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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Das Harnblasenkarzinom gehért zu den haufigeren malignen Tumoren. Jahrlich
erkranken insgesamt etwa 30.000 Menschen in Deutschland (Robert Koch-Institut 2017).
Dabei sind Manner deutlich haufiger betroffen als Frauen (Ferlay et al. 2010). Bei den
meisten Harnblasenkarzinomen handelt es sich um Urothelkarzinome. Plattenepithel- und
Adenokarzinome sind mit jeweils unter 5 % in Mitteleuropa hingegen selten (Fuselier et
al. 1978; Kadouri et al. 2020). Klinisch kann sich das Urothelkarzinom durch eine
schmerzlose Mikro- oder Makrohamaturie zeigen. Da die Krankheit haufig lange
symptomlos bleibt, kommt der Untersuchung des Urins ein hoher diagnostischer
Stellenwert zu (Turco et al. 2011). Zur Bestatigung der Verdachtsdiagnose ist eine
bioptische Sicherung von Gewebe im Rahmen einer Zystoskopie notwendig. Die
Einteilung in nicht muskelinvasive und muskelinvasive Tumore erfolgt nach der TNM-
Klassifikation der Joint Commission on Cancer/International Union Cancer Consortium
(O'Sullivan et al. 2017). Am haufigsten finden sich oberflachliche, nicht muskelinvasive
Urothelkarzinome, die sich auf die Mukosa oder die Submukosa beschranken (TO-T1).
Sobald der Tumor die Muskelschicht infiltriert, ab TNM-Stadium T2, entspricht dies einem
muskelinvasiven Blasenkarzinom (MIBC) (Lee und Droller 2000). Auf einer molekularen
Ebene, die in der klinischen Diagnostik bisher keine Anwendung findet, kann man das
MIBC in funf verschiedene Gruppen unterteilen: luminal-papillar, luminal-nicht spezifiziert,
luminal-instabil, stroma-reich, basal-squamés (Ba/Sq) und neuroendokrin-ahnliche
(Kamoun et al. 2020). Dabei ist die Unterform Ba/Sq die haufigste Untergruppe (Xylinas
et al. 2013). Diese kommt insbesondere bei Frauen und in lokal und systemisch
fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung vor. Die standardisierte Behandlung von
muskelinvasiven Urothelkarzinomen ist die radikale Zystektomie mit vorausgehender oder
anschlieBender platinbasierter Chemotherapie (Onkologie 2019). Der Einsatz von
Immuntherapie und auch der zunehmende Einsatz von Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten,
wie Enfortumab Vedotin, haben zu einer Erweiterung der therapeutischen Mdglichkeiten
gefuhrt (Gemeinsamer Bundesausschuss, 2022; Ghatalia und Plimack 2020). Trotz

dieser zunehmenden therapeutischen Moglichkeiten ist die Prognose von Patienten mit



muskelinvasiven Urothelkarzinom mit lokaler oder Fernmetastasierung weiterhin schlecht.
Eine Fernmetastasierung des Tumors verringert die 5-Jahre-Uberlebensrate auf unter 10
% (Amsberg et al. 2022).

Aus diesem Grund ist eine Erweiterung des therapeutischen Arsenals wichtig und bleibt
eine zentrale Aufgabe der Forschung. Es werden weitere Angriffspunkte gesucht, die
direkt oder indirekt das Wachstum von Urothelkarzinomen beeinflussen kdnnten.
Interessanterweise hat sich gezeigt, dass das Abzielen auf das CUB domain containing
protein (CDCP1), entweder mit monoklonalen Antikorpern oder mit niedermolekularen
Inhibitoren, einen wirksamen Effekt auf die Hemmung des Tumorwachstums und der
Metastasierung in vivo haben kann (Nakashima et al. 2017). CDCP1, ist ein
Transmembranprotein, das in einer Vielzahl von Tumoren haufig Uberexprimiert wird
(Khan et al. 2021) und dessen Uberexpression mit fortgeschrittenem Stadium,
schlechterer Prognose und geringerem Therapieansprechen assoziiert ist (Alajati et al.
2015; Alajati et al. 2020). Erhohte Konzentrationen dieses Proteins konnten in vielen
untersuchten malignen Erkrankungen nachgewiesen werden. Einige Studien
demonstrierten weiterhin, dass CDCP1 ein potentes Onkogen ist, und konnten zeigen,
dass seine Uberexpression funktionell in das Fortschreiten von Krankheiten involviert ist
(Alajati et al. 2013; Alajati et al. 2015; Alajati et al. 2020; Khan et al. 2021). CDCP1 ist ein
Substrat der Tyrosinkinase Src und fordert Interaktionen mit verschiedenen
Tyrosinkinase-Rezeptoren, wodurch sie einen Schlusselfaktor fur nachfolgende pro-
tumorale Signalwege darstellen. CDCP1 kann durch Phosphorylierung durch das SRC-
Protein aktiviert werden, wodurch wichtige Signalwege fiir Zellmigration und Uberleben in
Krebszellen verstarkt werden (Casar et al. 2014; He et al. 2010; Spassov et al. 2009;
Wortmann et al. 2011). Gleichermallen beschreiben andere Studien CDCP1-
Uberexpression als treibende Kraft des MAPK/ERK- und AKT-abhangigen
Tumorwachstums (Casar et al. 2014). Da Behandlungen mit SRC- und auch mit
MAPK/ERK-Inhibitoren in der Klinik mit niedriger Toleranz in Verbindung gebracht werden
(Liu et al. 2018), konnte die gezielte Beeinflussung von CDCP1 eine alternative
therapeutische Option darstellen.

Ungeachtet der Vielzahl an Studien, die sich mit CDCP1 beschaftigen, berichteten bisher
nur zwei Studien Uber einen moglichen Zusammenhang zwischen CDCP1 und

Urothelkarzinomen (Yang et al. 2019; Ying et al. 2020). Von Yang et al. konnte gezeigt



werden, dass CDCP1 in den meisten Urothelkarzinom-Proben (n=33) im Vergleich zu
angrenzendem tumorfreien Gewebe (NAT) vermehrt exprimiert wird. Weiterhin zeigten
sie eine Verbindung zwischen CDCP1 Expression und dem fortschreitenden Wachstum
von Urothelkarzinomen (Ying et al. 2020).

Ein Anliegen dieser Studie war es deswegen, anhand einer grof3eren Anzahl von
Patientenproben zu prufen, ob CDCP1 vermehrt in Urothelkarzinomen, insbesondere in
aggressiveren Tumorformen, exprimiert wird. Ein besonderes Augenmerk lag dabei auf
der Frage, ob eine erhdohte Expression von CDCP1 die Gesamtuberlebenszeit der
Patienten beeinflussen konnte. Der funktionelle Einfluss von CDCP1 auf das
Tumorwachstum sowie auf die Ilokale und systemische Ausbreitung von
Urothelkarzinomen ist bislang nur unzureichend untersucht worden und stellt einen

weiteren wichtigen Aspekt dieser Arbeit dar.

1.2 Material und Methoden

Alle Versuche und Methoden sind ausflhrlich in der Publikation (Seite 21 ff.) beschrieben,

daher wird hier das Wichtigste in Kirze dargestellt.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitat
Bonn (Genehmigungsnummer: 036/08 und 093/12) und der Friedrich-Alexander-
Universitat Erlangen-Nurnberg (Zulassungsnummer: 329 _16B und 97_18Bc) genehmigt.
Die Studie wurde nach den Grundsatzen der Deklaration von Helsinki durchgefuhrt und
alle Teilnehmer der Studie wurden vor der Einbindung ihrer Praparate in die Studie
anonymisiert.

In der ersten Gewebe-Mikroarray (TMA)-Kohorte wurde die CDCP1-Expression von
Patientenproben bestimmt, die im Rahmen von radikalen Zystektomien oder
transurethralen Resektionen von Harnblasentumoren am Universitatsklinikum Bonn
gesammelt wurden. Diese Proben beinhalten benignes Harnblasenurothel und
Harnblasenkarzinome in unterschiedlichen Stadien der Erkrankung (pT1-pT4). Das
zweite TMA setzt sich aus einer Kohorte zusammen, die Patientenproben abbildet, die
unter einem muskelinvasiven Urothelkarzinom litten. Diese Patienten wurden in kurativer
Absicht mittels radikaler Zystektomie und bilateraler Lymphadenektomie am

Universitatskrankenhaus Erlangen therapiert.



Die immunhistochemische (IHC) Untersuchung des CDCP1 Proteins erfolgte nach einem
etablierten Farbeprotokoll an der VENTANA BenchMark ULTRA autostainer (Ventana) in
einer immunhistochemischen Routineeinrichtung. Die Farbungsintensivitdt wurde von
zwei erfahrenen Uropathologen unterteilt in negativ (0), schwach (1), moderat (2) und
stark (3). Negative und schwache Proben wurden als CDCP1-low eingestuft, wohingegen
moderate und starke Farbungen als CDCP1-high betrachtet wurden.
Einzelzell-RNA-Sequenzierungsdaten wurden gemal Chen et al. (2020) heruntergeladen
und Uber deren interaktive Shiny R-Schnittstelle abgerufen. Die Analyse und Verarbeitung
des Datensatzes wurden mit Seurat Version 4.1.1 unter macOS Version 12.2.1
(Monterey) durchgefuhrt. Die verwendeten Daten beschrankten sich auf die als ,epithelial®
gekennzeichneten Zellen. Diese produzieren EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule),
ein Protein, das auf der Oberflache von Epithelzellen vorkommt. Die Visualisierung der
Daten erfolgte mittels Nebulosa (Version 1.4.0) und scCustomize (Version 0.7.0). Zur
Darstellung wurde die ,batlow“-Farbpalette des R-Paket scico (Version 1.3.0) verwendet.
Die Layout-Gestaltung der Abbildung wurde mit Adobe lllustrator Version 24.1
vorgenommen.

Log2-transformierte  RSEM (RNA-Seq by Expectation Maximization) RNA-
Sequenzierungsdaten (RNA-Seq v2) von CDCP1 wurden vom Cancer Genome Atlas
Research Network (TCGA, http://cancergenome.nih.gov/) generiert. Und wurden dann fur
n = 408 Urothelkarzinomproben vom UCSC (University of California, Santa Cruz) Xena
browser (http://xena.ucsc.edu) heruntergeladen. Diese Proben wurden dann nach dem
Ansatz der Konsens-Subtypisierung fur MIBC klassifiziert.

Fur funktionelle Analysen wurden Zelllinien aus humanen Urothelkarzinomen (T24,
TCCSUP und SCaBER) in RPMI1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640, Thermo
Fisher Scientifc) mit 10 % FCS (Fetal Calf Serum, Thermo Fisher Scientifc) mit 1 %
Streptomycin/Penicillin  (10.000 units/ml Penicillin und 10.000 pg/ml Streptomycin;
Thermo Fisher Scientifc) und 1 % L-Glutamin (200 mM; Thermo Fisher Scientifc) kultiviert.
Zur Bildung von Spheroiden wurden Zellen in 1,2 % Methylcellulose (Sigma-Aldrich) mit
einer Dichte von 25 x 103 cells/mL als hangende Tropfen ausgesat und fur 72 Stunden
inkubiert. Der Durchmesser der gebildeten Spheroide wurde mit Image J gemessen und
das Volumen der Spheroide mit der Formel V=4/3 x 1 x r3 berechnet.



Zur Durchfuhrung des Migrationsassay wurden 20 x 103 Zellen auf 24-well Platten-
Einsatze gesat und fur 72 h inkubiert. Darauf folgte eine Fixierung der Zellen mit
Paraformaldehyd (PFA) in einer 4 %igen Losung. Im Anschluss wurde die innere Seite
der eingesetzten Membran gewaschen, um die auf die Auldenseite migrierten Zellen mit
Crystal Violet farben und zahlen zu kdnnen.

Fur das Crystal Violet Proliferationsassay wurden Zellen in einer 96-Well-Plate ausgesat.
Nach Inkubation Uber Nacht wurden die Zellen behandelt und fur weitere drei bis sieben
Tage inkubiert. Alle Bedingungen liefen in Triplikaten. Zur Farbung wurden die Zellen mit
37 % Paraformaldehyd 10 Minuten lang fixiert, dann mit destilliertem Wasser gewaschen
und mit 0,05 % Crystal Violet fur 30 Minuten gefarbt. Die Zellen wurden noch zweimal mit
destilliertem Wasser gewaschen und dann bei Raumluft getrocknet. 0,1 % Essigsaure
wurden pro Well hinzugefligt, um den Farbstoff zu I6sen. Zum Schluss wurde die
Extinktion bei einer Wellenlange von 570 nm gemessen. Die Mittelwerte der Triplikate
wurden durch die Kontrolle an Tag 0 dividiert.

FUr die Etablierung des Ex-vivo-Organoidmodells wurden einzelne Zellen von der
Harnblase mannlicher CDCP1pcLSL/+ Mause isoliert, wie bereits von Drost, J. et al.
(2016) beschrieben. Die Zellen wurden mit Adenoviren, die entweder Cre oder einen
Kontrolvektor exprimieren, infiziert und nach Protokoll inkubiert. Nach Suspension der
Zellen mit Matrigel wurden Tropfen gebildet, denen im Verlauf Organoidmedium zugesetzt
wurde. Die Organoide wuchsen 14 Tage. lhr Wachstum wurde definiert, indem die Hohe
und die Lange und somit die ungefahre Oberflache mit Image J gemessen wurde. Die
Organoide wurden dann gesammelt und in 4 % PFA fixiert.

Fur den Western Blot wurden folgende Antikdrper verwendet: CDCP1 (#4115, Cell
Signaling, Danvers, MA, US), pMEK (#9154S, Cell signaling), MEK (#4694S, Cell
signaling), pAKT (#9271 T, Cell signaling), AKT (#2920S, Cell Signaling) pERK (#9102S,
Cell Signaling), ERK (#4377, Cell Signaling), GAPDH (#2118, Cell Signaling), B-actin
(#A2228, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US). Fir die IHC-Analyse Die Antikorper, die fur
die ICH-Analyse verwendet wurden, waren CDCP1, Ki67, p-Erk1/2, CK5 und CK14.

Die RNA der humanen Zelllinien sowie die RNA aus den TMAs wurden mit der TRIzol
Methode (Invitrogen, Thermo Fisher Scientifc, Waltham, MA USA) isoliert. Fur die qRT-
PCR wurde TB Green® Premix Ex Tag™ Il (#RR82WR, TaKara, Kusatsu, Japan) auf
einem Quant Studio 5 (applied biosystems, Thermo Fisher Scientifc, Wilmington, USA)
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verwendet. Folgende Primer-Sequenzen wurden verwendet: CDCP1 (Invitrogen Thermo
Fisher, forward *TGGTTCCACCCCAGAAATGT™, reverse
*GATGATGCACAGACGTTTTAT™), GAPDH (Invitrogen Thermo Fisher Scientifc, forward
*CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC*®, reverse *ACGACC AAATCCGTTGACTC™).

Zur Implementierung von CDCP1 in die Zellen mittels CRISPR-Cas9-Methode wurde
zunachst das doppelstrangige Oligonukleotid einer funktionalen sgRNA durch Annealing
der folgenden einzelstrangigen Oligonukleotide hergestellt: hCDCP1_ KO_BS, 5'-
AAACccgtggtcaggatcggaac-3; hCDCP1_KO_TS, 5'-CACCqgttccgatcctgaccacgg-3'
gewonnen. Danach folgte die Klonierung in das Plasmid pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459)
(#48139, Addgene, Watertown, MA, US). Das Vektorplasmid mit der enthaltenen sgRNA
wurde mithilfe des Restriktionsenzyms BbsI-HF (NEB, Ipswich, MA, US) verdaut und mit
einer T4-DNA-Ligase (NEB, Ipswich, MA, US) ligiert. Darauffolgend wurde das px459-
CDCP1-/-sgRNA-Plasmid mit Lipofectamine™ 3000 (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientifc) in die Zellen transfiziert. Nach zwei Tagen wurden die transfizierten Klone durch
viertagige Puromycin Behandlung (0.6 pg/ mL) selektiert und mit einem polyklonalen

Ansatz erweitert, um stabile Zelllinien zu erhalten.

1.3 Ergebnisse

Um die klinische Relevanz von CDCP1 in Urothelkarzinomen zu prifen, erfolgte zunachst
eine IHC-Farbung von CDCP1 auf in Paraffin eingebetteten humanen Urothelkarzinom-
Proben nach dem zuvor beschriebenen Protokoll. Eine Kohorte von 147 Teilnehmern in
den Stadien pT1 bis pT4 wurde untersucht und die Proben anhand ihrer Membranfarbung
fur CDCP1 in vier Gruppen eingeteilt (negativ, schwach, mittel, stark). Alle Gruppen mit
negativer oder schwacher Farbung wurden in die Gruppe CDCP1-low eingeteilt, wahrend
mittlere und starke Farbungen als CDCP1-high eingestuft wurden (Abb. 1A, Seite 25). Die
CDCP1-Expression zeigte sich im normalen Urothel oder NAT negativ oder schwach
ausgepragt. Eine gro3e Anzahl von Urothelkarzinomen im T1- oder T2-Stadium wurden
als negativ/schwach fur CDCP1 (CDCP1-low) eingestuft, wahrend 35 % von T3 und 50
% von T4 eine hohe Expression von CDCP1 aufwiesen (CDCP1-high) (Abb. 1B, Seite
25). Die Konzentrationen von CDCP1 sind in muskular invasiven Blasenkrebsstadien
(MIBC)-Stadien (T2-T4) signifikant hoher als in dem nicht invasiven Stadium (T1) (p<0,05,
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Abb. 1C, Seite 25). Patienten mit einer hohen Expression von CDCP1 (CDCP1-high)
hatten eine signifikant schlechtere Prognose im Vergleich zu Patienten mit niedriger
CDCP1-Expression (CDCP1-low) (p<0,001, Abb. 1D, Seite 25). Durchgefuhrte Western-
Blot- und Real-Time-PCR- (RT-PCR) Analysen an humanen Gewebeproben zeigten
einen deutlichen Anstieg der CDCP1-Expression auf Protein- und RNA-Ebene in
Urothelkarzinomen im Vergleich zu NAT (Abb. 1E, Seite 25; p<0,01, Abb. 1F, Seite 25).

Zusammenfassend geben diese Daten einen Hinweis darauf, dass CDCP1 in
Urothelkarzinomen im Vergleich zu gesundem Gewebe Uberexprimiert ist und dass seine

Uberexpression mit kiirzerer Uberlebenszeit assoziiert ist.

Um weitere Erkenntnisse uUber die Expression von CDCP1 in Urothelkarzinomen zu
gewinnen, erfolgte eine Analyse der CDCP1-Expression in zwei 6ffentlich zuganglichen
Datensatzen aus dem TCGA. Der erste Datensatz aus humanen Gewebeproben zeigte
gesteigerte Level von CDCP1 in Urothelkarzinomen im Vergleich zu deren NAT
(p<0,0001, Abb. 2A, Seite 26). Zudem wurde festgestellt, dass die CDCP1-Konzentration
mit dem Ba/Sq-Subtyp assoziiert ist (p<0,0001, Abb. 2B, Seite 26). Dies konnte mit einem
zweiten  Datensatz, einem  Single-Cell-RNA-Sequencing von  menschlichen
Urothelkarzinom-Proben, bestatigt werden. Die Analyse des Datensatzes ergab, dass die
Expression von CDCP1 und Markern, von denen berichtet wird, dass sie im Ba/Sq-Subtyp
angereichert sind, ein hohes Mal an Ko-Lokalisierung aufweisen. Dazu gehoren EGFR,
Zytokeratin 5 (CK5) und Zytokeratin 14 (CK14) (Abb. 2C, Seite 26). 56 % von 184
analysierten Tumoren waren positiv fur CDCP1 (Abb. 2D, Seite 26). Es zeigte sich eine
Korrelation zwischen der Expression des Proteins CDCP1 und dem Ba/Sq-Subtyp
(Abb. 2E, Seite 26). Der Zusammenhang mit dem Ba/Sqg-Subtyp von Urothelkarzinomen
wurde mit den zugehorigen Subtyp-Markern CKS und CK14 weiter validiert (p<0,0001,
Abb. 2F, Seite 26). Die mMRNA-Werte von CDCP1, die in dieser Kohorte die beobachteten
Proteinwerte widerspiegeln (p<0,0001, Abb. 2G, Seite 26) waren im Ba/Sq-Subtyp
angereichert (p <000.1, Abb. 2H, Seite 26). Insgesamt zeigen diese Ergebnisse eine
Assoziation von CDCP1-Expression mit dem aggressiveren Ba/Sqg-Urothelkarzinom-
Subtyp. In Betracht ziehend, dass bereits mehrere Studien Uber den Zusammenhang von
CDCP1 und Therapieresistenz in Tumoren berichten, sollte herausgefunden werden, ob

dieses Protein einen ahnlichen Einfluss auf MIBC zeigt. Die Gesamtuberlebenszeit von
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chemotherapeutisch behandelten Patienten, deren Tumore ein hohes Level an CDCP1
exprimierten, ist verringert (p<0,05, Abb. 2|, Seite 26).

Um den Effekt einer CDCP1-Uberexpression zu modellieren, diente das von (Alajati et al.
2020) generierte transgene Mausmodell fur CDCP1 (CDCP1pcLSL/+). Ein ex vivo 3D-
Organoid-System, welches CDCP1 Uberexprimiert, konnte etabliert werden. Die
Harnblase von acht Wochen alten mannlichen Mausen wurde entnommen und, wie
bereits beschrieben, in einzelne Zellen dissoziiert. Die Harnblasenzellen wurden mit
Adeno-Cre-Virus infiziert, um die Expression von CDCP1 zu induzieren. Die infizierten
Zellen wurden in Matrigel ausgesat (Abb. 3A, Seite 31). Die zweiwdchige Analyse zeigte
den Effekt, den die CPCP1-Expression auf das Wachstum der Mausblasenorganoide
hatte. CDCP1-Uberexpression fiihrte zur Bildung von groReren und morphologisch
ausgepragteren Organoiden im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 3B, Seite 31). Die
Quantifizierung der Organoidflache zeigte eine signifikante Zunahme ihrer Grof3e, wenn
CDCP1 Uberexprimiert wurde (p<0,001, Abb. 3C, Seite 31). Auf molekularer Ebene
bestatigte die immunhistochemische Analyse die Expression von CDCP1 in den
generierten Mausorganoiden (Abb. 3D, Seite 31). Organoide, die CDCP1
uberexprimieren, wiesen hohe Level von Ki67 und pERK auf (Abb. 3D, Seite 31). Um die
Relevanz dieser Erkenntnisse weiter zu bewerten, erfolgte ein CDCP1-Knockout (KO) in
CDCP1-exprimierenden humanen Zelllinien mit der CRISP/Cas9-Methode. Zuerst
wurden verschiedene Urothelkarzinom-Zelllinien auf inre CDCP1-Expression gescreent.
Western-Blot-Analysen zeigten unterschiedliche Expressionen in den getesteten
Urothelkarzinom-Zelllinien. In Anbetracht der Tatsache, dass CDCP1-Expression mit dem
Ba/Sqg-Subtyp verbunden ist und CDCP1 in den Ba/Sq SCaBer-Zellen hochexprimiert
wird, wurde in dieser Zelllinie ein KO von CDCP1 erzeugt (Abb. 3E, Seite 31). Der Verlust
von CDCP1 fuhrt in SCaBER-Zellen zu reduzierten Spiegeln von pAKT, pMEK und
pERK1/2 (Abb. 3E, Seite 31). Funktionelle Analysen zeigten, dass CDCP1 Depletion
sowohl die 2D- und die 3D-Proliferation (p<0,001, Abb. 3F; p<0,05, Abb. 3G, Seite 31),
als auch die Migration in dieser Zelllinie verringert (p<0,001, Abb. 3H, Seite 31). T24- und
TCCSUP-Zellen, die als Non-type (Earl et al. 2015; Ertl et al. 2022) gelten, zeigten ein
ahnliches Verhalten wie SCaBER-Zellen, wenn CDCP1 ausgeschaltet wurde. Die
CDCP1-Depletion flhrte zu einer geringeren Migration. Zusammengefasst deuten diese

Ergebnisse daraufhin, dass CDCP1-Expression die Proliferation von Urothelkarzinomen
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voranbringt, wahrend die Herunterregulierung die Proliferation und Migration von

humanen Urothelkarzinom-Zelllinien reduziert.

1.4 Diskussion

Ungeachtet der Anzahl an Studien, die CDCP1 als entscheidenden Einflussfaktor bei
onkologischen Vorgangen in verschiedenen Tumoren beschreiben, sind die funktionelle
Rolle von CDCP1 und die klinische Relevanz in Urothelkarzinomen bisher unzureichend
untersucht worden. Im Vergleich zu vorherigen Ergebnissen untersuchten wir Proben auf
RNA- und Protein-Ebene und konnten einen starken Hinweis darauf geben, dass CDCP1
in Urothelkarzinomen verglichen mit NAT uberexprimiert wird und dass CDCP1 mit MIBC
assoziiert ist. Zudem wurde der Einfluss von erhohter CDCP1-Expression in
Urothelkarzinomen auf das Gesamtuberleben mit Kaplan-Meier-Analysen untersucht.
Hier zeigte sich, dass Patienten mit hoher CDCP1-Expression eine signifikant schlechtere
Gesamtuberlebenszeit haben (Abb. 1D, Seite 25).

Im zweiten Teil dieser Studie erfolgten Analysen Uber die klinische Relevanz von CDCP1
in zusatzlichen Kohorten und in verschiedenen Subtypen. Unsere Ergebnisse zeigen eine
signifikante Anreicherung von CDCP1-Expressionen im Ba/Sq-Subtyp (Abb. 2B, 2C, 2E,
2H, Seite 26). Da berichtet wurde, dass CDCP1 mit dem epidermal growth factor receptor
(EGFR) interagiert (Rebouissou et al. 2014), dessen Aktivitat wiederum mit Ba/Sqg-
Tumoren in Urothelkarzinomen assoziiert ist (Kamoun et al. 2020) und ein Cross-Talk
zwischen den beiden Proteinen bereits in anderen Tumoren (Dong et al. 2012; He et al.
2016b; Murakami et al. 2022) beschrieben wurde, sind weitere Studien notwendig, um
einen potenziellen CDCP1/EGFR-Einfluss in Urothelkarzinomen zu untersuchen. Solche
Studien kénnten zeigen, dass eine kombinierte Therapie, die auf CDCP1 und EGFR
abzielt, effektiv bei der Behandlung von Ba/Sqg-Blasentumore eingesetzt werden konnte
(Chopra et al. 2023).

Ein weiterer wichtiger klinischer Aspekt, der in unserer Studie prasentiert wird, ist der
Zusammenhang von CDCP1 und einer potenziellen Therapieresistenz gegen platinhaltige
Chemotherapie. Diese wurde bereits fir Mamma- und Ovarialkarzinome beschrieben
(Khan et al. 2021; He et al. 2016a). Tatsachlich zeigte sich bei chemotherapeutisch
behandelten Patienten, die hohe Spiegel von CDCP1 aufwiesen, das allgemeine
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Uberleben deutlich reduziert (Abb. 2I, Seite 26). Dies deutet darauf hin, dass CDCP1 an
der Resistenz gegen die Erstlinien-Chemotherapie bei Urothelkarzinomen beteiligt sein
konnte und gegebenenfalls einen Marker fur die Empfindlichkeit von Chemotherapien
darstellen kdnnte.

Um die onkogene Rolle von CDCP1 in Urothelkarzinomen zu bestimmen, konnte das
bereits generierte Mausmodell fur die Uberexpression von CDCP1 in einer Cre-
abhangigen Weise genutzt werden (Alajati et al. 2020). Die aus diesem Mausmodell
gewonnene Uberexpression von CDCP1 fiihrte in Blasenorganoiden im Vergleich zur
Kontrollgruppe zu grof3eren und besser definierten Organoiden (Abb. 3B, 3C, Seite 31).
Diese vorlaufigen Ergebnisse sprechen dafir, dass CDCP1-Uberexpression Onkogenese
im Blasenurothel fordern kann. Zusatzlich ermutigen diese Ergebnisse zu der Entwicklung
eines blasenspezifischen CDCP1-Uberexprimierenden transgenen Mausmodells, um das
onkogene Potenzial von CDCP1 in Urothelkarzinomen zu analysieren.
Western-Blot-Analysen konnten auf einem molekularen Level zeigen, dass die
Ausschaltung von CDCP1 in SCaBER-Zellen die Phosphorylierung von MEK, ERK und
AKT reduziert. Die Abhangigkeit der Aktivierung der Signalwege von MAPK/ERK und AKT
von der CDCP1-Expression in SCaBER deutet darauf hin, dass dieses Protein eine
entscheidende Rolle in der Progression von Urothelkarzinomen spielen konnte. In
vorangegangenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die Aktivierung der
MAPK/ERK- und AKT-Signalwege Tumorwachstum und Krebszellmotilitat fordert (Alajati
et al. 2020; Casar et al. 2014). Mit SCaBER-Zellen durchgefuhrte funktionelle Analysen
zeigen, dass die Depletion von CDCP1 die 2D- und 3D-Proliferation und die Migration der
Tumorzellen verringert (Abb. 3F, 3G, 3H, Seite 31). Zusammenfassend demonstrieren
diese Erkenntnisse, dass die Wachstums- und die Migrationsfahigkeit von SCaBER-
Zellen von der CDCP1-Expression abhangig sind. Dies deutet darauf hin, dass Patienten,
die von einem Ba/Sqg-Urothelkarzinom betroffen sind, von Therapien profitieren konnten,
die auf CDCP1 gerichtet sind. Weitere Studien zur Validierung der Wirksamkeit der

Hemmung von CDCP1 werden dringend empfohlen.

1.5 Zusammenfassung

Das Urothelkarzinom ist eine haufige Krebserkrankung, die im fortgeschrittenen

Tumorstadium eine deutlich reduzierte Prognose aufweist. Untersuchungen uber
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Biomarker oder Angriffspunkte fur Therapien sind notwendig, um weitere Moglichkeiten
zu schaffen, das Outcome dieser Patienten zu verbessern. In dieser Studie wurde das
Protein CDCP1 untersucht, welches bereits in frGheren Studien eine Assoziation mit
Tumorprogression in anderen Organen gezeigt hat. Diese haben gezeigt, dass das
Transmembranprotein CDCP1 an Prozessen wie Zellmigration, Invasion und dem
Uberleben von Tumorzellen beteiligt ist. Diese Erkenntnisse bilden die Grundlage der
Vermutung, dass CDCP1 auch in Urothelkarzinomen einen Einfluss auf das Wachstum

und die Aggressivitat zeigen kdnnte.

Im Rahmen der Experimente wurde die klinische Relevanz von CDCP1 in zwei
Urothelkarzinom-Kohorten in verschiedenen Stadien der Erkrankungen
immunhistochemisch untersucht und gezeigt, dass CDCP1 in muskelinvasiven
Urothelkarzinomen vermehrt exprimiert wird wund signifikant mit kirzerem
Gesamtliberleben korreliert. Die funktionelle Rolle der CDCP1-Uberexpression wurde
mithilfe von Ex-vivo-Organoiden untersucht, die vom CDCP1pcLSL/+ transgenen
Mausmodell abgeleitet wurden. Darlber hinaus wurden mit der CRISPR/Cas9-
Technologie UC-Zelllinien mit CDCP1-Knockout generiert. Die Uberexpression von
CDCP1 induziert die Aktivierung des MAPK/ERK-Signalwegs in Ex-Vivo-Organoiden und
verstarkt deren Proliferation. In &hnlicher Weise reduziert der Knockout von CDCP1 in
UC-Zelllinien deren Proliferation und Migration sowie die Aktivitat des MAP/ERK-
Sighalwegs. Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse die Relevanz von CDCP1 in
fortgeschrittenem Urothelkarzinom und weisen auf seine onkogene Rolle hin. Die
Expression von CDCP1 in Urothelkarzinomen scheint einen Einfluss auf die Progressivitat
des Tumors zu haben. Unsere Ergebnisse unterstreichen, dass das Abzielen auf CDCP1
eine rationale therapeutische Strategie zur Behandlung von fortgeschrittenem

Urothelkarzinomen sein konnte.
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CDCP1 expression is frequently
increased in aggressive urothelial
carcinoma and promotes urothelial
tumor progression

Miriam Saponaro’®, Sina Flottmann®-¢, Markus Eckstein?, Oliver Hommerding?,
Niklas KIimper*, Dillon Corvino*, Sana Hosni?, Anja Schmidt?, Nicolas Ménig?,
Doris Schmidt?, Jérg Ellinger?, Marieta Toma3, Glen Kristiansen3, Tobias Bald*,
Andrea Alimonti®, Manuel Ritter?, Michael Hélzel* & Abdullah Alajati*™

The prognosis of patients with advanced urothelial carcinoma (UC) remains poor and improving
treatment continues to be a major medical need. CUB domain containing protein 1 (CDCP1)is a
known oncogene in various types of solid cancers and its overexpression is associated with impaired
prognosis. However, its role in UC remains undetermined. Here we assessed the clinical relevance of
CDCP1 in two cohorts of UC at different stages of the disease. Immunohistochemistry showed that
CDCP1 is highly expressed in advanced UC, which significantly correlates with shorter overall survival.
Importantly, the basal/squamous UC subtype showed significantly enriched CDCP1 at the mRNA and
protein levels. The functional role of CDCP1 overexpression was assessed taking advantage of ex vivo
organoids derived from the CDCP1P<-5Y/* transgenic mouse model. Furthermore, CDCP1 knockout

UC cell lines were generated using CRISPR/Cas9 technology. Interestingly, CDCP1 overexpression
significantly induced the activation of MAPK/ERK pathways in ex vivo organoids and increased their
proliferation. Similarly, CDCP1 knockout in UC cell lines reduced their proliferation and migration,
concomitant with MAPK/ERK pathway activity reduction. Our results highlight the relevance of CDCP1
in advanced UC and demonstrate its oncogenic role, suggesting that targeting CDCP1 could be a
rational therapeutic strategy for the treatment of advanced UC.

The standard treatment for advanced urothelial cancer (UC) is radical cystectomy preceded or followed by
platinum-based chemotherapy'. The advent of immunotherapy and, more recently, the use of antibody-drug
conjugates (ADC) has broadened the therapeutic armamentarium?®. However, the prognosis of patients with
advanced UC remains poor and effective treatment remains a major medical need. CUB domain containing
protein 1 (CDCP1), also known as SIMA135°, gp140*, CD318, or Trask?, is a transmembrane protein that is
frequently overexpressed in a variety of human cancers®. In the cell membrane, CDCP1 exists in two forms as the
135 kDa full-length (FL) protein can be cleaved by serine proteases at arginine-368 and lysine-369. Its proteolysis
results in the formation of a soluble 65 kDa fragment and a membrane-spanning fragment of 70 kDa’. Both the
cleaved (C) and FL forms act as substrates for Src, promoting interactions with several receptor tyrosine kinases
(RTKs) thereby representing a key factor for pro-tumoral downstream signaling’~'°. Accordingly, several studies
demonstrated that CDCP1 is a potent oncogene and suggest that its overexpression is functionally involved in
disease progression®!'~!?. Indeed, elevated levels of this protein are associated with more advanced stages, poorer
prognoses, and/or therapy responses in all studied malignancies'"'>'*-?*. Our recent study carried out on a novel
spontaneous mouse model of prostate cancer showed that CDCP1 promotes progression and metastasis through
the upregulation of MAPK/ERK and AKT pathways'?. Similarly, other studies describe CDCP1 overexpression
as a driver of MAPK/ERK- and AKT-dependent tumor progression® ''. Interestingly, CDCP1 targeting, either
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with monoclonal antibodies or small molecule inhibitors, has demonstrated effectiveness in inhibiting tumor
growth and metastasis in vivo?. Moreover, a recent study identified CDCP1 as a suitable target for CAR T-cell-
based immunotherapy in pancreatic cancer®. Since treatments with either SRC or MAPK/ERK inhibitors have
been associated with poor tolerability in the clinic?’, CDCP1 targeting could represent an excellent alternative
therapeutic option. However, to the best of our knowledge, the role of CDCP1 in UC has not been well described,
and more studies to assess it are needed®.

Results

UC exhibits an elevated expression of CDCP1, which correlates with shorter overall survival in
UC patients. To assess the clinical relevance of CDCP1 in UC, we first performed immunohistochemistry
(IHC) staining of human CDCP1 on paraffin-embedded human bladder cancer samples based on the previously
described protocol'*. We examined a cohort of 147 specimens spanning from T1 to T4 stages (Table 1)**° and
stratified samples based on their membrane staining for CDCP1 into four groups (negative, weak, moderate and
strong). All groups with negative or weak staining intensity were classified as CDCP1-low, while moderate and
strong groups were classified as CDCP1-high (Fig. 1A). In line with previous results*®>!, CDCP1 expression was
negatively or weakly expressed in normal urothelium or normal adjacent tissue (NAT) (Supplementary Fig. 1).
A large portion of urothelial tumors at T1 and T2 stages were classified as negative/weak for CDCP1 (CDCP1-
low), while the 35% of T3 and 50% of T4 showed high expression levels of CDCP1 (CDCP1-high) (Fig. 1B). Of
note, levels of CDCP1 in muscular invasive bladder cancer (MIBC) stages (T2-T4) are significantly higher than
in the non-invasive stage (T1) (Fig. 1C). Most importantly, patients with CDCP1-high expression showed a
significant poorer outcome compared to patients with CDCP1-low expression levels (Log Rank mantel cox test
P <0.0001) (Fig. 1D). In parallel, we performed western blot and real-time PCR (RT-PCR) analyses (n=10 and
n =107 respectively) on additional UC frozen samples and the corresponding NAT. These analyses demonstrated
a robust increase of CDCP1 expression at protein and RNA levels in UC when compared to NAT (Fig. 1E,F).
Taken together, these data showed that CDCP1 is overexpressed in UC compared to normal tissues, and its
overexpression is associated with advanced UC and shorter overall survival (OS).

CDCP1 expression is elevated in advanced UC and enriched in Ba/Sq subtype. To gain further
insights about the expression of CDCP1 in UC, we analyzed CDCP1 expression in two publically available data
sets. The first, consisting of 405 tissue specimens of bladder cancer from the cancer genome atlas (TCGA), was
classified according to the consensus subtyping approach of muscle-invasive urothelial bladder cancer (MIBC)*.
In line with our previous results, we observed elevated levels of CDCP1 in UC compared to its NAT (Fig. 2A).
Importantly, we found that CDCP1 levels were strongly associated with the Ba/Sq subtype (Fig. 2B). This was
confirmed using a second data set, a single-cell-RNA-sequencing (scRNAseq) of human UC samples®. Indeed,
analysis of this dataset for cells annotated as epithelial origin revealed that expression of CDCP1 and that of
markers reported to be enriched in the Ba/Sq subtype, such as EGFR, KRT5 (CK5) and KRT14 (CK14), have
a high degree of co-localization (Fig. 2C). Thereafter, we performed IHC of CDCP1 on a well-established pro-
spectively recruited consecutive cohort of MIBC patients treated with radical cystectomy and adjuvant chemo-
therapy as previously described (Table 2)*%. The multivariate analysis on this cohort demonstrated that CDCP1
is not an independent variable for the prediction of patients” prognosis (Table 3). However, out of 184 analyzed
tumors 56% were positive for CDCP1 (Fig. 2D) and we found a strong association between CDCP1 protein
expression and the Ba/Sq subtype (Fig. 2E). This association with the Ba/Sq subtype of UC was further validated
using the Ba/Sq subtype markers CK5 and CK14* (Fig. 2F). Of note, the mRNA levels of CDCP1 reflected
the protein levels observed in this cohort (Fig. 2G) and were enriched in the Ba/Sq subtype (Kruskal Wallis:
P <000.1) (Fig. 2H). Together, these results confirm the association of CDCP1 expression with the aggressive
Ba/Sq UC subtype. Moreover, considering that several studies have already reported the association of CDCP1
with therapy resistance®, we questioned whether this protein has the same impact on MIBC. The OS of chemo-
treated patients expressing high CDCP1 levels is clearly reduced (Fig. 2I), suggesting that CDCP1 may be a
suitable marker for chemotherapy sensitivity and targeting CDCP1 could serve as a novel therapeutic strategy
to treat resistant patients.

Transgenic overexpression of CDCP1 induces proliferation in ex vivo mouse organoids and its
knockout inhibits proliferation and migration of UC cells. To model the effect of CDCP1 overex-
pression in UC, we exploited the previously generated transgenic mouse model for CDCP1 (CDCP1P¥S%*) and
established an ex vivo 3D organoids system that overexpresses CDCP1'%. Briefly, the bladder of 8 weeks old
male CDCP1PSM* mice was excised and dissociated into single cells, as previously described®*. Bladder cells
were infected with an adeno-Cre virus to induce the expression of CDCP1 and seeded in Matrigel (Fig. 3A). We
examined the effect of CDCP1 expression on the growth of bladder mouse organoids over two weeks. CDCP1
overexpression resulted in the formation of larger and morphologically distinctive organoids compared to the
controls (Fig. 3B). Quantification of the organoids area revealed a significant increase in their size when CDCP1
is overexpressed compared to the controls (Fig. 3C). At the molecular level, IHC analysis on mouse organoids
confirmed the expression of CDCP1 (Fig. 3D). Importantly, CDCP1 overexpressing organoids expressed high
levels of Ki67 and pERK (Fig. 3D). To further assess the relevance of these findings in human UC, we aimed to
perform CDCP1 knockout (KO) in CDCP1 expressing cells with the CRISPR/Cas9 method. Firstly, we screened
several UC cell lines for their CDCP1 expression. Western blot analysis indicated variable expression of CDCP1
among the tested UC cell lines (Supplementary Fig. 2A). Given the fact that CDCP1 expression was associated
with Ba/Sq subtype and it is highly expressed in the Ba/Sq SCaBER cells, we generated KO of CDCP1 in this cell
line (Fig. 3E). Interestingly, loss of CDCP1 in SCaBER cells reduced pAKT, pMEK and pERK1/2 levels (Fig. 3E
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Age

Average (range) 68 (38;94)

Sex N % of total
Female 46 25.7%
Male 132 74.3%
Primary tumor (location) N % of total
Control 31 19.0%
BCa 136 81.0%
Tumor stage N % of total
Control 31 -
min.pT1 38 26.0%
min.pT2 40 27.0%
min.pT3 45 31.0%
min.pT4 24 16.0%
Tumor type N % of total
Control 31 -
Non-muscle invasive (NMIBC) 38 26.0%
Muscle invasive (MIBC) 109 74.0%
Survival time (months)

Median (range) 50 (15 283)

CDCP1 level N % of total
Low 115 78.3%
High 32 21.7%

Table 1. Characterization of cohort 1.

and supplementary Fig. 2B). Functional analyses showed that CDCP1 depletion reduced both 2D and 3D prolif-
eration (Fig. 3F,G) and migration in this cell line (Fig. 3H). Interestingly, T24 and TCCSUP cells, which are con-
sidered non-type** **, showed a similar behavior to SCaBER when knocked out for CDCP1, with the exception
for the 2D proliferation (Supplementary Fig. 2C-F). Collectively, these results demonstrate that CDCP1 expres-
sion promotes UC proliferation, while its downregulation reduces proliferation and migration of UC cell lines.

Discussion

Despite the preponderance of studies identifying CDCP1 as a key contributor to oncogenic events in several
cancers®, the functional role of CDCP1 and its clinical relevance in UC remains poorly characterized. Only
two previous studies from the same laboratory indicate its involvement in BCa?>3!. Yang et al. showed that
N6-methyladenosine modified the mRNA levels of CDCP1 in response to chemical carcinogens, which pro-
moted CDCP1 translation. The same group also showed that CDCP1 is moderately or highly expressed in most
of the BCa samples (n=33) when compared to para-tumor controls and correlated CDCP1 expression with BCa
progression®’. In line with these results, the first part of our study demonstrated that CDCP1 is overexpressed in
UC when compared to NAT and is associated with MIBC. Moreover, the impact of elevated CDCP1 expression
in UC was investigated by Kaplan—Meier analysis, which indicated that patients expressing high levels of CDCP1
have significantly poorer OS (Fig. 1D).

In the second part of this study, we further explored the clinical relevance of CDCP1 in UC. Indeed, our
results obtained from three different data sets, showed significant enrichment of CDCP1 expression in the Ba/
Sq subtype (Fig. 2B,C,E,H). Since CDCP1 is reported to interact with the epidermal growth factor receptor
(EGFR)*®, whose activity is also associated with Ba/Sq tumors in BCa®” %, and a cross-talk between these two
proteins is already described in other tumor types®**~*!, further studies investigating the potential CDCP1/EGFR
cross-talk are needed. Such studies may show that a combinational therapy targeting CDCP1 and EGFR may be
effective for the treatment of Ba/Sq bladder tumors.

Another important clinical aspect presented by our study is the association of CDCP1 with therapy resistance,
which has been reported in breast and ovarian cancers® !> '8 Indeed, the OS of chemotherapy-treated patients
expressing high CDCP1 levels was clearly reduced, supporting the hypothesis that CDCP1 is involved in resist-
ance to first-line chemotherapy in UC.

To determine the oncogenic role of CDCP1 in UC, we took advantage of the previously generated mouse
model for CDCP1 overexpression in a Cre-dependent manner'2. Remarkably, CDCP1 overexpression in blad-
der organoids obtained from this mouse model resulted in larger and well-defined organoids compared to
the control groups (Fig. 3B,C). These preliminary results suggest that CDCP1 overexpression may support
oncogenesis in bladder urothelium. Additionally, these results encourage the development of a bladder-specific
CDCP1I-overexpressing transgenic mouse model to further analyze the oncogenic potential of CDCP1 in UC.
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Figure 1. UC exhibits elevated expression of CDCP1, which correlates with shorter overall survival in UC
patients. (A) Representative images of CDCP1-low and CDCP1-high tumors. (B) Percentage of patients
expressing low and high CDCP1 levels, divided by the tumor stage (T1, T2, T3, T4). The table indicates the
relative number of patients, which express low and high CDCP1 divided per tumor stage. (C) Column bar graph
comparing the expression of CDCP1 in NMIBC (T1) and MIBC (T2-T#4). Error bars indicate SD. *P <0.05.
Statistical test: two-tailed unpaired t test. (D) Kaplan-Meier survival analysis of UC patients stratified based

on the semi-quantitative expression of CDCP1 (CDCP1-low: negative, weak; CDCP1-high: moderate, strong).
***P <0.001. Statistical test: log-rank test. (E) Western blot analysis of CDCP1 and GAPDH expression on
representative tumor samples from patients presenting lesions at different stages (T1, T2, T3 and T4). CDCP1
tumor expression is compared with its expression in the NAT from the same patients. (F) Comparison between
the expression of CDCP1 in UC samples and NAT at the transcriptional level. Expression was quantified via
real-time quantitative PCR, and normalized to GAPDH. Error bars indicate SD. **P <0.01. Statistical test: two-
tailed unpaired t test.
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Figure 2. CDCP1 expression is elevated in advanced UC and enriched in Ba/Sq subtype. (A) Expressional
levels of CDCP1 in UC tissue compared to NAT. Data obtained from the TCGA BLCA data set. ****P <0.0001.
Statistical test: two-tailed unpaired t test. (B) Comparison of CDCP1 levels between the UC molecular subtypes
from TCGA BLCA data set. ***P <0.0001. Statistical test: one-way analysis of variance. (C) Visualization via
scRNAseq analysis of the expressional levels of CDCP1, and different Lu subtype molecular markers (FGFR3,
FOXA1, GATA3) and Ba/Sq subtype molecular markers (EGFR, KRT5, KRT14) in the UC cohort from Chen
et al., 2020. (D) Representative images of tumors from the MIBC TMA showing tumors with CDCP1-low

and CDCP1-high. Table showing the total number of MIBC tumors, CDCP1-low and CDCP1-high. (E)
Percentage of tumors from the MIBC TMA which show a low or high CDCP1 expression, clustered on the
base of the UC subtype. (F) Bar graphs indicating the expression of CK5 and CK14 in CDCP1-high tumors
compared to CDCP1-low tumors. The expression is evaluated by IHC in the MIBC TMA. Error bars indicate
SD. ****P <0.0001. Statistical test: two-tailed unpaired t test. (G) Transcriptional expression of CDCP1 (TPM:
transcripts per million reads) compared to CDCP1-low and CDCP1-high levels in the MIBC TMA confirming
the correlation between CDCP1 transcripts and protein levels. (H) CDCP1 TPM across the UC subtypes
showing the high expression of CDCP1 in the Ba/Sq subtype. Tumor samples are correspondent to the ones
from the MIBC TMA. (I) Kaplan-Meier survival analysis of UC patients treated with chemotherapy stratified
based on the semi-quantitative expression of CDCP1 (CDCP1-low: negative, weak; CDCP1-high: moderate,
strong). *P <0.05. Statistical test: Gehan-Breslow—Wilcoxon test.
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Age (years)

Average (range) 68,7 (37;91)

Sex N % of total
Female 46 25.0%
Male 138 75.0%
Primary tumor (location) N % of total
BCa 184 100.0%
Grading 2004/2016 N % of total
High grade 184 100.0%
Grading 1973 N % of total
G2 5 3.0%

G3 179 97.0%
Initial tumor stage N % of total
pT2 53 29.0%
pT3 88 48.0%
pT4 43 23.0%
PN-stage N % of total
NX 13 7.0%

pNO 118 64.0%
pN1 19 10.0%
pN2 34 18.0%
Adjuvant chemotherapy N % of total
No 139 76.0%

Yes 45 24.0%
Survival time (months)

Average (range) 37 (05 153,33)

CDCP1 level N % of total
Low 81 44.0%
High 103 56.0%
Molecular variant N % of total
Ba/Sq 87 47.0%
LumNS$S 2 1.0%
LumP 13 7.0%
LumU 15 8.0%
NE-like 6 3.0%
Stroma-rich 61 33.0%

Table 2. Characterization of cohort 2.

At the molecular level, we showed that CDCP1 depletion reduced MEK, ERK and AKT phosphorylation in
western blot analyses on SCaBER cells knocked out for CDCP1. The reliance of MAPK/ERK and AKT pathways
activation on CDCP1 expression in SCaBER suggests that this protein may play a crucial role in UC progression.
Indeed, it was previously reported that the activation of MAPK/ERK and AKT pathways increased tumor growth
and cancer cells motility® 2. Functional analysis performed with SCaBER cells showed that CDCP1 depletion
reduced their 2D and 3D proliferation and migration (Fig. 3EG,H). Altogether, these findings demonstrate that
the growth and migration abilities of SCaBER cells rely on CDCP1 expression, suggesting that Ba/Sq UC patients
could benefit from CDCP1-targeting therapies. Therefore, further studies validating the efficacy of CDCP1
inhibition are clearly encouraged.

Materials and methods

Patient cohort and case report. The study was approved by the ethical review board of the Medical Fac-
ulty of the University of Bonn (approval number: 036/08 and 093/12) and the Friedrich-Alexander-University
Erlangen-Niirnberg (approval number: 329_16B and 97_18Bc). The study was performed in accordance with
the Declaration of Helsinki. The study participants were anonymized before their specimens were included in
the study cohort. Informed consent was obtained for all the participants. In the first TMA, CDCP1 expression
was assessed from patient samples obtained via radical cystectomy or transurethral resection and provided by
the University Hospital of Bonn, including benign bladder urothelium and BCa with different stages of disease
(T1-T4) as previously described (Table 1)*> . In the second TMA, CDCP1 expression was assessed in a well-
characterized prospective homogenous MIBC cohort treated by radical cystectomy in conjunction with bilateral
lymphadenectomy in curative intent at the Department of Urology of the University Hospital of Erlangen?2.
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pN-stage summary 2.798 e+ 0.00159
pT-stage summary 1.64 +H++ 0.02293
L 0.908 ++ 0.12351
Resection margin 0.888 ++ 0.12938
Age 0.782 ++ 0.1653
Histology summary 0.771 ++ 0.16948
Gender 0.217 + 0.60618
CDCP1 low vs. high 0.148 0.71175
\Y% 0.007 0.98386
WHO 2016 grading - - -
‘Whole model

Number of events 95

Number of censorings 89

Total number 184

Difference 34.3554 68.7108 15 0
Full 412.6543

Reduced 447.0097

Parameter estimates

squamous]

CDCP1 low vs. high [low] 0.043 0.117 -0.18 0.28
pT-stage summary [pT2] -0.55 0.228 -1.02 -0.11
pT-stage summary [pT3] 0.057 0.153 -0.24 0.36
pN-stage summary [pN+] | 0.047 0.178 -0.3 0.4
PpN-stage summary [pNO] -0.677 0.187 -1.04 -0.31
Gender [female] 0.063 0.122 —-0.18 0.3
Age 0.013 0.01 -0.01 0.03
Resection margin [R1-R0] 0.29 0.281 -0.28 0.82
Resection margin [RX-R1] | 2.301 1.098 -0.66 4.1
L[1-0] 0.433 0.283 -0.12 1
V[1-0] 0.005 0.252 -0.5 0.49
Variant summary [neuroen- 1258 0512 0.08 215
docrine]

Variant summary [urothelial-

NOS] -0.505 0.209 -0.91 -0.08
Variant summary [urothelial{ _

sarcomatoid/rhabdoid] 0.022 0.286 -0.61 0.3
Variant summary [urothelial- ~0371 0253 0.87 012

Effect Wald tests

CDCP1 low vs. high 1 1 0.14 0.712
pT-stage summary 2 2 7.49 0.024
pN-stage summary 2 2 13.24 0.001
Gender 1 1 0.27 0.604
Age 1 1 1.89 0.169
Resection margin 2 2 6.48 0.039
WHO 2016 grading 0 0 0

L 1 1 2.34 0.126
v 1 1 0 0.984
Variant summary 4 4 8.54 0.074
Continued
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Risk ratios

Unit risk ratios

Age 1.01 0.99 1.03 0.9867414

Range risk ratios

High Low 0.92 0.712 0.58 1.45
Low High 1.09 0.712 0.69 1.74

pT3 pT2 1.84 0.069 0.96 3.69
pT4 pT2 2.83 0.006 1.34 6.16
pT4 pT3 1.54 0.087 0.94 252
pT2 pT3 0.54 0.069 027 1.05
pT2 pT4 035 0.006 0.16 0.75
pT3 pT4 0.65 0.087 0.4 1.07

pNO PN+ 0.48 0.009 0.28 0.83
PNX PN+ 1.79 0.131 0.83 3.66
PNX pNO 37 0.002 1.68 7.76
PN+ pNO 2.06 0.009 12 3.56
PN+ PNX 0.56 0.131 0.27 1.2
pNO PNX 0.27 0.002 0.13 0.6

Male female 0.88 0.606 0.55 1.44
Female Male 1.14 0.606 0.69 1.82

R1 RO 1.34 0.312 0.75 2.28
RX RO 13.34 0.074 0.7 76.53
RX R1 9.98 0.104 0.52 60.06
RO R1 0.75 0.312 0.44 1.33
RO RX 0.07 0.074 0.01 1.42
R1 RX 0.1 0.104 0.02 1.93

1 0 1.54 0.124 0.89 2.71
0 1 0.65 0.124 0.37 1.12

|

0 1.01 0.984 0.61 1.64
0 1 0.99 0.984 0.61 1.64

Urothelial-NOS Neuroendocrine 0.17 0.024 0.05 0.61
Urothelial-sarcomatotd/ Neuroendocrine 0.28 0.1 0.07 1.1
rhabdoid

Urothelial-sarcomatoid/ | 1, ¢hefial NOS 1.62 0.192 0.8 328
rhabdoid

Urothelial-squamous Neuroendocrine 0.2 0.038 0.05 0.73
Continued
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Risk ratios for variant summary

Levell /Level2 Risk ratio Prob>Chisq Lower 95% Upper 95%

Urothelial-squamous Urothelial-NOS 1.14 0.669 0.62 2.11

Urothelial-squamous Urothelial-sarcomatoid/ | ) 0.385 0.32 153
rhabdoid

Urothelial-variant histology | Neuroendocrine 0.2 0.038 0.05 0.74

Urothelial-variant histology | Urothelial-NOS 1.16 0.6 0.67 1.98

. . . Urothelial-sarcomatoid/

Urothelial-variant histology rhabdoid 0.71 0.365 0.35 1.46

Urothelial-variant histology | Urothelial-squamous 1.01 0.976 0.52 1.97

Neuroendocrine Urothelial-NOS 5.83 0.024 1.63 20.81

Neuroendocrine Urothelial-sarcomatoid/ 3.6 0.1 0.91 14.27
rhabdoid

Urothelial-NOS Urothelial-sarcomatoid/ |, ¢ 0.192 0.31 125
rhabdoid

Neuroendocrine Urothelial-squamous 5.1 0.038 1.36 19.11

Urothelial-NOS Urothelial-squamous 0.87 0.669 0.47 1.61

Urothelial-sarcomatoid/ | 1, elial-squamous 1.42 0.385 0.65 3.08

rhabdoid

Neuroendocrine Urothelial-variant histology | 5.05 0.038 1.36 18.76

Urothelial-NOS Urothelial-variant histology | 0.87 0.6 0.51 1.48

Urothelial-sarcomatoid/ . . .

rhabdoid Urothelial-variant histology | 1.4 0.365 0.68 2.88

Urothelial-squamous Urothelial-variant histology | 0.99 0.976 0.51 1.93

Table 3. Multivariate analysis for CDCP1I.

Immunohistochemistry. THC of CDCPI protein was performed on a VENTANA BenchMark ULTRA
autostainer (Ventana) according to an accredited staining protocol in a routine immunohistochemistry facility.
A polyclonal anti-CDCP1 primary antibody (#4115, rabbit polyclonal, Cell Signaling, Danvers, MA, US, dilu-
tion: 1:75) was used in this study. This antibody was previously used and validated in several other studies'"'>
17.21_ CDCP1 staining was evaluated by two experienced pathologists (OH and GK) and only specific membrane
expression of CDCP1 was assessed. Staining intensity was classified as negative (0), weak (1), moderate (2) and
strong (3). Negative and weak specimens were considered CDCP1-low, whereas moderate and strong staining
were considered CDCP1-high.

TCGA data analysis. Log2-transformed RSEM (RNA-Seq by Expectation Maximization) RNA sequencing
data (RNA-Seq v2) of CDCP1 generated by The Cancer Genome Atlas Research Network (TCGA, http://cance
rgenome.nih.gov/) were downloaded from the UCSC Xena browser (http://xena.ucsc.edu) for n=408 UC.

scRNAseq analysis. Data was downloaded as from Chen et al., 2020%, using their interactive Shiny R inter-
face. Analysis and dataset processing was performed using Seurat version 4.1.1 running on a mac OS version
12.2.1 (Monterey). Analysis was performed using standard Seurat dataset processing pipeline. In brief, data was
subsetted to include only cells annotated as “epithelial”. Data was visualised using the Nebulosa (version 1.4.0)
and scCustomize (version 0.7.0) packages (Table 2). The colour-blind friendly, perceptually uniform and ordered
“batlow” colour pallet was used via the R package scico (version 1.3.0). The figure was layed out using Adobe
Ilustrator version 24.1. Data availability: Publically available scRNAseq data was obtained from chen et al., 2020.
Code availability: Code to reproduce scRNAseq data can be found at https://github.com/Eomesodermin.

Cell culture and functional assays. The human UC cell lines used were purchased from ATCC (ATCC,
Manassas, VA, US). Cells were cultured in RPMI1640 (Thermo Fisher Scientific) supplemented with 10% FCS
(Thermo Fisher Scientific), 1% streptomycin/penicillin (10.000 units/ml Penicillin and 10.000 pg/ml Strepto-
mycin; Thermo Fisher Scientific) and 1% L-glutamine (200 mM; Thermo Fisher Scientific). For the spheroids
formation assay, cells were grown in 1.2% Methylcellulose (Sigma-Aldrich) at a density of 25 x 10° cells/mL as
hanging drops and incubated under standard culture conditions for 72 h. The diameter of the formed spheroids
was measured with Image J and spheroids volume was calculated with the formula V=4/3 x 1t x r*. For the
migration assay we put 20 x 10 cells on 24-well plate inserts and incubate for 12 h. We then fixed the cells with
PFA 4%, performed crystal violet assay and swapped the internal part of the insert's membrane to eliminate cells
which didn "t migrate. We finally counted the migrated cells on the external part of the membrane. For the estab-
lishment of the ex vivo organoids model, single cells from the bladder of male CDCP1P<'S'/* mice were isolated
as previously described??. Single cells were suspended (10° cells/mL) in DMEM, 10% FBS, 100 U/mL penicillin,
and 100 pg/mL streptomycin and infected with adenoviruses (rAAV2/1-CMV-GFP and rAAV2/1-CBA-Cre)
via spinoculation at 600*g, 1 h, 32 °C. Cells were then incubated for 1 h at 37 °C and 5% CO,. 10° cells were
suspended in 1 mL of Matrigel (Corning, New York, United States) and 40 pL drops were formed in pre-warmed
flat bottom 24-well plates. Matrigel drops were left 30 min to solidify at 37 °C and 5% CO, inverting the 24-well
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Figure 3. Transgenic overexpression of CDCP1 induces proliferation in ex vivo mouse organoids and its knockout inhibits
proliferation and migration of UC cells. (A) Schematic representation of the generation of mouse organoids. (B) Representative images
of the organoids generated from the C57BL/6 (WT) and transgenic (CDCP1) mice after 14 days of culture. The WT+virus and the
CDCP1+ virus conditions are transduced with the adeno-CRE virus. The WT and the CDCP1 conditions are processed as WT+ virus
and CDCP1+ virus in the absence of the adeno-CRE virus. WT, WT+ virus and CDCP1 conditions are all controls. (C) Quantification
of the approximate area of the organoids. Error bars indicate SD. ***P <0.001. Statistical test: one-way analysis of variance. (D)
Representative images of H&E and IHC (CDCP1, Ki67, p-ERK1/2) performed on the organoids. (E) Western blot analysis of CDCP1
and major downstream targets of CDCP1 signaling in SCaBER UC cell line (Ctrl) and its CDCP1~/~ counterpart (KO). (F) Relative
0.D (proliferation) change of the CDCP1 expressing SCaBER cells (Ctrl) compared to the CDCP1~~ (KO). Error bars indicate SD.
***P <0.001. Statistical test: two-tailed unpaired t test. (G) Representative images of the spheroids originated from the CDCP1+ (Ctrl)
and CDCP17~ (KO) SCaBER cells. Bar graphs show the quantification of the spheres volume. Error bars indicate SD. *P < 0.05.
Statistical test: two-tailed unpaired t test. (H) Migration fold change of CDCP1 expressing SCaBER (Ctrl) compared to the CDCP17/
(KO). Error bars indicate SD. ***P <0.001. Statistical test: two-tailed unpaired t test.
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plates and 500 pL of organoids media was added. Organoids were grown for 14 days and pictures were taken.
Organoids’ growth was defined by measuring height and length with Image ] and calculating the approximate
surface. Organoids were then collected and fixed in 4% PFA. For the crystal violet proliferation assay, 2,000 cells
were seeded per well in a 96-well plate. After overnight incubation, cells were treated and incubated for three to
seven days depending on the experiment. All conditions were run in triplicate wells. For staining, cells were fixed
with 37% paraformaldehyde for 10 min, then washed with distilled water and stained 0.05% crystal violet for
30 min. Cells were washed twice with distilled water and dried. 0.1% acetic acid was added per well to solubilize
the dye. Finally, the absorbance was measured at a wavelength of 570 nm. The mean values of the triplicate wells
were divided by a day zero control. Relative optical density (O.D) was normalized respect to the vehicle control.

Westernblot and IHC antibodies. For western blot the following antibodies were used: CDCP1 (#4115,
Cell Signaling, Danvers, MA, US), pMEK (#9154S, Cell signaling), MEK (#4694S, Cell signaling), pAKT
(#9271 T, Cell signaling), AKT (#29208S, Cell Signaling) pERK (#9102S, Cell Signaling), ERK (#4377, Cell Sign-
aling), GAPDH (#2118, Cell Signaling), B-actin (#A2228, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US). Some of the mem-
branes used for the western blot were cut prior to hybridization. For THC analysis, the following antibodies
were used: CDCP1 (#4115, rabbit polyclonal, Cell Signaling, 1:50), Ki67 (#MSK018, Zytomed, Berlin, Germany,
1:50), p-Erk1/2 (clone 197G2, rabbit monoclonal, Cell Signaling, 1:50), CK5 (clone XM26, mouse monoclonal,
Diagnostic BioSystems@, USA, dilution 1:50), CK14 (clone SP53, rabbit monoclonal, Cell Marque™, USA, dilu-
tion 1:40).

Quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (QRT-PCR). RNA was isolated
with TRIzol method (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA). qRT-PCR was performed using
TB Green’ Premix Ex Taq™ II (#RR82WR, TaKara, Kusatsu, Japan) on a Quant Studio 5 (applied biosystems,
Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA). The primer sequences used were as follow: CDCP1 (Invitrogen
Thermo Fisher, forward *TGGTTCCACCCCAGAAATGT*, reverse *GATGATGCACAGACGTTTTAT™),
GAPDH (Invitrogen Thermo Fisher Scientific, forward *CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC*, reverse *ACGACC
AAATCCGTTGACTC*).

CRISPR-CASY. A functional sgRNA was generated digesting pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) (#48139,
Addgene, Watertown, MA, US) with BbsI-HF (NEB, Ipswich, MA, US) and ligating a double-stranded DNA oli-
gonucleotide which targets the third exon of CDCP1 with T4 DNA ligase (NEB, Ipswich, MA, US). The double-
stranded oligonucleotide was obtained by annealing the following single-stranded oligonucleotides: hCDCP1_
KO_BS, 5'-AAACccgtggtcaggatcggaac-3; hCDCP1_KO_TS, 5-CACCgttccgatectgaccacgg-3'. After the ligation,
px459-CDCP17/"sgRNA plasmid was transfected in the cells using Lipofectamine™ 3000 (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific). After 2 days, the transfected clones were selected with a 4-days Puromycin treatment (0.6 pg/
mL) and expanded with a polyclonal approach to obtain stable cell lines.

Data availability
The datasets generated and/or analyzed during the current study are available from the corresponding author
on reasonable request.
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