op enzalutamide getest, een vorm 

van tweedelijns hormonale therapie, en dit kwam overeen met de respons van deze patiënt 

op enzalutamide in de kliniek. Hiermee konden we een ‘proof-of-concept’ leveren dat patiënt-

specifieke organoïden, afkomstig uit CTC’s, kunnen dienen als ‘real life’ screeningsmodel voor de 

respons op therapie bij gemetastaseerd prostaatkanker. Echter, het huidige slagingspercentage en 

de groeisnelheid van organoïden afkomstig uit CTC’s is momenteel nog te beperkt om dit concept 

toe te passen in de kliniek.

Responsevaluatie met behulp van circulerend tumor DNA

In gemetastaseerd castratieresistent prostaatkanker is het een uitdaging om de respons op 

therapie nauwkeurig en tijdig te bepalen met de huidige biomarkers zoals eerder genoemd. 

In hoofdstuk 5 hebben we ons gericht op het detecteren van structurele varianten in ctDNA 

van patiënten met gemetastaseerd castratieresistent prostaatkanker om de respons op therapie 

te evalueren. In prostaatkanker zijn structurele varianten betrokken bij biologisch relevante 

signaalroutes, zoals overexpressie van AR en MYC, en ETS-fusiegenen. Grote structurele varianten, 

zoals translocaties tussen chromosomen of binnen chromosomen zijn interessant omdat dit 

unieke DNA-moleculen zijn die alleen in tumorcellen aanwezig zijn. Dit maakt dat ze een specifieke 

biomarker voor kanker zijn. Om structurele varianten in ctDNA te detecteren, hebben wij een 

nieuwe methodologie gebruikt, genaamd ‘Oxford Nanopore portable sequencing’. Hiermee zijn 

eerst structurele varianten geïdentificeerd in tumorcellen verkregen uit weefselbiopten van 

metastasen. Na een bioinformatische analyse en met behulp van Breakpoint PCR, waren we 

in staat om structurele varianten in ctDNA te detecteren. Onze eerste resultaten laten zien dat 

de kwantitatieve meting van structurele varianten in ctDNA overeenkomt met de hoeveelheid 

kanker in het lichaam en dat deze meting eerder kan wijzen op ziekteprogressie dan een PSA 

bepaling. Echter, de selectie van structurele varianten moet verder worden geoptimaliseerd, 

omdat we bij sommige patiënten de correlatie met hoeveelheid kanker en ziekteprogressie niet 

konden aantonen. Dit kan erop wijzen dat we geen structurele varianten hebben geselecteerd die 

het meest representatief zijn voor de tumor.

Deel III: ‘Steroidomics’

In gemetastaseerde prostaatkanker patiënten die behandeld worden met ADT zijn de 

circulerende testosteron levels onder castratie niveau. Desondanks kan er ziekteprogressie 

plaatsvinden in gemetastaseerde castratieresistente prostaatkanker patiënten door verschillende 

resistentiemechanismen. Onderzoek toont aan dat de AR signaalroute hierbij van belang blijft en 

dat resistentie niet alleen afhankelijk is van genomische afwijkingen (bijvoorbeeld overexpressie 

van AR), maar ook van veranderingen in de aanmaak en het metabolisme van steroïden. 

Steroïde hormonen zijn kleine signaal moleculen die genexpressie reguleren door te binden aan 

receptoren. Steroïden worden gemaakt uit cholesterol en omvatten vijf groepen van hormonen, 

waaronder glucocorticoïden en androgenen. Het mannelijk hormoon testosteron behoort tot 

deze laatste groep. Bepalingen van steroïden worden verricht op bloed-serum monsters met 

behulp van ‘massa spectrometrie’ (MS) technieken. 

Het effect van ADT wordt geëvalueerd door circulerende testosteron levels in het bloed te 

bepalen en hoewel dit onder castratie niveau is, is aangetoond dat de hoeveelheid testosteron 

van voorspellende waarde kan zijn. Patiënten met een relatief hoog testosteron level voor 

start van therapie hebben een betere uitkomst bij de behandeling met tweedelijns hormonale 

therapie. Patiënten met een relatief laag testosteron level voor start van therapie hebben een 

betere uitkomst bij de behandeling met chemotherapie. Verder laat onderzoek een associatie 

zien bij patiënten met een dalend testosteron gehalte tijdens chemotherapie en PSA respons en 

ziekteprogressie-vrije overleving. 

In hoofdstuk 7 laten we zien dat CellSave bloedbuizen, die ook gebruikt worden voor CTC 

en cfDNA analyses, ook gebruikt kunnen worden voor steroïde metingen. Hierdoor kunnen 

studie samples optimaal gebruikt worden en hoeven er minder verschillende bloedbuizen 

afgenomen te worden bij patiënten. In hoofdstuk 8 tonen we aan dat 11-ketotestosteron (11KT), 

een 11-ketogeen androgeen, de meest voorkomende androgeen is in de bloedcirculatie van 

gemetastaseerde castratieresistente prostaatkanker patiënten. De circulerende levels van 11KT 

zijn veel hoger dan die van testosteron en daarnaast is bekend dat 11KT in staat is om de androgeen 

receptor te activeren. Wij denken dat 11-geoxygeneerd androgenen een belangrijke rol spelen in 

AR signaalroute activatie na castratie. Hierop aansluitend zagen we dat onze patiënten met een 

hoog totaal androgeen (11KT + testosteron) level een langere progressievrije overleving hadden. 

Uit onze resultaten en ander onderzoek blijkt dat ook in castratieresistent prostaatkanker de AR 

signaalroute een belangrijke speler blijft. 

Conclusie

Ik ben ervan overtuigd dat de toepassing van vloeibare biopten in gemetastaseerd prostaatkanker 

een grote potentie heeft als prognostische, voorspellende en therapie respons biomarker. Een 

belangrijk voordeel van vloeibare biopten is dat het te verkrijgen is door een simpele bloedafname. 

Dit is veilig, minimaal invasief en makkelijk te herhalen gedurende de tijd. Bovendien geeft het 
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een ‘real-time’ overzicht van de biologische karakteristieken en genomische kenmerken die 

tumorgroei en ziekteprogressie kunnen beïnvloeden in gemetastaseerd prostaatkanker. Ons 

onderzoek naar het standaardiseren van pre-analytische condities die van invloed kunnen zijn 

op de analyse van vloeibare biopten is van groot belang om het gebruik van vloeibare biopten 

in de klinische praktijk te implementeren. Uitgebreide analyses op ctDNA en CTC’s tonen aan 

dat ze de genomische karakteristieken van de tumor weergeven en dus complementair zijn aan 

tumor biopten en deze wellicht kunnen vervangen. Het analyseren van genomische afwijkingen, 

zoals structurele varianten, in ctDNA kan mogelijk therapie respons en resistentiemechanismen 

voorspellen. Naast de voorspellende waarde van CTC aantallen, kunnen CTC’s ook gebruikt 

worden om buiten het lichaam te kweken tot organoïden. Op deze manier draagt dit bij aan de 

ontwikkeling van nieuwe ziektemodellen voor gemetastaseerd prostaatkanker en kan het mogelijk 

toegepast worden om therapie respons te voorspellen. Daarnaast hebben we aangetoond dat 

‘steroidomics’ van belang blijven in gemetastaseerd prostaatkanker met ons onderzoek naar de 

klinische relevantie van circulerende 11-ketogene androgenen. 

Het gebruik van op bloed-gebaseerde biomarkers, zoals vloeibare biopten en circulerende 

steroïden, als voorspellende markers en therapie response markers moeten verder onderzocht en 

gevalideerd worden in prospectieve klinische studies. Het is daarom belangrijk om dit standaard 

mee te nemen in klinische studies naast PSA en radiologische beeldvorming. Daarnaast is het 

essentieel om meer inzicht te krijgen in de complexe biologie van gemetastaseerd prostaatkanker 

en om meer te weten te komen over welke genomische afwijkingen belangrijk zijn en mogelijk 

als aangrijpingspunt kunnen dienen in de grote subgroep van patiënten met gemetastaseerd 

castratieresistent prostaatkanker zonder duidelijke genomische kenmerken. 
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1. PhD training Year Workload

General courses
-	 Research Integrity
-	 BROK (‘Basiscursus Regelgeving Klinisch Onderzoek’)
-	 Biostatistical Methods I: Basic Principles
-	 BKO-training ‘Omgaan met groepen’
-	 Photoshop and Illustrator CS6
-	 Biomedical English Writing and Communication
-	 Re-registration BROK

2015
2015
2016
2016
2017
2018
2019

0.3 ECTS
1.5 ECTS
5.7 ECTS
0.3 ECTS
0.3 ECTS
3.0 ECTS
1.0 ECTS

Specific courses (e.g. Research school, Medical Training)
-	 Course Biomedical Research Techniques XIV
-	 NGS in DNA Diagnostics Course
-	 Course Next Generation Sequencing data analysis
-	 Course Open Clinica
-	 Course on R
-	 Real Time PCR training
-	 The Galaxy for NGS

2015
2015
2015
2015
2016
2016
2017

1.5 ECTS
1.0 ECTS
1.4 ECTS
0.3 ECTS
1.4 ECTS
0.2 ECTS
1.0 ECTS

Seminars and workshops
-	 Erasmus MC Bladder Cancer Research Day
-	 4th/5th Daniel den Hoed Day
-	 Molecular Medicine Day
-	 Research in mCRPC
-	 PhD Day
-	 Illumina 2016 European Genomic Technology Forum
-	 Symposium Novel Options for Cancer Imaging: Focus on Urological Tumors
-	 Scientific Meeting Medical Oncology
-	 Illumina Whole Genome Sequencing Symposium

2015
2016/2017
2016/2017
2016
2015/2016
2016
2016
2015-2017
2016

0.3 ECTS
0.6 ECTS
0.6 ECTS
0.3 ECTS
0.6 ECTS
0.3 ECTS
0.3 ECTS
0.9 ECTS
0.3 ECTS

Presentations
-	 Scientific Meeting Medical Oncology – oral
-	 20th Molecular Medicine Day – poster
-	 Research in mCRPC – oral
-	 Nederlandse Vereniging van Urologie (NVU) Voorjaarsvergadering – oral
-	 11th EORTC pathobiology group meeting – oral
-	 6th Dutch Uro-Oncology Study group (DUOS) Year Symposium – oral
-	 Jonge Oncologen avond – oral
-	 Medical Oncology Research Meeting – oral
-	 Interlab meeting Twente – oral
-	 Interlab meeting Antwerpen – oral
-	 EORTC Gynecological Cancer Group Meeting Porto – oral
-	 NVMO Oncologiedagen – Pieter de Mulder Award – oral
-	 AC Urogenitale Tumoren retraite – oral
-	 CancerID CTC DLA workshop Dusseldorf – oral
-	 Scholingsdag Nederlandse Vereniging van Oncologie Datamanagers (NVvOD) – oral
-	 JNI Scientific Lab Meeting – oral
-	 American Society of Clinical Oncology (ASCO) Annual meeting – poster presentation
-	 Brigitte and Dr. Konstanze Wegener Seminar / DCC-Net Retreat Krickenbeck – oral
-	 Tour d’Europe – oral
-	 Externe refereeravond Urologie – oral

2016
2016
2016
2016/2018
2016
2016
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2019

0.2 ECTS
1.0 ECTS
0.2 ECTS
0.4 ECTS
0.2 ECTS
0.2 ECTS
0.2 ECTS
0.2 ECTS
0.2 ECTS
0.2 ECTS
0.2 ECTS
0.2 ECTS
0.2 ECTS
0.2 ECTS
0.2 ECTS
0.2 ECTS
1.0 ECTS
0.2 ECTS
0.2 ECTS
0.2 ECTS

(Inter)national conferences
-	 5th-9th Dutch Uro-Oncology Study group (DUOS) Year Symposium
-	 CPCT symposium
-	 CMBD-themadag ‘Cell free DNA: grensverleggende innovatie in de moleculaire diagnostiek’
-	 Nederlandse Vereniging van Urologie (NVU) Voorjaarsvergadering/Najaarsvergadering
-	 European Association of Urology (EAU) Annual Congress
-	 2nd/3rd Brigitte and Dr. Konstanze Wegener Seminar / DCC-Net Retreat Krickenbeck

2015-2019
2015/2016
2017
2016-2018
2018/2019
2018/2019

1.5 ECTS
0.6 ECTS
0.3 ECTS
0.9 ECTS
2.0 ECTS
2.0 ECTS

Other
-	 Medical Oncology Journal Club
-	 Urology Lab Meeting
-	 Medical Oncology Research Meeting
-	 JNI Scientific Lab Meeting
-	 JNI Oncology Lecture

2015-2018
2015-2018
2015-2018
2015-2018
2015-2018

3.0 ECTS
1.0 ECTS
2.0 ECTS
3.0 ECTS
2.0 ECTS

2. Teaching

Lecturing
-	 Klinische les polikliniek ‘CIRCUS studie’ 2017 0.2 ECTS

Supervising practicals and excursions, Tutoring
-	 Urology Skills Training 2nd year medical students
-	 Tutoring 1st year medical students
-	 Supervisor “Clinical orientation on the medical profession” for 1st year medicalstudents

2015-2017
2016-2017
2018

1.0 ECTS
1.5 ECTS
0.5 ECTS

Supervising Master’s theses
-	 Stéphanie Perridon 2017 1.5 ECTS

Other
-	 Supervising ‘Minor’ medical student 2017 0.5 ECTS

3. Other

-	 Organizer Medical Oncology Journal Club
-	 Secretary cfDNA meetings
-	 Member of PhD committee of the Erasmus Postgraduate School Molecular Medicine
-	 Research internship Dusseldorf

2015-2018
2016-2018
2017-2018
2018

1.5 ECTS
1.5 ECTS
1.0 ECTS
5.0 ECTS
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Voor u ligt misschien wel het belangrijkste, maar in ieder geval het meest gelezen hoofdstuk van 

een proefschrift. En niet zonder reden, want dit proefschrift was er niet gekomen zonder de hulp, 

bijdrage en ondersteuning van een hoop mensen. 

Allereerst wil ik de patiënten bedanken die hebben deelgenomen aan de klinische studies 

beschreven in dit proefschrift. Het is bewonderenswaardig dat u zonder enkel belang of voordeel 

bereid bent geweest materiaal te doneren en uw kostbare tijd beschikbaar te stellen voor het 

wetenschappelijk onderzoek. De hoed op de cover van dit proefschrift is een blijk van dank; ik zet 

mijn ‘hoed’ (pet) voor u af!

Veel dank gaat uit naar de vaste begeleiders van mijn promotietraject de afgelopen jaren. Ik ben 

begeleid door een gevarieerd team, waarbij ik heb kunnen leren van ieders kwaliteiten. Fijn dat 

jullie het vertrouwen in mij hebben gesteld om dit traject tot een goed einde te volbrengen. 

Prof. dr. De Wit, beste Ronald, naarmate mijn traject vorderde, is ons contact intensiever 

geworden. Hoewel mijn onderzoeksprojecten af en toe wat technisch waren, zijn jouw expertise 

en up-to-date kennis van klinische studies op het gebied van prostaatkanker indrukwekkend. 

Jouw hulp als mijn referent bij mijn sollicitatie voor de opleiding tot uroloog waardeer ik enorm. 

Prof. dr. ir. Jenster, beste Guido, via jou ben ik bij dit promotietraject terecht gekomen dus daar 

wil ik je natuurlijk allereerst voor bedanken! Ik kende je al een beetje via mijn onderzoeksmaster 

en Geneeskunde studie en het enthousiasme voor het onderzoek dat je daar uitstraalde, heb je 

na al die jaren nog steeds. Dit werkt enorm motiverend en jouw standaard afsluiting van elke 

email ‘have fun’ is daar een weerspiegeling van. 

Prof. dr. Martens, beste John, jij hebt mij opgenomen in jouw onderzoekslab en mij wegwijs 

gemaakt in het meer fundamentele aspect van translationeel onderzoek. Ondanks dat ’s ochtends 

vroeg niet jouw sterkste punt was (waar ik helemaal in kan komen), kon je ineens scherp uit de 

hoek komen bij de werkbesprekingen. Dat we op een heerlijke zomerdag deze bespreking een 

keer bij jou in de tuin hebben gedaan, is een van de vele leuke herinneringen. De gezellige sfeer 

op het lab is ook zeker dankzij jouw Brabantse inborst.

Dr. Lolkema, beste Martijn, jij hebt me onder je hoede genomen gedurende dit traject. Altijd 

boordevol ideeën en met humor. Je gaf me de ruimte om ook eigen ideeën in te brengen, maar wist 

altijd een stip op de horizon te stellen. Jouw beeldende metaforen (iets met zand en tennisballen) 

waren behulpzaam als ik het ook weleens even niet zag zitten. Naast jouw drukke agenda was er 

ook tijd voor gezelligheid, zoals een bijzonder diner met al jouw PhD’ers bij jou in de tuin of een 

drankje doen in een soul-bar in Chicago tijdens de ASCO. Ondanks jouw overtuigingskracht heb 

ik toch voor een vervolg in de urologie gekozen, ik hoop dat je me deze koppigheid vergeeft ;-) 

Daarnaast wil ik de leden van mijn kleine commissie, prof. dr. Schalken, prof. dr. Dingemans en 

prof. dr. Bangma bedanken voor de tijd en moeite die jullie gestoken hebben in het beoordelen 

van mijn proefschrift.  

Prof. dr. Van Moorselaar, prof. dr. Van der Graaf, dr. ir. Van Weerden, prof. dr. Terstappen, prof. 

dr. De Rijke en prof. dr. Van Laere, bedankt dat jullie bereid zijn om als grote commissie met mij 

van gedachten te wisselen over mijn proefschrift. Prof. dr. De Bono thank you for the time and 

effort you have put into reviewing my thesis.

Prof. dr. Sleijfer, beste Stefan, als een ietwat ‘buitenbeentje’ mocht ik aansluiten bij de Liquid 

Biopsies Helden bespreking op dinsdagochtend met jouw promovendi. Naast de gezellige noot, 

heb ik ontzettend veel geleerd hier van alle discussies en kritische vragen. Ook jouw input op 

mijn manuscripten was zeer nuttig. Ik heb jou niet alleen leren kennen als een deskundig arts, 

afdelingshoofd en wetenschapper, maar ook als een swingende muzikale encyclopedie 

Maurice, zonder jou waren een hoop projecten niet gelukt. Al was het alleen niet voor jouw 

eindeloze en altruïstische bloeddonaties als ‘healthy control’. Jij hebt je vol overgave gestort op 

de cel-vrij DNA projecten en ik ben blij dat we hierbij altijd zo fijn hebben kunnen samenwerken. 

Hierbij heb ik veel van jou kunnen leren. Ontzettend leuk ook dat je mij de mogelijkheid gaf om 

een presentatie over cel-vrij DNA in Porto te geven.  

Dr. Kraan, beste Jaco, jouw praktische skills en CTC-kennis maken jou onmisbaar voor het lab. 

Hoewel jouw relaxte houding een beetje haaks staat op mijn planningsdrang, had je (meestal) 

gelijk dat het wel goed kwam. Naast de serieuze lab-zaken was er ook tijd over voor de gezellige 

zaken, zoals een dansje in Schloss Krickenbeck of een ludiek afscheidsfilmpje, jij was overal voor 

in! 

Als ik met een bioinformatisch of computer-gerelateerd probleem zat, wist ik jou, Marcel, altijd 

te vinden, want jij had het binnen no-time opgelost. Je hebt mijn leven vaak makkelijker gemaakt. 

En wat heb ik kunnen lachen om jouw photoshop talent en 1 april grappen :-D

Saskia, jouw komst naar het lab is echt een aanwinst. Hoewel het CIRCUS methylatieproject 

niet goed van de grond kwam, vond ik het erg leuk om met jou hierover te sparren en ik vind het 

mooi om te zien dat er nu een prachtig manuscript ligt over methylatie-profiling van cfDNA.

Lieve Anieta, ondanks dat je er niet meer bent, verdien jij ook zeker een plek hier. Jouw kennis 

over PCR was ongeëvenaard. Ik ben dankbaar voor je pipeteerlessen, je PCR lessen en jouw hulp 

bij het ontwikkelen van ingewikkelde assays. Wat een gemis.

De post-docs Jozien Helleman en Antoinette Hollestelle wil ik ook bedanken. Ondanks dat we 

niet echt gezamenlijke projecten hadden, was het altijd gezellig tijdens meetings en lunches. 
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Lieve Joan, onze lab-mama, wat fijn dat je er altijd voor mij was. Wat hebben we gelachen, 

gekletst, koffietjes gedronken en (gelukkig maar heel af en toe) gehuild. Vraagbaak en rots-in-

de-branding voor mij en het lab met jouw ervaring en kennis. Ik weet zeker dat je gemist wordt, 

maar heerlijk dat je nu van je pensioen en je (klein)kinderen kan genieten, je hebt het verdiend! 

Jean, ook jou ben ik veel dank verschuldigd voor jouw hulp en input bij mijn projecten. Wat 

betreft digital PCRs heb ik veel van je kunnen leren. 

Mai, Michelle, Kirsten en Corine, wat hebben jullie mij goed geholpen met het verwerken van 

de stroom CTC en cfDNA samples. Jullie inzet en precisie zijn voor mij heel waardevol geweest. 

Verder wil ik Mieke, Wendy, Vanja, Anita en Renee bedanken voor de praktische hulp op en 

rondom het lab. 

 

Ook veel dank aan de secretaresses, in het bijzonder Rosita en Gerdien, voor alle hulp bij het 

inplannen van afspraken in de drukke agenda’s van de heren en allerhande praktische zaken 

waar jullie het antwoord op wisten. Rosita, je hebt jezelf in korte tijd onmisbaar weten te maken 

door voor alles een oplossing te hebben (iemand een droge broek nodig?) en door jouw altijd 

opgewekte humeur. Gerdien, wat jammer dat je weg bent gegaan, maar ik hoop dat je het naar 

je zin hebt bij je nieuwe uitdaging.

Voor hun hulp met de statistische analyses wil ik graag Maxime Look en Esther Oomen-de Hoop 

bedanken. Als de getallen mij begonnen te duizelen dan waren zij de reddende engelen. 

Graag wil ik ook de krachten van het Clinical Trial Center (CTC), Soumia, Nelly, Martin, Susan en 

Louise bedanken voor hun hulp met het opzetten van de PROuD database, alle studielogistiek en 

het invullen van de klinische dataformulieren. 

Ook wil ik de medische studenten, Thomas en Stephanie, die ik heb mogen begeleiden bedanken 

voor hun hulp en inzet.  

Bij een hoop van mijn onderzoeksprojecten heb ik nauw samengewerkt met verschillende 

afdelingen en collega PhD’ers, wat ontzettend leuk en leerzaam was. 

Silvia, thank you for your help with our cfDNA projects. You are very passionate about your 

work and life and I hope that this will help you to finish your PhD as well. Arrivederci!

Lisanne M., hoe heeft Martijn zijn PhD’ers zo kunnen kiezen… ;-) ik heb ontzettend fijn met 

je kunnen samenwerken aan ons CIRCLE project. Je bent een ware ‘organoid whisperer’ en we 

kunnen trots zijn op onze mooie publicatie! Ook buiten de projecten om was het altijd gezellig. Ik 

wens je veel succes met je verdediging en je nieuwe uitdaging in Canada. 

Ook wil ik hier Sigrun en Wytske bedanken voor hun ondersteuning en input voor het CIRCLE 

project, dit was echt een team effort.

Job en Harmen, jullie bioinformatische expertise is van groot belang geweest voor meerdere 

projecten met als kers op de taart natuurlijk onze publicatie in Nature Communications. Job ik 

wens je veel succes met het afronden van je PhD, maar dat komt ongetwijfeld goed. 

Gido en Hans, jullie hebben mij wegwijs gemaakt in de wereld van LC-MC/MC en steroïden, 

echt weer een andere tak van sport. Bedankt voor de fijne samenwerking!

Prof. dr. Stoecklein, dear Nick, thank you for welcoming me in your lab those two months. I 

really enjoyed to ‘een kijkje in een andere keuken nemen’. Also, I’m grateful for your hospitality at 

the DCC-Net Retreat in Schloss Krickenbeck; science and fun are a great combination!

Rui and Guus thank you for your guidance at the lab, I really learned a lot. And off course thank 

you, and Christiane, Rosa, Elina, Maria and the other colleagues, for all the nice times and tips in 

Dusseldorf. 

Mijn klinische studies waren niet mogelijk geweest zonder de hulp van de oncologen in het 

Erasmus MC, Franciscus Gasthuis & Vlietland, Haga Ziekenhuis en Maasstad Ziekenhuis. Met 

name veel dank aan dr. Hamberg, dr. Van der Veldt, dr. Houtsma en dr. Sandberg (MSZ), en aan de 

research- en oncologie verpleegkundigen Hans, Suzan en Suraya. 

Beste dr. Hamberg, jouw inclusiesnelheid is ongekend, waarvoor veel dank. Heel leuk dat ik ook 

als ANIOS urologie met je heb kunnen samenwerken. 

Dr. Te Boekhorst veel dank voor de hulp van u en de hematologie afdeling bij het afnemen van 

de diagnostische leukaferese samples. 

Ook wil ik graag alle co-auteurs bedanken voor hun input en hulp bij het tot stand komen van de 

manuscripten in dit proefschrift. 

Beste Ietje, wat fijn dat ik jou heb leren kennen, want anders had ik niet zo’n mooi proefschrift 

gehad. Ontzettend bedankt voor je hulp en flexibiliteit bij het vormgeven van mijn proefschrift. 

De eindsprint hebben we samen gered!

Uiteraard wil ook graag mijn mede-promovendi bedanken voor de gezellige lunches, besprekingen 

en uitjes: Lindsay, Inge, Marjolein, Nick, Anouk, Pauline, Wendy, Tomasso, Teoman en Manouk.

Het begon met een reisje naar Stockholm en kreeg een vervolg als Texelse beachbabes, 

Dusselsche dirndels en Volendamse viswijven. Lindsay, Inge en Marjolein, jullie zijn het levende 

bewijs dat leuke collega’s je promotietijd maken. Natuurlijk hebben we veel aan elkaar gehad op 

en rond het lab, zoals in onze zelfbenoemde ‘Coffee Company Be414’, tijdens de Kerstbrunches en 

pre-work ontbijtjes, maar ook daarbuiten tijdens gezellige etentjes, borrels en reisjes! 

Marjolein, mijn R-buddy, je hebt je staande weten te houden tussen al die gekke cliniclowns 

met prikdrang. Jouw biomedische achtergrond en Limburgse gezelligheid was hierop de perfecte 

aanvulling. Jij begreep mijn euforie als ik eindelijk erin geslaagd was om dat ene streepje in R te 

programmeren ;-)
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Lindsay, een van mijn paranimfen! Jij staat altijd voor iedereen klaar en wat fijn dat je mij op deze 

spannende dag wilt bijstaan :-D Ik ben blij dat we je weggesleept hebben uit die andere kamer. 

Als vroege vogel had jij er al een halve werkdag opzitten als iedereen kwam binnendruppelen en 

het bijkletskwartier (zeg maar gerust een uur) met een Nespresso of Starbucks koffietje begon. 

Dat jij kan doorpakken blijkt wel uit die superverdiende AIOS-plek en een supermooie promotie 

op de planning (jammer dat we het toch niet voor elkaar hebben gekregen om er een symposium 

met Inge van te maken :-P ). 

Inge, de ‘mama’ van het halfbroertje van Bintang, in de kattenliefde hadden we elkaar al gauw 

gevonden ;-) Jouw creativiteit en fotografie-skills kennen geen grenzen en ik vind het knap dat 

je je eigen weg gevonden hebt. Chicago was maar half zo leuk geweest als we dat niet samen 

hadden kunnen doen :-D En laten we ook zeker de Fika erin houden!

Nick, ten eerste complimenten dat je het met al die vrouwen in Be-414a hebt weten uit te 

houden. Jij als senior PhD’er en ik als junior, wist ik gelukkig toch snel je favoriete collega te 

worden ;-) Bedankt voor de leuke borrels en etentjes en natuurlijk ook voor je hulp toen ik net 

kwam kijken. 

Anouk, wat fijn dat jij mijn studies hebt willen overnemen, want ik weet dat ze in kundige 

handen zijn. Veel succes met jouw promotietraject!

En natuurlijk ook de promovendi van de ‘andere kant’ wil ik bedanken: Florence, Bodine, Femke, 

Koen, Sander, Daan, Melissa, Yarne en Maud. 

Florence, wij blijken een hoop gemeenschappelijk te hebben, zoals onze copromotor Martijn 

en onze liefde voor katten en shoppen in Chicago. Je bent een heerlijke chaoot, maar tegelijk ook 

enorm gefocust. Veel succes met de laatste loodjes van je proefschrift!

Lieve uro-onderzoekers, ook al werkten we niet direct samen gedurende mijn PhD, ook jullie wil ik 

bedanken voor de gezellige tijd tijdens de EAU congressen, RUAG borrels en onderwijsmomenten. 

Hopelijk kunnen we dit snel weer oppakken.

Ook wil ik de urologen bedanken in het Amphia en Francisus Gasthuis & Vlietland, waar ik heb 

gewerkt als ANIOS terwijl ik mijn onderzoek nog aan het afronden was. Ik heb veel bij jullie 

geleerd en wat leuk om mijn onderzoek te presenteren tijdens de onderwijsmomenten en 

refereeravonden!

Lieve PIT’jes, ‘Independent doctors’, TSN en mijn andere vriendinnen, bedankt dat jullie zorgden 

voor een leven buiten mijn promotie :-D Even over iets anders kletsen en lachen tijdens gezellige 

etentjes en borrels, heerlijk! 

Stefanie, wat fijn dat ook jij mij bij wilt staan als paranimf tijdens deze spannende dag. De rust 

die jij uitstraalt kan ik vast goed gebruiken!

Allerliefste pap en mam, zonder jullie onvoorwaardelijke steun en liefde was ik niet waar ik nu 

ben. Hoe ontzettend dankbaar ik hiervoor ben, kan ik niet in woorden uitdrukken. Jullie staan 

altijd voor mij klaar, ik hou van jullie! 

Lieve Sab(ine), als mijn grote zus ben jij een voorbeeld voor mij als ik zie hoe je van het leven 

geniet met je prachtige gezin met Jim en de kids. Onze bijzondere band blijkt wel uit dat we 

elkaars getuigen zijn op elkaars bruiloft :-D 

Ook wil ik mijn lieve schoonouders Zvonko en Monique, mijn zwager Nick, en mijn (schoon)

familie bedanken voor alle fijne momenten met elkaar!

Jelte, soms lijk jij mij beter te kennen dan ik mijzelf. Bij alle hoogte- en dieptepunten was jij er 

voor mij. Een promotietraject is hoe dan ook enerverend, maar wij besloten ook alle ‘life changing 

events’ tijdens deze periode te doen: trouwen, eerste huis kopen, een kind krijgen. Want je hebt 

gelijk, het komt nooit goed uit en dan blijkt het perfect te kloppen. Met alles ben jij mijn steun 

en toeverlaat.

Allerliefste Melle, misschien dat mijn proefschrift er eerder ondanks, dan dankzij jou is gekomen, 

want je weet je moeder wel bezig te houden… ;-) Toch weet je mijn leven ook een stuk simpeler 

te maken, want met een lach is alles weer goed. Ik geniet van alles met jou!

Mijn dankwoord zou niet compleet zijn zonder mijn kat Bintang te noemen. Mijn gehele 

promotietraject stond hij aan mijn zijde en kon ik als het nodig was de stress van mij af ‘aaien’1.

1Allen, K. et al. 
Cardiovascular Reactivity and the Presence of Pets, Friends, and Spouses: 
The Truth About Cats and Dogs. 
Psychosomatic Medicine: September 2002
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