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1    Zusammenfassung 
1.1  Zusammenfassung in deutscher Sprache 
Das Schilddrüsenkarzinom (SK) ist die häufigste bösartige endokrine 

Tumorerkrankung. Während das nicht-metastasierte und nicht-mutierte papilläre 

Schilddrüsenkarzinom (PSK) und das follikuläre Schilddrüsenkarzinom (FSK) eine 

gute Heilungschance aufweisen, zeigen die mutierten und metastasierten Varianten 

des PSK und FSK sowie das anaplastische Schilddrüsenkarzinom (ASK) weiterhin 

eine schlechte Prognose. Die Entwicklung von Therapieresistenzen stellen hierbei 

ein Hauptproblem in der Behandlung des fortgeschrittenen Schilddrüsenkarzinoms 

dar. 

In den letzten Jahren wurden in Studien zunehmend Tumor-initiierende Zellen (TIZ) 

beschrieben, welche eine kleine Subpopulation von Zellen mit der Fähigkeit zur 

Selbsterneuerung, Tumorinitiierung und Entwicklung von Therapieresistenzen von 

Tumoren darstellen. Die Existenz von TIZ wurde auch im SK nachgewiesen. Ein 

entscheidender Faktor für die Persistenz von TIZ ist die Hypoxie, welche über eine 

Veränderung des Tumormikromilieus und des Zellmetabolismus zur Entstehung von 

Therapieresistenzen beiträgt. Ein durch Hypoxie hochreguliertes Enzym ist die 

Carboanhydrase IX (CAIX). CAIX wird hauptsächlich von Tumorzellen exprimiert 

und katalysiert die Reaktion von Kohlendioxid zu Bicarbonat und einem Proton und 

trägt damit zur Säurepufferung der Tumorzelle bei. CAIX stellt somit einen 

entscheidenden Faktor für das Überleben von Tumorzellen in einem hypoxischen 

Milieu dar. Des Weiteren ist eine erhöhte Expression von CAIX mit einem schlechten 

Patienten-Outcome assoziiert, wie z.B. im Brustkrebs. Diese Eigenschaften machen 

CAIX zu einem attraktiven Angriffspunkt einer zielgerichteten Tumortherapie. Die 

vorliegende Studie hat zum Ziel, die Expression von CAIX sowie dessen biologische 

Rolle im Schilddrüsenkarzinom näher zu untersuchen.  

Hierzu wurden Proben von 114 SK-Patienten immunhistochemisch auf eine CAIX-

Expression untersucht und mit tumorfreiem Schilddrüsengewebe verglichen. Hierbei 

waren unterschiedliche SK-Subtypen vertreten. Für eine weitere Validierung der 

Expressionsdaten erfolgte die Auswertung eines Datasets von „The Cancer 

Genome Atlas“ (TCGA) mithilfe von cBioportal. Da die Hypoxie ein wichtiger Faktor 
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für die Persistenz von TIZ ist, wurde die CAIX-Expression in Tumorsphären, ein in 

vitro Nachweis von TIZ-Aktivität, mittels der Durchflusszytometrie bestimmt und mit 

der CAIX-Expression von Monolayern verglichen. Als SK-Zelllinien wurden BCPAP 

(PSK), FTC 133 (FSK) und 8505 C (ASK) verwendet. Anschließend wurde mithilfe 

der Polymerasekettenreaktion und Immunofluoreszenzfärbung untersucht, ob eine 

CAIX-Expression in den Tumorsphären mit der Expression von bereits bekannten 

Stammzellmarkern, u.a. NANOG, assoziiert ist. Die Unterschiede der CAIX-

Expression, nach Inkubation der Monolayer jeweils in Normoxie und Hypoxie, 

wurden mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Mithilfe eines genetischen CAIX-

Knockdowns sowie einer pharmakologischen Inhibition mit dem CAIX-Inhibitor 

Methazolamid (MZM) wurde die Tumorzellproliferation und -Sphärenbildung unter 

Normoxie und Hypoxie bestimmt. Zusätzlich wurde der Einfluss von MZM auf die 

Apoptose und den Zellzyklus untersucht.              

Immunhistochemische Färbungen der Gewebeproben von SK-Patienten zeigten, 

dass die CAIX-Expression sowohl im PSK und FSK als auch im ASK im Vergleich 

zum tumorfreien Schilddrüsengewebe erhöht war. Des Weiteren zeigte die klinisch-

pathologische Datenanalyse, dass eine erhöhte CAIX-Expression mit dem Auftreten 

von Lymphknotenmetastasen im differenzierten SK assoziiert war. Auch die Analyse 

des TCGA-Datasets bestätigte, dass eine erhöhte Expression der CAIX-mRNA mit 

einem fortgeschrittenen Tumorstadium, Fernmetastasen und mit einem kürzeren 

Gesamt-Überleben von SK-Patienten korrelierte. Die weiteren funktionellen in vitro 

Untersuchungen ergaben, dass die CAIX-Expression in den Tumorsphären im 

Vergleich zu Monolayern erhöht und mit einer erhöhten Expression von 

Stammzellmarkern assoziiert war. Ein genetischer CAIX-Knockdown und eine CAIX-

Inhibition mit MZM führten über eine Induktion der Apoptose und eines 

Zellzyklusarrests zu einer verminderten Tumorzellproliferation und Sphärenbildung.  

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass CAIX ein 

vielversprechendes Zielmolekül für eine gezielte Tumortherapie des 

fortgeschrittenen SK ist. Um diese Hypothese bestätigen zu können, sind jedoch 

weitere prospektive Analysen von Patientenproben sowie funktionelle in vivo 

Untersuchungen am SK nötig.  
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1.2  Zusammenfassung in englischer Sprache 
Thyroid cancer (TC) is the most common endocrine malignancy. The papillary 

thyroid cancer (PTC) and follicular thyroid cancer (FTC) are known to have a good 

prognosis. The metastasized or mutated subtypes of PTC, FTC and the anaplastic 

thyroid cancer (ATC) still show a poor prognosis. Development of therapy resistance 

is one of the main challenges in the treatment of aggressive TC subtypes.  

In recent years tumor-initiating cells (TIC), a small population of tumor cells with the 

ability to self-renew and to initiate tumor growth, are believed to play a crucial role in 

the tumor progression and therapy resistance. The existence of TICs was 

demonstrated in TC. One factor, that promotes the persistence of TICs, is hypoxia. 

Hypoxia is known to change the microenvironment and thus leads to an altered 

tumor cell metabolism and to the development of therapy resistance. One enzyme, 

that is induced by hypoxia, is the Carbonic-anhydrase IX (CAIX). Interestingly, CAIX 

is almost exclusively expressed in tumors. It catalyzes the conversion of carbon 

dioxid to bicarbonate and one proton. CAIX plays an important role in pH regulation 

and extracellular acidosis and thus in the survival of tumor cells in a hypoxic 

environment. Moreover, a strong CAIX expression has been associated with a poor 

patient outcome, e.g. in breast cancer.  Therefore, CAIX seems to represent a 

promising target in the treatment of cancers. The present study aimed to investigate 

the CAIX expression and its role in TC. 

For this purpose, immunohistochemistry was performed to examine the CAIX 

expression in TC tissues from 114 TC patients. The CAIX expression in TC tissues 

was compared with the CAIX expression in normal, non-tumorous thyroid tissues. 

Different TC subtypes were represented. For a further evaluation of CAIX in TC, TC 

data sets of TCGA were examined via cBioportal. As hypoxia is important for the 

persistence of TICs, CAIX expression was determined in tumorspheres using flow 

cytometry and compared with the CAIX expression in monolayers. The TC cell lines 

BCPAP (PTC), FTC 133 (FTC) and 8505 C (ATC) were used. Afterwards, 

polymerase chain reaction and immunofluorescence staining was performed to 

determine an association of the CAIX expression with stemness markers, e.g.  

NANOG. Further, the differences of the CAIX expression was investigated in 
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monolayers via flow cytometry after incubation in normoxic and hypoxic conditions. 

After a genetic knockdown and pharmacological inhibition of CAIX with 

Methazolamide (MZM), tumor cell proliferation and tumorsphere formation were 

determined in normoxia and hypoxia. The influence of MZM on apoptosis and cell-

cycle were also investigated. 

Immunohistochemistry of TC tissues revealed a significantly increased CAIX 

expression in PTC, FTC and ATC in comparison to the normal non-tumorous thyroid 

tissue. Further, the clinicopathological data showed that a higher CAIX expression 

was associated with lymph node metastasis. The analysis of TCGA data also 

demonstrated that a higher expression of CAIX-mRNA was associated with 

advanced tumor stages, metastasized TC and with a poor overall survival of TC 

patients. The in vitro analyses showed that the CAIX expression was increased in 

tumorspheres in comparison to monolayers and was associated with an increased 

expression of stemness markers. The genetic knockdown and pharmacological 

inhibition of CAIX with MZM led to a reduced tumor cell proliferation and tumorsphere 

formation by an induction of apoptosis and a cell-cycle arrest. 

In summary, our results indicate that CAIX represents a potential target for the 

treatment of advanced TC. However, in order to validate our results further 

investigations on TC patient samples and functional in vivo experiments are needed. 
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2    Abkürzungsverzeichnis 

ASK         anaplastisches Schilddrüsenkarzinom 

ATC         anaplastic thyroid cancer 

BRAF       v-RAF murine sarcoma viral oncogene homolog B1 

CAIX        Carboanhydrase IX (deutsch)/ Carbonic-anhydrase IX (englisch) 

DMSO      Dimethylsulfoxid 

FSK          follikuläres Schilddrüsenkarzinom 

FTC          follicular thyroid cancer 

HIF-1α     Hypoxia-Inducible Factor 1α 

MAPK      Mitogen-activated protein kinase 

MSK         medulläres Schilddrüsenkarzinom     
MTC         medullary thyroid cancer     
MZM         Methazolamid (deutsch)/ Methazolamide (englisch)  
OCT4       Octamer-binding transcription factor 4 

PI3K         Phosphoinositide 3-Kinase 
PROM1    Prominin 1 

PSK         papilläres Schilddrüsenkarzinom 

PTC         papillary thyroid cancer 

RET         Rearranged during transfection 

shRNA    short hairpin RNA 
SK           Schilddrüsenkarzinom 

TC            thyroid cancer 
TCGA      The Cancer Genome Atlas 

TIC           tumor-initiating cells 

TIZ           Tumor-initiierende Zellen 

VEGF       Vascular endothelial growth factor 
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3    Übergreifende Zusammenfassung  

3.1  Einleitung 
3.1.1  Das Schilddrüsenkarzinom und seine Subtypen 
Das Schilddrüsenkarzinom (SK) ist die häufigste bösartige endokrine 

Tumorerkrankung.1 Dabei hat die Inzidenzrate des SK in den letzten 30 Jahren 

zugenommen, was unter anderem auf den häufigeren Gebrauch von bildgebenden 

Verfahren, wie z.B. die Sonographie zurückzuführen ist. Hierbei stellt das SK oftmals 

einen Zufallsbefund dar.1 Das SK kann in verschiedene Subtypen unterteilt werden. 

Zu den häufigsten Subtypen gehören das papilläre Schilddrüsenkarzinom (PSK) mit 

einem Anteil von 70 bis 80 % und das follikuläre Schilddrüsenkarzinom (FSK) mit 

14 %.1 Diese beiden Subtypen entstehen aus den Zellen des Follikelepithels und 

gehören zu den differenzierten SK.2 Das PSK gilt dabei als das am wenigsten 

aggressive SK.1 Ein seltener Subtyp des SK mit einem Anteil von 2% ist das 

anaplastische Schilddrüsenkarzinom (ASK), welches sich auch aus den Zellen des 

Follikelepithels entwickelt.1,2 Das ASK ist im Gegensatz zu dem PSK und FSK 

undifferenziert.2 Das ASK gilt als der aggressivste Subtyp des SK, da es bereits in 

einem frühen Stadium in die umgebenen Lymphknoten metastasiert und  

Fernmetastasen bildet.1,2 Ein weiterer Subtyp des SK mit einem Anteil von 3 % ist 

das medulläre Schilddrüsenkarzinom (MSK). Dieses entsteht aus Calcitonin-

produzierenden parafollikulären C-Zellen und ist daher ein separater Subtyp.2 Das 

PSK und das FSK sind dafür bekannt, eine gute Prognose zu haben und können 

aus einer Kombination aus Operation und Radioiodtherapie gut behandelt werden.3 

Es gibt jedoch auch aggressivere Varianten dieser beiden SK-Subtypen. Das Tall-

Cell SK ist beispielsweise eine aggressivere Variante des PSK.4 Bei den 

aggressiveren Varianten des PSK ist bekannt, dass sie häufiger eine BRAF-

Mutation als andere SK-Subtypen vorweisen.4 Da es keine einheitlichen 

Diagnosekriterien für die aggressiveren Varianten des PSK gibt, wird z.B. das Tall-

Cell SK immer noch unterdiagnostiziert,5 wodurch betroffenen Patienten eine 

optimale Behandlung für das aggressive SK verwehrt bleibt.6 In den letzten Jahren 

wurden neue Therapieoptionen mittels Anti-Angiogenese-Multikinase Inhibitoren, 

wie z.B. Sorafenib (ein Tyrosinkinaseinhibitor) beim metastasierten PSK und FSK 
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entwickelt.7 Allerdings werden weiterhin Resistenzen gegenüber den Monotherapien 

beobachtet und zielgerichtete Tumortherapien sind limitiert.7 So entwickeln ca. 5 - 

15 % der Patienten mit einem differenzierten SK ein Rezidiv oder Metastasen, 

welche resistent gegenüber der Radioiodtherapie sind.8 Beispielsweise weisen 20 % 

der Tall-Cell SK eine Resistenz gegenüber der Radioiodtherapie auf.6 Aggressive 

SK wie z.B. das metastasierte FSK oder ASK haben weiterhin eine niedrige 5-

Jahresüberlebensrate von 10 %.9,10 Insbesondere das ASK ist bei Diagnose häufig 

inoperabel und weist eine hohe Resistenz gegenüber einer Radiatio und einer 

Chemotherapie auf.9,10 Daher versterben heutzutage immer noch die meisten 

Patienten mit einem ASK innerhalb des ersten Jahres nach Erstdiagnose.9,10 

 

3.1.2  Tumor-initiierende Zellen  
Zuletzt wurde in Studien gezeigt, dass Tumor-initiierende Zellen (TIZ) 

entscheidende Faktoren für die Entstehung und Progression eines Tumors sind 

sowie mit der Entwicklung von Therapieresistenzen assoziiert wurden. Hierbei 

präsentieren TIZ eine kleine Subpopulation von Tumorzellen, welche sich durch 

Stammzelleigenschaften wie einem starken Selbsterneuerungspotenzial und der 

Fähigkeit zur Tumorinitiierung auszeichnen.11-13 Mittlerweile gibt es einige Studien, 

die auf die Existenz von TIZ in unterschiedlichen SK-Subtypen wie im PSK, FSK und 

ASK hinweisen.14,15  

 

3.1.3  Hypoxie und dessen Einfluss auf das Tumormikromilieu 
Hypoxie gilt als einer der wichtigsten Einflussfaktoren auf das Tumormikromilieu und 

fördert die Persistenz von TIZ.16-18 Durch die Veränderung des Tumormikromilieus 

und die damit verbundene Modifizierung des Tumorzellmetabolismus trägt Hypoxie 

auch zur Entwicklung von Tumorresistenzen gegenüber herkömmlichen 

antitumoralen Therapien bei.19-21 Daher könnte die Bestimmung der regulatorischen 

Komponenten des Signalwegs von Hypoxie neue Therapieoptionen für die 

Behandlung von aggressiven SK-Subtypen aufzeigen. 
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3.1.4  Carboanhydrase IX und ihre Funktion in Tumoren 
Die Carboanhydrase IX (CAIX) ist ein Enzym, welches unter hypoxischen 

Bedingungen in Tumorzellen hochreguliert wird. Dieses wurde bereits in soliden 

Tumoren, wie z.B. im Brust- oder Blasenkarzinom, nachgewiesen.22-24 CAIX wird 

hierbei fast ausschließlich im Tumorgewebe exprimiert.24 Im normalen, tumorfreien 

Gewebe lässt sich CAIX nur im Gastrointestinaltrakt auf der basolateralen Membran 

von Enterozyten auf einem niedrigen Niveau vorfinden.25 Es gilt daher als einer der 

wichtigsten Marker eines hypoxischen Milieus.24 CAIX ist ein homodimeres 

Transmembran-Glycoprotein, welches die Reaktion von Kohlendioxid zu Bicarbonat 

und einem Proton katalysiert.24 Die katalytische Aktivität von CAIX trägt zur pH 

Regulation und zur extrazellulären Azidose bei. Die Expression von CAIX ist daher 

entscheidend für das Überleben von Tumorzellen unter hypoxischen 

Bedingungen.24,26-29 In klinischen Studien konnte dargelegt werden, dass die 

Überexpression von CAIX mit einem höheren Risiko für das Auftreten von 

Metastasen und einem schlechten Patienten-Outcome assoziiert ist. Dieses wurde 

z.B. im Blasen-, Brust- und Lungenkarzinom festgestellt.22,23,30 Im SK-Subtyp MTK 

konnte festgestellt werden, dass eine erhöhte CAIX Expression mit aggressiveren 

Subtypen und dem Auftreten loco-regionaler Metastasen assoziiert ist.31,32 Die 

Expression und pathophysiologische Rolle von CAIX im PSK, FSK und ASK konnte 

allerdings bisher noch nicht geklärt werden. 

 

3.1.5  Fragestellung und Ziele der Dissertation 
Ziel der vorgelegten Dissertation war die Untersuchung der Bedeutung von CAIX in 

der Progression des SK und ob CAIX ein potenzielles Zielmolekül zur Eliminierung 

von TIZ darstellt. Hierzu wurde die Expression von CAIX in primärem Tumorgewebe 

sowie in SK-Zelllinien, welche die Subtypen des PSK, FSK und ASK repräsentieren, 

untersucht. Es erfolgte die Validierung der Ergebnisse mithilfe eines The Cancer 

Genome Atlas (TCGA) Datasets. Des Weiteren wurde die Bedeutung von CAIX für 

das Zellüberleben im SK und die TIZ-Aktivität in vitro untersucht. 
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Die Ergebnisse dieser Dissertation sollen dazu beitragen, einen Einblick in die 

funktionelle Rolle von CAIX im SK zu geben und die Arbeit könnte somit CAIX als 

ein potenzielles Zielmolekül in der Therapie des SK hervorheben.  

 

3.2  Ergebnisse 
3.2.1  Expression der Carboanhydrase IX im Gewebe des Schilddrüsenkarzi-
noms 
Für die Untersuchung der CAIX-Expression im SK wurden immunhistochemische 

Färbungen von Tissue Microarrays, die Gewebeproben von PSK (n=64), FSK (n=36) 

und ASK (n=14) enthielten, vorgenommen und mit tumorfreiem Normalgewebe 

(n=18) der Schilddrüse verglichen. 96 % der SK-Gewebeproben wiesen eine CAIX-

Expression auf, wohingegen 78 % des Normalgewebes CAIX gar nicht exprimierten. 

Auch die Anfärbe-Intensität war bei den SK-Gewebeproben stärker im Vergleich 

zum tumorfreien Gewebe. Des Weiteren zeigten die klinisch-pathologischen Daten, 

dass eine erhöhte CAIX-Expression signifikant mit dem Auftreten von 

Lymphknotenmetastasen im differenzierten SK assoziiert ist. Ein Zusammenhang 

zwischen der CAIX-Expression und Tumorstadien konnte allerdings nicht festgestellt 

werden (siehe Schmidt et al., Fig. 1 und Supplementary Table S1). Zur weiteren 

Validierung der CAIX-Expressionsdaten wurden Datasets des SK des The Cancer 

Genome Atlas (TCGA) analysiert und die Höhe der CAIX-mRNA-Expression mit 

klinischen Parametern mithilfe von cBioportal korreliert. Die Datenanalyse ergab, 

dass 5 % der PSK und FSK eine starke Expression von CAIX-mRNA zeigen und 

eine hohe Expression vor allem in fortgeschrittenen Tumorstadien des SK 

vorgefunden wird. Zusätzlich konnte mithilfe der Kaplan-Meier Analyse festgestellt 

werden, dass Patienten mit einer hohen Expression der CAIX-mRNA ein kürzeres 

Gesamt-Überleben aufweisen als Patienten mit einer niedrigen CAIX-mRNA-

Expression (siehe Schmidt et al., Fig. 2). 

 

3.2.2  Erhöhte Carboanhydrase IX-Expression in Tumorsphären und Assozia-
tion von Carboanhydrase IX mit der Expression von Stammzellmarkern 
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Da in einigen Studien beschrieben wurde, dass die Hypoxie wichtig für die 

Persistenz von TIZ ist und CAIX ein Hypoxie-reguliertes Enzym repräsentiert, wurde 

die CAIX-Expression in Tumorsphären (im SK auch als Thyrosphären bezeichnet) 

im Vergleich zu Monolayern von SK-Zelllinien untersucht. Als SK-Zelllinien wurden 

BCPAP (PSK), FTC 133 (FSK) und 8505 C (ASK) verwendet. Hierbei zeigte sich, 

dass die Oberflächenexpression von CAIX in Thyrosphären im Vergleich zu der von 

Monolayern erhöht war. Des Weiteren war sowohl die mRNA- als auch die 

Proteinexpression von CAIX sowie der Stammzellmarker NANOG und Octamer-

binding transcription factor 4 (OCT4) in den Thyrosphären signifikant erhöht im 

Vergleich zu Monolayern der SK-Zelllinien (siehe Schmidt et al., Fig. 3 und 

Supplementary Table S2).   

 

3.2.3  Hypoxie induziert eine Carboanhydrase IX-Überexpression in Schild- 
drüsenkarzinom-Zellen 

Um die Auswirkungen von Hypoxie auf die CAIX-Expression der SK-Zellen 

bestimmen zu können, wurden die SK-Zelllinien in einer Hypoxiekammer mit 1 % 

Sauerstoff inkubiert und anschließend die CAIX-Expression bestimmt. Unter 

hypoxischen Bedingungen kam es zu einer Erniedrigung des pH-Wertes im 

extrazellulären Medium (pH = 6,61-6,91 unter Hypoxie vs. pH = 7,03-7,33 unter 

Normoxie). Des Weiteren konnte unter Hypoxie eine Induktion der CAIX-Expression 

in den SK-Zelllinien beobachtet werden. Hierbei zeigte FTC 133 die höchste CAIX-

Expression von allen 3 SK-Subtypen (siehe Schmidt et al., Fig. 4). 

 

3.2.4  Regulation der Tumorzellproliferation und Aktivität von Tumor-initiier-
enden Zellen durch Carboanhydrase IX 
Um die Funktion von CAIX in der SK-Zellproliferation und TIZ-Aktivität überprüfen 

zu können, wurde ein genetischer CAIX-Knockdown in den SK-Zelllinien BCPAP, 

FTC 133 und 8505 C mithilfe von 2 unabhängigen short hairpin RNAs (shRNA) 

durchgeführt. Als Kontrolle dienten Zellen der SK-Zelllinien, welche mit einer 

unspezifischen scramble-shRNA transduziert worden sind. Durch beide 

spezifischen shRNAs konnte die CAIX-Proteinexpression in allen 3 SK-Zelllinien 
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signifikant reduziert werden. Ein CAIX-Knockdown führte sowohl unter Hypoxie als 

auch unter Normoxie zu einer signifikanten Hemmung der Proliferation von SK-

Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen. Des Weiteren resultierte ein Knockdown von 

CAIX in einer verminderten Fähigkeit, Thyrosphären zu bilden im Vergleich zur 

Kontrolle. Dieses wurde insbesondere bei den Zelllinien BCPAP und 8505 C 

festgestellt. Unter hypoxischen Bedingungen verdeutlichte sich der inhibitorische 

Effekt vor allem auf die TIZ-Aktivität. Hier zeigte sich in allen 3 Zelllinien unter CAIX-

Knockdown eine stark reduzierte Entwicklung von Thyrosphären im Vergleich zur 

Kontrolle (siehe Schmidt et al., Fig. 5 und Supplementary Fig. S1).   

 

3.2.5  Inhibition von Carboanhydrase IX durch Methazolamid reduziert die 
Schilddrüsenkarzinom-Zellproliferation und Aktivität von Tumor-initiierenden 
Zellen in vitro durch eine Induktion von Apoptose 
Um die weiteren Effekte einer pharmakologischen CAIX-Inhibition auf das 

Tumorzellüberleben und die TIZ-Aktivität untersuchen zu können, wurden die SK-

Zellen mit 2 unterschiedlichen Konzentrationen (100 µM und 200 µM) des potenten 

Carboanhydrase-Inhibitors Methazolamid (MZM) inkubiert. Mit Dimethylsulfoxid 

(DMSO) behandelte SK-Zellen dienten als Kontrolle. Die CAIX-Inhibition führte zu 

einer signifikanten Reduktion der CAIX-Expression auf mRNA- und Proteinebene. 

Hierbei führte eine CAIX-Inhibition zur verminderten Zellproliferation im Vergleich 

zur Kontrolle in allen Zelllinien sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie. Des 

Weiteren kam es unter der CAIX-Inhibition zu einem Anstieg von apoptotischen 

Zellen in allen Zelllinien unter hypoxischen Bedingungen, wohingegen in Normoxie 

MZM nur bei den 8505 C-Zellen eine Apoptose induzierte. Um aufzuklären, wie MZM 

in Normoxie zu einer Reduktion der Zellexpansion von BCPAP und FTC 133-Zellen 

führt, jedoch ohne eine vermehrte Apoptose zu induzieren, wurde eine Zellzyklus-

Analyse durchgeführt. Diese zeigte unter normoxischen Bedingungen, dass nach 

der Behandlung mit MZM eine signifikante Reduktion der Zellen in der S-Phase des 

Zellzyklus stattfand und es somit zum Zellzyklus-Arrest kam. Zur Beurteilung der 

TIZ-Aktivität unter CAIX-Inhibition wurden Thyrosphären unter MZM-Behandlung 

angezüchtet. Hier zeigte sich nach 14 Tagen, dass 200 µM von MZM zu einer 
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signifikanten Reduktion der Thyrosphären-Anzahl führte, insbesondere bei BCPAP 

sowohl unter Normoxie als auch Hypoxie. Zusätzlich führte die Behandlung der SK-

Zellen mit MZM zu einer verminderten Größe der Thyrosphären in allen 3 Zelllinien 

(siehe Schmidt et al., Fig. 6 und Supplementary Fig. 2A und B).  

 

3.3  Diskussion 

Bisher wurden nur wenige Studien veröffentlicht, welche die CAIX-Expression und 

dessen funktionelle Rolle im SK untersucht haben. Untersuchungen zur 

funktionellen Rolle von CAIX in anderen Tumorentitäten, wie z.B. im malignen 

Melanom oder Mammakarzinom, haben bisher vielversprechende Ergebnisse 

geliefert.33,34 Daher war es das Ziel dieser Arbeit, CAIX funktionell im SK zu 

untersuchen und zu erfassen, ob CAIX auch eine entscheidende Rolle in der 

Pathogenese des SK spielt. Tatsächlich belegen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass 

CAIX ein potenzieller prognostischer Marker und ein potenzielles therapeutisches 

Zielmolekül in der Therapie des SK darstellt. Takacova et al. haben im SK die CAIX-

Expression untersucht. Hierbei demonstrierten Takacova et al. eine hohe CAIX-

Expression im MSK und ASK. Im Vergleich dazu, wies nur ein geringer Anteil des 

PSK und FSK eine CAIX-Expression auf. Dieses deutet auf eine funktionelle Rolle 

von CAIX in der Entwicklung der aggressiveren Tumorsubtypen des SK hin.32 Die 

Ergebnisse der aktuellen Arbeit zeigen hingegen, dass sowohl 100 % der ASK- 

sowie PSK-Gewebeproben als auch 86 % der FSK-Proben CAIX exprimierten. Auch 

Nahm et al. untersuchten die CAIX-Expression in einzelnen SK-Subtypen. Hierbei 

wurde beobachtet, dass CAIX und weitere an der Glykolyse beteiligte Proteine 

unterschiedlich in den einzelnen SK-Subtypen exprimiert wurden. So wurde eine 

hohe CAIX-Expression im MSK und im BRAFV600E-mutierten PSK detektiert, eine 

Korrelation zwischen der CAIX-Expression und dem Patienten-Outcome konnte 

jedoch nicht nachgewiesen werden.35 Die Ergebnisse dieses Projektes zeigen 

hingegen, dass die CAIX-Expression mit einem erhöhten Risiko zur Ausbildung von 

Lymphknotenmetastasen in differenzierten SK-Subtypen assoziiert war. Ähnliche 

Ergebnisse ergab die TCGA-Datenanalyse. Hier zeigte sich eine Korrelation 

zwischen einer hohen CAIX-mRNA-Expression und einem fortgeschrittenen 
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Tumorstadium. Des Weiteren korrelierte eine hohe CAIX-mRNA-Expression mit 

einem schlechten Gesamtüberleben der Patienten beim differenzierten SK. 

Zusammenfassend deutet dies auf eine Assoziation der CAIX-Expression mit einem 

aggressiven Tumorverhalten sowie einem fortgeschrittenen Tumorleiden im SK hin. 

Um diese Ergebnisse weiter validieren zu können, sind jedoch prospektive 

Untersuchungen der CAIX-Expression in größeren Patientenkohorten erforderlich.  

Als weiteres Ziel dieses Projekts wurde die pathophysiologische Rolle von CAIX im 

SK näher untersucht.  

Da es sich bei CAIX um ein Hypoxie-induziertes Enzym handelt, wurde in dieser 

Arbeit zunächst die Auswirkung von Hypoxie auf die CAIX-Expression untersucht. 

Unter hypoxischen Bedingungen konnte eine Induktion der CAIX-Expression in den 

SK-Zellen unterschiedlicher Subtypen festgestellt werden, wohingegen sich in der 

Normoxie nur eine geringe CAIX-Expression zeigte. Burrows et al. demonstrierten 

ebenfalls, dass unter Hypoxie HIF-1α (Hypoxia-Inducible Factor 1 α) und CAIX stark 

exprimiert wurden, insbesondere in ASK- und FSK-Zelllinien.36 

Mithilfe eines genetischen Knockdowns von CAIX konnte gezeigt werden, dass die 

SK-Zellproliferation unter Hypoxie nahezu vollständig gehemmt wurde, was auf die 

wichtige Rolle von CAIX in der durch Hypoxie induzierten Zellproliferation hindeutet. 

CAIX scheint jedoch nicht nur unter hypoxischen Bedingungen bedeutend zu sein, 

sondern auch in Normoxie. Denn auch unter Normoxie kam es zu einer verminderten 

Zellproliferation nach CAIX-Knockdown. Die Ergebnisse dieses Projekts legen nicht 

nur eine verminderte Zellproliferation nach CAIX-Knockdown dar, sondern auch 

nach einer pharmakologischen CAIX-Inhibition mit MZM wurde die Zellproliferation 

sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie signifikant reduziert. Des Weiteren 

zeigen unsere Ergebnisse, dass die Hemmung der Zellexpansion durch einen 

Zellzyklusarrest in Normoxie und durch eine Induktion der Apoptose in Hypoxie 

bedingt ist.  

Zuletzt wurde die CAIX-Bedeutung für die Tumorprogression in einigen Studien 

dahingehend hervorgehoben, dass eine CAIX-Expression nicht nur durch Hypoxie, 

sondern auch durch  Hypoxie-unabhängige Signalwege induziert werden 

kann.32,37,38 Takacova et al. beschreiben hierzu im MSK, dass über RET 
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(Rearranged during transfection) unabhängig von Hypoxie die Kinasen MAPK 

(Mitogen-activated protein kinase) und PI3K (Phosphoinositide 3-Kinase) aktiviert 

werden. Dieses führt zu einer HIF-1α-Expression, wodurch CAIX exprimiert wird.32 

Diese Hypoxie-unabhängige Induktion der CAIX-Expression konnte in mehreren 

Tumorzellmodellen, u.a. im Glioblastom, nachgewiesen werden.37,38 Somit ist CAIX 

auch direkt an der Tumorzellproliferation und -invasion über die Interaktion mit 

verschiedenen Signalwegen beteiligt. Unterstützt wird die Hypothese dadurch, dass 

die Unterdrückung oder pharmakologische Inhibition von CAIX zu einer Reduktion 

des Tumorzellwachstums sowohl in vitro als auch in vivo führt.26,39,40  

Zuletzt berichteten einige Studien über eine Subpopulation von Zellen, welche auch 

als TIZ bezeichnet werden und mit Stammzelleigenschaften assoziiert sind.41-43 

Diese speziellen Zellen weisen als Eigenschaften u.a. ein 

Selbsterneuerungspotenzial, Therapieresistenz und die Fähigkeit zur 

Tumorinitiierung auf.43 TIZ werden daher als entscheidender Faktor in der 

Entstehung einer Tumorprogression oder eines Tumorrezidivs betrachtet. Morrison 

et al. zeigte, dass TIZ, wenn sie unter nicht-anhaftenden, serum-freien Bedingungen 

gezüchtet werden, aufgrund ihrer Fähigkeit zur Selbsterneuerung bzw. 

asymmetrischen Zellteilung drei-dimensionale Sphären ausbilden. Mithilfe der 

Sphärenbildung können TIZ in vitro nachgewiesen und ihre Frequenz in einer 

Tumorzellpopulation bestimmt werden.43 Interessanterweise berichteten Studien 

auch darüber, dass CAIX mit Stammzelleigenschaften in soliden Tumoren assoziiert 

ist.44,45  Soweit uns bekannt ist, zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit zum ersten Mal, 

dass eine CAIX-Expression mit Stammzelleigenschaften in SK-Zellen assoziiert ist. 

So ließen sich sowohl eine erhöhte CAIX-Expression als auch eine erhöhte 

Expression der Selbsterneuerungs- und Pluripotenz-Marker NANOG46 und OCT447 

sowie des TIZ-Markers Prominin 1 (PROM1)48 in Thyrosphären im Vergleich zu 

Monolayern nachweisen.   

So war ein weiteres Ziel dieser Arbeit, den Einfluss von CAIX auf die TIZ-Aktivität 

und damit auf die Stammzelleigenschaften in den SK-Zellen zu untersuchen. Andere 

Studien zeigten, dass die Hypoxie und CAIX mit einer erhöhten Expression von 

Stammzellmarkern assoziiert ist. Dieses wurde im Melanom44, Mammakarzinom45 
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und im Gliom49 nachgewiesen. In Melanom-Zellen resultierte die Inkubation unter 

hypoxischen Bedingungen in einer verstärkten Expression von CAIX und den 

Stammzellmarkern PROM1, NANOG und OCT4.44 Des Weiteren wurden verstärkt 

TIZ gebildet, was mit einer stärkeren Bildung von Tumorsphären belegt werden 

konnte.44 Ledaki et al. gehen sogar davon aus, dass CAIX die Transkription von 

Stammzell-typischen Genen reguliert, was zu einer Selbsterneuerung und Invasion 

von Tumorzellen führt.45 Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen nicht auf eine 

Förderung der TIZ-Aktivität durch CAIX schließen. Unsere Ergebnisse zeigen 

jedoch, dass die CAIX-Inhibition zu einer Reduktion der Tumorzellproliferation und 

der Stammzellfähigkeit, Sphären zu bilden, führt. Dies zeigt, dass CAIX mit 

Stammzelleigenschaften von SK-Zellen assoziiert und wichtig für das Überleben von 

SK-Zellen und insbesondere von TIZ ist.  

Ähnlich zu den Ergebnissen dieser Studie konnte auch in anderen soliden Tumoren, 

wie im Mamma- oder Zervixkarzinom, festgestellt werden, dass eine CAIX-Inhibition 

die Expansion und Funktion der TIZ beeinträchtigt.33,50,51  

Zum aktuellen Zeitpunkt sind keine selektiven CAIX-Inhibitoren im klinischen 

Gebrauch. Daher wurde für diese Studie der unselektive Carboanhydrase-Inhibitor 

MZM, ein Sulfonamid-Derivat, verwendet.52,53 MZM wird zur Therapie des Glaukoms 

und der Höhenkrankheit eingesetzt.52,54 In Studien konnte auch dessen 

inhibitorische Wirkung auf CAIX nachgewiesen werden.52,54,55 Im Pankreaskarzinom 

wurde die Wirkung von MZM alleine und in Kombination mit Gemcitabin auf das 

Tumorwachstum in vitro und in vivo getestet. Hierbei konnte eine stärkere Inhibition 

des Tumorwachstums nach Behandlung mit MZM zusammen mit Gemcitabin als 

nach Behandlung mit MZM alleine nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte in 

vivo demonstriert werden, dass sowohl MZM alleine als auch die 

Kombinationstherapie die VEGF (Vascular endothelial growth factor)-Expression 

reduzierten. Damit konnte belegt werden, dass MZM auch eine hemmende Wirkung 

auf das Tumor-Gefäßwachstum hat.56 Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass 

eine Therapie mit MZM in Kombination mit der Standardtherapie vielversprechende 

Ergebnisse hervorbringen könnte. Andere Studien hemmten die CAIX-Aktivität mit 

neuen niedermolekulare Inhibitoren.53,57 Lock et al. verwendeten niedermolekulare 
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CAIX-Inhibitoren und behandelten damit Mammakarzinomzellen. Dies führte zu 

einer Reduktion der Tumorsphären-Formation unter hypoxischen Bedingungen.33 

Ein aktuell in vielen neueren Studien verwendeter niedermolekularer selektiver 

CAIX-Inhibitor ist SLC-0111.34,55,58,59 Peppicelli et al. wiesen eine signifikante 

Reduktion der Tumorsphären-Formation von Melanom-Zellen nach Inhibition von 

CAIX mit SLC-0111 nach.34 In einer Phase 1-Studie wurde bereits die Sicherheit von 

SLC-0111 bei Patienten mit einem fortgeschrittenen soliden Tumorleiden 

untersucht, wenn auch nur bei einer geringen Anzahl an Studienteilnehmern. Hierbei 

konnte eine gute Verträglichkeit von SLC-0111 nachgewiesen werden.58 Des 

Weiteren wird aktuell SLC-0111 in Kombination mit Gemcitabin in einer Phase Ib-

Studie bei Patienten mit einem CAIX-positiven Pankreaskarzinom untersucht 

(NCT03450018).59 

Die Ergebnisse der hier vorgelegten Studie deuten darauf hin, dass die zielgerichtete 

CAIX-Inhibition die Tumorprogression und Selbsterneuerungsfähigkeit von SK-

Zellen reduziert. Jedoch sind in vivo Untersuchungen notwendig, um die erzielten in 

vitro Ergebnisse validieren zu können.  

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass CAIX ein wichtiger Faktor im 

Überleben und der TIZ-Aktivität von SK-Zellen ist. Damit stellt CAIX einen 

vielversprechenden Marker für die Tumorprognose und ein potenzielles Zielmolekül 

für die Therapie des SK dar. Die Standardtherapie des fortgeschrittenen SK in 

Kombination mit CAIX-Inhibitoren könnte aussichtsreiche Ergebnisse liefern.  
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Carbonic-anhydrase IX expression is increased in thyroid cancer tissue and 
represents a potential therapeutic target to eradicate thyroid 
tumor-initiating cells 
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A B S T R A C T   

The expression of Carbonic-anhydrase IX (CAIX) in thyroid cancer (TC) subtypes was determined and its role in 
cancer cell growth and tumor-initiating cells (TICs) investigated. Immunohistochemistry in 114 TC patients 
revealed that CAIX expression was increased in tumor specimens of papillary, follicular and anaplastic TCs 
compared to normal thyroid tissue. Clinicopathological data indicated that lymph node metastases were more 
frequent in patients with high CAIX expression. The Cancer Genome Atlas database analysis demonstrated that a 
strong CAIX-mRNA expression was associated with advanced tumor stages and poor survival in TCs. In TC cell 
lines, CAIX expression was elevated in tumorspheres compared to monolayer cultures and was associated with an 
increased expression of stemness markers. Genetic knockdown or pharmacological inhibition of CAIX suppressed 
cell proliferation and the TIC ability to form tumorspheres by an induction of apoptosis and cell-cycle arrest. 
These findings suggest CAIX as a potential prognostic marker and a therapeutic target for thyroid cancer.   

1. Introduction 

Thyroid cancer (TC) is the most common endocrine malignancy with 
increasing incidence rates in recent years (Nguyen et al., 2015). The 
majority of thyroid cancers arises from follicular epithelial cells and 
belongs to the subtype of papillary thyroid carcinoma (PTC) and 
follicular thyroid carcinoma (FTC) (Fagin and Wells, 2016). Anaplastic 
thyroid cancer (ATC) also derives from follicular cells, but represents a 
rare and undifferentiated subtype accounting for only 2% of all thyroid 
cancers (Fagin and Wells, 2016; Nguyen et al., 2015). Medullary thyroid 
carcinoma (MTC) originates from calcitonin-producing parafollicular C 
cells and thus represents a separate subtype (Fagin and Wells, 2016). 

Although most cases of PTC and FTC are associated with a good prog
nosis and can be treated by surgical resection in combination with 
radioactive iodine therapy (RAI), some histological subtypes are asso
ciated with poor prognosis, e.g. tall-cell variant (TCV) of PTC (Xing 
et al., 2005). These aggressive variants of PTC show higher BRAF mu
tation prevalence than other thyroid cancers (Jin et al., 2021). Due to a 
lack of unanimous diagnostic criteria for PTC variants, discrepancies in 
the diagnosis of mainly TCV still exist (Hernandez-Prera et al., 2017), 
resulting in a suboptimal treatment of affected patients (Coca-Pelaz 
et al., 2020). 

Despite some progress in the treatment of metastatic PTC and FTC by 
the introduction of anti-angiogenic multikinase inhibitors (e.g. Sor
afenib), resistance to current monotherapies is frequently observed and 
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advanced targeted therapies are limited (Nucera, 2016). Approximately, 
5–15% of patients with differentiated thyroid cancer will develop 
recurrence or metastases showing resistance to RAI and thus poor 
prognosis (Worden, 2014), e.g. almost 20% of TCV are resistant to RAI 
(Coca-Pelaz et al., 2020). Aggressive thyroid cancer subtypes like FTC 
with metastases or ATC, still demonstrate a low 5-year survival rate of 
about 10% and patients with ATC usually succumb to their disease 
within a year after diagnosis regardless of the treatment modalities 
(Kaatsch et al., 2017; Saini et al., 2018). 

In this context, current findings imply that tumor-initiating cells 
(TICs) are principle key drivers in tumor growth and therapy resistance. 
TICs represent a small subpopulation of cancer cells which are charac
terized by a strong self-renewal potential and the ability to initiate and 
promote tumor growth (Bhatia, 2014; Croker and Allan, 2008; Qure
shi-Baig et al., 2017). Meanwhile, several reports have been published 
pointing to the existence of TICs in different thyroid cancer subtypes 
(Mitsutake et al., 2007). Hypoxia, as one of the most important features 
of the tumor microenvironment, is considered to particularly promote 
the persistence of TICs (Li et al., 2009; Mathieu et al., 2011; Ullmann 
et al., 2016). This is notable, since hypoxia contributes to therapy 
resistance by altering cancer cell metabolism (Gray et al., 1953; Muz 
et al., 2015; Rohwer and Cramer, 2011). Therefore, determining regu
latory components of the signaling pathway of hypoxia might lead to 
new therapy options in the treatment of aggressive thyroid cancer 
subtypes. 

The Carbonic-anhydrase IX (CAIX) is up-regulated by hypoxia as 
shown in solid cancers (Chen et al., 2018; Klatte et al., 2009; Supuran, 
2012). Quite interestingly, CAIX is almost exclusively expressed in 
tumor tissue, and therefore considered one of the most prominent 
markers pointing to a hypoxic environment (Supuran, 2012). CAIX 
represents a homodimeric transmembrane glycoprotein which catalyzes 
the conversion of carbon dioxide to bicarbonate ions and protons 
(Supuran, 2012). This catalytic activity plays an important role in pH 
regulation and extracellular acidosis, which is critical for survival of 
tumor cells under hypoxia and acidosis (Chiche et al., 2009; Li et al., 
2011; Supuran, 2012; Švastová et al., 2004; Swietach et al., 2007). 

Different clinical studies have shown that overexpression of CAIX is 
associated with a higher risk of metastatic spread as well as a poor pa
tient outcome, e.g. in bladder (Klatte et al., 2009), breast (Chen et al., 
2018) and lung cancer (Kon-no et al., 2006). Studies on thyroid cancer 
have indicated that CAIX expression may lead to more aggressive sub
types and loco-regional metastases in MTC (Koperek et al., 2011; 
Takacova et al., 2014). However, the relevance of CAIX expression and 

its role in PTC, FTC or ATC progression have not yet been elucidated. 
This study aimed to investigate the role of CAIX in TC. Based on 

clinical tissue samples and tumor cell lines reflecting the papillary, 
follicular and anaplastic cancer subtype, the expression of CAIX was 
determined at the tissue and cellular level. Analysis of The Cancer 
Genome Atlas (TCGA) database was used to measure the correlation of 
CAIX expression with clinicopathological characteristics. Additionally, 
the relevance of CAIX for thyroid cancer cell survival and TIC activity 
was investigated in vitro. 

2. Materials and methods 

2.1. Immunohistochemistry of tissue microarrays 

Tissue microarrays (TMAs) (TH8010a-2-BX, TH208-BX) were pur
chased from US Biomax (Derwood, USA). Slides are composed of human 
normal and thyroid cancer tissue cores (papillary, follicular and 
anaplastic carcinoma). All tissue samples were obtained from patients 
undergoing primary thyroid resection, thus representing untreated 
tumor specimens. TH8010a-2-BX contained 80 cases with a single core 
of 1.5 mm per case. Each core represents 1 analyzed sample. TH208-BX 
microarray contained 60 cases, all were triplicated cores of 1 mm 
diameter per case. Each 3 cores analyzed from same case equals the 
mean of the staining per case. 

Slides were deparaffinized and antigen retrieval was performed by 
2100 Antigen Retriever (Aptum Biologics, Southampton, UK) using R- 
Universal buffer (Aptum Biologics). Subsequently, slides were stained by 
using anti-human CAIX-antibody (1:200; clone: 2D3, Abcam, Cam
bridge, UK) for 1 h at room temperature. Multiview (mouse-HRP/rabbit- 
AP) IHC kit (Enzo Life Sciences, Lörrach, Germany) was used to detect 
immunoreactivity of mouse antibodies according to manufacturer’s in
structions. CAIX was visualized using DAB (3,3′-Diaminobenzidine) 
chromogen (brown). Tissues were counterstained with hematoxylin for 
nuclear staining and evaluated with Zeiss Microscopy (Axio Observer 
Z1, Jena, Germany) by two independent investigators, blinded to his
topathological and clinical data. CAIX expression was scored by 
assessing the percentage of positive CAIX stained cells. Cytoplasmic and 
membranous staining was determined and scored as follows: 0 = no 
staining, 1 = weak staining with <10% CAIX-positive tumor cells, 2 =
weak-moderate staining with 10–30% CAIX-positive tumor cells, 3 =

moderate staining 30–70% CAIX-positive tumor cells, 4 = strong 
staining with 70–90% CAIX-positive tumor cells and 5 = very strong 
staining with >90% CAIX-positive tumor cells. 

Abbreviation 

7-AAD 7-Aminoactinomycin D 
ΔΔCt delta-delta cycle threshold 
ABCG2 ATP-binding cassette super-family G Member 2 
AJCC American Joint Committee on Cancer 
ATC anaplastic thyroid cancer 
BRAF Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B 
CAIX Carbonic-anhydrase IX 
Ct cycle threshold 
DAB 3,3′-Diaminobenzidine 
DAPI 4′,6-diamidino-2-phenylindole 
DMSO Dimethyl Sulfoxide 
DSMZ German Collection of Microorganisms and Cell Cultures 

GmbH 
ECACC European Collection of Authenticated Cell Cultures 
FTC follicular thyroid cancer 
GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
GOI gene of interest 

MAPK mitogen-activated protein kinase 
MFI mean fluorescence intensity 
MOI multiplicity of infection 
MTC medullary thyroid cancer 
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide 
MZM Methazolamide 
OCT4 Octamer-binding transcription factor 4 
PI3K Phosphoinositide 3-kinase 
PROM1 Prominin 1 
PTC papillary thyroid cancer 
RAI radioactive iodine therapy 
RET rearranged during transfection 
STR short tandem repeat 
TC thyroid cancer 
TCGA The Cancer Genome Atlas 
TCV tall-cell variant 
TIC tumor-initiating cell 
TMA tissue microarray  
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2.2. Analysis of TCGA expression data and clinical correlations 

The Cancer Genome Atlas data sets for thyroid cancer (THCA) were 
retrieved using cBioPortal for Cancer Genomics (https://www.cbiopo 
rtal.org/). Data contained CAIX mRNA expression levels combined 
with clinical characteristics. Data were generated for papillary and 
follicular thyroid cancer. TCGA data sets for anaplastic thyroid cancer 
were not available. mRNA expression levels were normalized by the 
DESEQ2 variance stabilization method and adjusted to z-score 
compared to the expression distribution of all samples (log RNA Seq V2 
RSEM). Analysis was performed after dividing the patients into high (z- 
score threshold >1.5) and low expression groups. 

2.3. Cell lines and cell culture 

Three human thyroid cancer cell lines derived from a poorly differ
entiated PTC (BCPAP), follicular thyroid carcinoma (FTC 133) and 
anaplastic thyroid cancer (8505 C) were used in our experiments. 
BCPAP and 8505 C were purchased from German Collection of Micro
organisms and Cell Cultures GmbH (DSMZ, Braunschweig, Germany), 
both were cultured in RPMI 1640. FTC 133 was purchased from the 
European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC) (Sigma 
Aldrich, Taufkirchen, Germany) and cultured in DMEM/F-12. HEK293T 
and NIH3T3 cell lines were provided by M.A. Rieger and cells were 
cultured in DMEM/-F12. All media were purchased from Gibco Fisher 
Scientific (Schwerte, Germany) and were supplemented with 10% fetal 
bovine serum (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), 2% of 1M 
Hepes (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) and 100 μg/ml Gentamycin sul
fate (Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, Germany). Authentication 
of BCPAP and 8505 C was performed by short tandem repeat (STR) 
genotyping (Leibnitz-Institute DSMZ) and FTC 133 was authenticated by 
ECACC. Cells were grown in a humidified 5% CO2 incubator. Exposure 
to hypoxia was undertaken by incubating cells in a sealed hypoxic 
incubator (BioSpherix Xvivo System Model X3, Parish, USA) with a gas 
mixture of 1% O2, 94% N2 and 5% CO2. All cell lines were mycoplasma 
free during the course of the experiment. All experiments were per
formed using cell lines which had been passaged <25 times. 

2.4. Tumorsphere formation assay 

The ability of cells to form tumorspheres (referred to as thyrospheres 
in the case of thyroid cells) has been associated with the stemness of 
cancer cells (Amaral et al., 2017; Bahmad et al., 2018; Morrison et al., 
2012). To determine this TIC activity of thyroid cancer cell lines a 
tumorsphere formation assay was performed. Cells were seeded in 
ultra-low attachment 24-well plates (Corning Incorporated, Corning, 
USA) and cultured in Cancer Stem Cell Medium (PromoCell, Heidelberg, 
Germany). Spheres with a diameter of >50 μm were counted. Plates 
were scored microscopically after 14 days. 

2.5. Detection of CAIX surface expression by flow cytometry 

Monolayers and thyrospheres were detached with Accutase (Sigma- 
Aldrich) to achieve single cell suspension prior to staining. Cells were 
incubated with an APC-conjugated CAIX-antibody (clone 303123, R&D 
Systems, Minneapolis, USA) or a mouse isotype control (R&D Systems) 
and subsequently analyzed by FACSCanto II flow cytometry (BD Becton 
Dickinson, Heidelberg, Germany). 

2.6. Quantitative polymerase chain reaction 

RNA was isolated from monolayers and thyrospheres using RNeasy 
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to manufacturer’s in
structions. First strand cDNA was synthesized using 250 ng of RNA with 
iScript RT Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). RT-qPCR 
was performed using iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad 

Laboratories) and gene specific primers (CAIX, PROM1, NANOG, OCT4, 
ABCG2, GAPDH; Bio-Rad Laboratories) according to manufacturer’s 
protocol. PCR runs were performed in MX3005p (Stratagene, San Diego, 
USA). The thermal cycles were as follows: 1 cycle of polymerase acti
vation and DNA denaturation at 95 ◦C for 30 s, followed by 40 cycles at 
95 ◦C for 5 s and annealed/extended at 60 ◦C for 30 s, ended by a melting 
curve analysis for the verification of the specificity of amplification and 
the lack of primer dimers at 95 ◦C with 0.5 ◦C increments for 5 s each 
step. GAPDH was used as reference gene. RNA levels were normalized 
with GAPDH and calculated in relative quantification as delta-delta 
cycle threshold (ΔΔCt, relative fold change in gene expression). 

2.7. Immunofluorescence 

Tumor cell monolayers were grown in 8-well Falcon chamber slides 
(Corning Incorporated) or harvested thyrospheres were transferred on 
SuperFrostPLUS™ adhesion slides (Thermo Fisher Scientific). Cells were 
fixed, permeabilized with 0.5% Triton X-100 in PBS (Gibco Fisher Sci
entific) without Ca2+ and Mg2+ and blocked with 1% BSA in PBS (Gibco 
Fisher Scientific) without Ca2+ and Mg2+. Slides were stained by using 
APC-conjugated anti-CAIX (clone 303123, R&D Systems), PE- 
conjugated anti-OCT4 (clone 3A2A20, BioLegend, San Diego, USA) 
and Alexa Fluor 488-conjugated anti-NANOG (clone 23D2-3C6, Bio
Legend) antibodies. Isotype control antibodies were used to differentiate 
non-specific background signal. Cells were mounted with Anti fading-kit 
with DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole, Thermo Fisher Scientific) 
and visualized microscopically using Axio ObserverZ1 (Zeiss 
Microscopy). 

2.8. Measurement of extracellular pH 

Changes in pH-value were measured in cells that were cultured under 
normoxia or hypoxia for 72 h. Media were collected and pH was 
measured immediately by a pH-meter (Sartorius, Göttingen, Germany) 

2.9. Knockdown of CAIX by shRNA constructs 

For the knockdown of CAIX, two shRNAs targeting CAIX (shCAIX-1: 
5′-CCGGGATCTACCTACTGTTGAGGCTCTCGAGAGCCTCAACAGTAGG 
TAGATCTTTTT-3’; and shCAIX-2: 5′CCGGCAGCCGCTACTTCCAATAT 
GACTCGAGTCATATTGGAAGTAGCG GCTGTTTTT-3′) were cloned into 
a third generation self-inactivating HIV-1 based lentiviral vector system 
on the backbone of pLKO.1 (kindly provided by M.A. Rieger), in which 
the puromycin resistance cassette was replaced by an open reading 
frame for a nuclear membrane bound TdTOMATO. Hairpin oligonucle
otides for shRNA cloning were designed and synthetically produced by 
Thermo Fisher Scientific. Lentiviral packing was carried out as described 
previously (Naldini, 1998; Thalheimer et al., 2014). Transfection was 
performed using Lenti-vpak packaging kit (OriGene Technologies, Her
ford, Germany) and HEK293T cells according to the manufacturer’s 
protocol. Viral titers were determined by transduction of NIH3T3 cells 
with different concentrations of virus supernatant. 25,000 cells of 
BCPAP, FTC 133 and 8505 C were seeded per well in a 24-well plate and 
infected with lentivirus particles in complete medium at a multiplicity of 
infection (MOI) of 5. Cells were harvested for subsequent assays 72 h 
after transduction unless otherwise stated. Transduction efficiency was 
monitored by detecting red fluorescent protein (tdTOMATO) via flow 
cytometry. Only cells with a transduction efficiency over 80% were used 
for the assays. Effects of the CAIX knockdown were evaluated via cell 
proliferation 72 h after transduction and tumorsphere formation ca
pacity 14 days after transduction. All experiments were performed 
under hypoxic and normoxic conditions. 

2.10. Protein expression by Wes™ system 

For protein extraction, lentiviral transduced cells were lysed with 
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M-PER Mammalian extraction reagent on ice and supplemented with 
Pierce Protease and Phosphatase Inhibitor Mini Tablets (Thermo Fisher 
Scientific), according to the manufacturer’s protocol. Protein concen
tration was determined using Pierce™ Coomassie plus (Bradford) 
Protein Assay kit (Thermo Fisher Scientific) and quantified by Infin
ite® M 200 microplate reader (Tecan, Crailsheim, Germany). CAIX 
expression was detected using Simple Western™ assay by WES™ 
System (Bio-Techne, Minneapolis, USA), according to manufacturer’s 
instructions. 50 ng of protein were loaded in each well. The primary 
antibody anti-CAIX was diluted at 1:200 (clone: 2D3, ab107257, 
Abcam). α-Tubulin (clone: DM1A, Cell signaling Technology, MA, 
USA) served as a loading control. Quantification of protein was based 
on peak area after correction for a baseline signal. Data were generated 
by the application of data analysis Compass software for Simple 
Western instruments. 

2.11. In vitro drug treatment 

The Carbonic-anhydrase inhibitor Methazolamide (MZM, Sigma- 
Aldrich) was dissolved in Dimethyl Sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich) 
and used at a final concentration of 100 μM and 200 μM to block 
CAIX. Corresponding DMSO concentrations were used as control. 
BCPAP, FTC 133 and 8505 C cells were treated for at least 72 h and cell 
proliferation, apoptosis, cell cycle distribution as well as tumorsphere 
formation capacity were analyzed thereafter. Tumorspheres were 
treated with MZM for 14 days. All experiments were performed under 
hypoxic and normoxic conditions. 

2.12. Cell proliferation 

Cell proliferation was assessed using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- 
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) dye reduction assay (Roche 
Diagnostics, Penzberg, Germany) according to manufacturer’s protocol. 
The absorbance was spectrophotometrically measured using Infinite® 
M200 microplate reader (Tecan). Each experiment was carried out in 
triplicate. After subtracting the background absorbance, the results were 
expressed as the mean cell number. 

2.13. Apoptosis assay 

For apoptosis analysis Annexin V and 7-Aminoactinomycin D (7- 
AAD) staining (BD Becton Dickinson) was performed according to the 
manufacturer’s instructions. Briefly, the cell suspension (100 μl; 1 × 105 

cells) was first stained with APC-conjugated anti-CAIX antibody for 30 
min, washed and further incubated with 5 μl of Annexin V-FITC and 5 μl 
of 7-AAD in the dark for 15 min at room temperature. Cells were 
analyzed on FACSCanto II. The percentage of apoptotic cells (early and 
late) in each quadrant was calculated using FacsDiva software (BD 
Biosciences, Heidelberg, Germany). Each experiment was performed in 
triplicate and repeated three times. 

2.14. Cell-cycle analysis 

MZM or DMSO treated cells were analyzed using BD Cycletest™ Plus 
DNA reagent kit (BD Becton Dickinson) according to manufacturer’s 
instruction. Cells were analyzed on a FACSCanto II. Percentage of cells 
in each cycle were determined using ModFit software (Verity Software 
House, Topsham, USA). 

2.15. Statistical analysis 

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism 8 (Graph
Pad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). All values are presented as 
means ± SD from at least three independent experiments. Independent 
t-test (unpaired), One-way or Two-way ANOVA were performed for 
comparison of continuous or categorical variables unless otherwise 

stated. For the analysis of CAIX expression data in patient-derived 
TMAs, the statistical analysis was performed using International 
Business Machines Corporation (IBM) Statistical Package for the Social 
Sciences (SPSS) for Windows (version 22.0; IBM, Chicago, USA). 
Expression levels in different thyroid cancer subtypes were compared 
by the Kruskal-Wallis test. For TCGA dataset, clinicopathological as
sociations were compared using the Chi-squared test and survival an
alyses were performed using the Kaplan-Meier method and were 
compared using the log-rank test. A p-value < 0.05 was considered 
statistically significant. 

3. Results 

3.1. Expression of CAIX in thyroid cancer tissue 

CAIX expression was evaluated in cancer tissue samples of PTC (n =
64), FTC (n = 36) and ATC (n = 14) by immunohistochemical stainings 
in tissue microarrays. The data were compared to the CAIX expression 
level in non-cancerous thyroid tissues (n = 18). Fig. 1A representatively 
demonstrates CAIX immunostaining in thyroid cancer tissue versus non- 
cancerous samples. Staining of CAIX was identified in 96% of thyroid 
cancer tissues. Concerning the cancer subtypes, CAIX expression was 
detected in all PTC and ATC specimen and in 86% of FTC tissues. In 
contrast, only 22% of normal tissues showed a weak CAIX expression, 
while 78% showed no expression at all (Fig. 1B). Staining intensity of 
CAIX was significantly higher in all thyroid cancer subtypes compared 
with normal thyroid tissues (Fig. 1A and B). The link to clinicopatho
logical data indicated a significant association between CAIX expression 
and an increased risk of lymph node metastasis in differentiated thyroid 
cancer subtypes (p = 0.02, Fig. 1C). However, CAIX expression did not 
correlate with tumor stages. Patient and tumor characteristics of all 
selected cases in correlation to CAIX expression levels are shown in 
Supplementary Table S1. 

To further elucidate the clinical role of CAIX, we analyzed the CAIX 
mRNA expression in data sets from The Cancer Genome Atlas (TCGA) 
and correlated the CAIX level with clinical parameters accessed via 
cBioportal. The data show that about 5% of all PTC and FTC tumors 
express high levels of CAIX mRNA with a z-score of >1.5 compared to all 
samples (Fig. 2A). According to our TCGA data, a high mRNA expression 
of CAIX has been more frequently observed in tumors with advanced T 
stages (Fig. 2B) as well as in primary tumors with metastases (Fig. 2C). 
Besides, Fig. 2D points to a significant association between CAIX mRNA 
expression and AJCC (American Joint Committee on Cancer) stage. 
Kaplan-Meier survival analysis revealed that patients with high levels of 
CAIX mRNA exhibited shorter survival than patients with low levels of 
CAIX (p = 0.01, Fig. 2E). 

3.2. CAIX expression is increased in tumorspheres and associated with 
stemness marker expression 

As several studies indicate that hypoxia plays an important role in 
the persistence of TICs, we determined CAIX expression in tumor
spheres, also referred to as thyrospheres, in comparison to monolayers in 
thyroid cancer cell lines. Surface expression of CAIX was significantly 
increased in thyrospheres in comparison to the surface expression of cell 
culture monolayers in all three cancer cell lines as determined via flow 
cytometry (Fig. 3A). Additionally, the expression of CAIX mRNA along 
with the stemness markers NANOG and OCT4 were markedly upregu
lated in thyrospheres, compared to the respective mRNA level in the 
monolayer culture system (Fig. 3B, Supplementary Table S2). The 
expression of CAIX, NANOG and OCT4 proteins in thyrospheres and cell 
monolayers were also investigated by immunofluorescence. As shown in 
Fig. 3C, all three cancer cell lines expressed higher levels of CAIX, OCT4 
and NANOG in thyrospheres, compared to the expression detected in 
monolayer cultures. 

J. Schmidt et al.                                                                                                                                                                                                                                 



Molecular and Cellular Endocrinology 535 (2021) 111382

5

3.3. Hypoxia induces CAIX overexpression in thyroid cancer cells 

Since CAIX is functionally linked to hypoxia, CAIX expression was 
determined in the thyroid cancer cell lines following exposure to 1% 
oxygen. As expected, hypoxic conditions resulted in acidification of the 
extracellular medium (pH = 6,61–6,91 in hypoxia vs pH = 7,03–7,33 in 
normoxia; Fig. 4). CAIX became significantly upregulated in the hypoxic 
setting, compared to cells incubated under normoxic conditions (Fig. 4). 
The highest CAIX expression was observed in FTC 133 followed by 
BCPAP and the lowest in 8505 C cells. 

3.4. CAIX regulates tumor cell proliferation and TIC activity 

The increased CAIX expression in thyroid tumors and thyroid TICs 
prompted us to investigate the function of CAIX in thyroid cancer cell 
expansion and TIC activity. We genetically knocked-down CAIX in the 
thyroid cancer cell lines BCPAP, FTC 133 and 8505 C, using two 

independent short hairpin RNAs (referred to as shCAIX-1 and shCAIX-2). 
Both shRNA constructs were found to effectively reduce CAIX protein 
expression (Supplementary Fig. S1). Cells transduced with a scrambled 
shRNA (shCtrl) served as a control. The lentiviral transduction efficiency 
of cells was at least 80% in all experiments. 

Knockdown of CAIX by both specific shRNAs significantly inhibited 
cell proliferation of thyroid cancer cells grown as monolayers over time 
in comparison to the shCtrl (Fig. 5A). The effects became evident, 
independently whether the tumor cells were grown under normoxic 
(Fig. 5A) or hypoxic conditions (Fig. 5B). Knockdown of CAIX also 
resulted in a significant decrease in number and size of thyrospheres in 
comparison to shCtrl, particularly of those thyrospheres generated from 
BCPAP and 8505 C cells (Fig. 5C). The inhibitory effect of CAIX 
knockdown on TIC activity was even more profound under hypoxic 
conditions (Fig. 5D). In fact, both CAIX shRNAs almost completely 
abolished sphere formation in comparison to the shCtrl in all three cell 
lines (Fig. 5D). 

Fig. 1. Increased expression of Carbonic- 
anhydrase IX (CAIX) in thyroid cancer tis
sues. (A) Photomicrographs (magnification 
= 20x) of immunohistochemical staining for 
CAIX in normal (NT) and tumor tissues from 
the thyroid gland, including papillary (PTC), 
follicular (FTC) and anaplastic thyroid can
cers (ATC). (B) Semiquantitative analysis of 
CAIX protein expression observed in IHC 
staining in thyroid cancer subtypes con
tained in TMAs. **** p < 0.0001 calculated 
using Kruskal-Wallis test. (C) Semi
quantitative analysis of CAIX expression ac
cording to lymph node metastasis (N stage). 
* p = 0.02 calculated using Mann-Whitney U 
test. CAIX staining score: 0 (CAIX negative), 
1 (weakly positive), 2–3 (moderately posi
tive) and 4–5 (strongly positive). Data are 
presented as means ± SD. Numbers in 
brackets indicate the amount of immuno
stained samples (B and C).   
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3.5. Inhibition of CAIX by methazolamide reduces thyroid cancer cell 
proliferation and TIC activity in vitro by an induction of apoptosis 

To further explore the effect of CAIX inhibition as a potential ther
apeutic target on cancer cell survival and TIC activity, thyroid cancer 
cells were treated with two concentrations of Methazolamide, a potent 
Carbonic-anhydrase inhibitor. Compared with the DMSO group, MZM 
treatment diminished CAIX mRNA and protein expression (Supple
mentary Fig. S2A and B), indicating that the expression of CAIX was 
effectively suppressed by MZM. The inhibition of CAIX resulted in a 
significant decrease of cell proliferation in all three cancer cell lines 
under normoxia (Fig. 6A) and hypoxia (Fig. 6B), each compared with 
DMSO treated cells. Concerning apoptosis in normoxia, MZM signifi
cantly increased the number of total apoptotic 8505 C cells. However, 
BCPAP and FTC 133 cells were not affected by MZM (Fig. 6C). In 
contrast, MZM evoked apoptosis in all three cell lines under hypoxic 
conditions (Fig. 6D). Cell cycle analysis revealed significant reduction of 
cells in the S-phase after treatment with MZM in all three thyroid cancer 
cell lines (Fig. 6E) under normoxic conditions. 

In sphere formation assay, 200 μM MZM significantly reduced the 
number of thyrospheres after 14 days of incubation. Under normoxia, a 
significant inhibition of thyrosphere number of BCPAP and FTC 133 
cells was recorded (Fig. 6F). When cultured under hypoxia, a significant 
reduction of sphere formation capacity of BCPAP and 8505 C cells was 
found (Fig. 6G). Furthermore, 200 μM MZM also led to a distinct 
reduction of the thyrosphere sizes in normoxia as well as in hypoxia 
(Fig. 6H). 

4. Discussion 

In the present study, we report the importance of CAIX in the 

pathogenesis of thyroid cancer and its potential as an effective thera
peutic target. Here, evidence is presented that CAIX protein expression is 
increased in cancer tissue derived from PTC, FTC and ATC in comparison 
to non-cancerous thyroid tissue. Hereby, a strong CAIX expression is 
associated with lymph node metastasis in the differentiated subtypes 
PTC and FTC. Moreover, TCGA data revealed that a high mRNA 
expression of CAIX is correlated with advanced tumor stages and a poor 
overall survival in patients with differentiated thyroid cancer subtypes. 
Data on the expression or functional role of CAIX in thyroid tumori
genesis are sparse. Nahm et al. demonstrated that several glycolysis- 
related proteins, including CAIX, are differentially expressed in thy
roid cancer subtypes and that their expression levels correlated with 
poorer cancer prognosis. CAIX was reported to be highly expressed in 
medullary thyroid carcinoma and in papillary thyroid cancer with 
BRAFV600E mutation, but no correlation of CAIX expression and thyroid 
cancer prognosis was found (Nahm et al., 2017). Similarly, Takacova 
et al. observed a frequent and strong expression pattern of CAIX in 
medullary and anaplastic cancer samples, representing aggressive and 
invasive thyroid cancer subtypes, whereas only a minority of differen
tiated PTC and FTC tumors showed positive staining for CAIX. These 
results suggest a functional role of CAIX in the development of a more 
aggressive tumor phenotype (Takacova et al., 2014). In our patient data, 
we could detect a CAIX expression in 100% of ATC samples, but also in 
100% of well-differentiated PTC and in 86% of FTC. Nevertheless, we 
could mainly observe a strong CAIX expression in tumors with lymph 
node metastases, emphasizing that expression of CAIX is associated with 
a more aggressive tumor behavior. Moreover, our TCGA data analysis 
revealed an association of a strong CAIX expression with advanced 
tumor stages and poor overall survival, thus indicating the possible 
involvement of CAIX in tumor malignancy and progression in thyroid 
cancer. To confirm these results and validate CAIX as a prognostic 

Fig. 2. High CAIX mRNA expression corre
lates with advanced tumor stages and poor 
prognosis. (A) Analysis of CAIX mRNA 
expression in papillary (PTC) and follicular 
(FTC) thyroid cancers based on the TCGA 
microarray data set for thyroid carcinoma. 
Indicated are the z-scores of CAIX mRNA- 
expression relative to all samples. A z-score 
> 1.5 was defined as high expression. (B) 
Analysis of CAIX mRNA expression corre
lated with T stages, M stages (C) and disease 
stage according to the American Joint 
Committee on Cancer Code (AJCC) (D) in 
507 patients with thyroid cancer. P-value 
was calculated using the Chi-squared test. 
(E) Effect of CAIX expression on the overall 
survival of 507 patients with thyroid cancer 
was evaluated using the Kaplan-Meier 
method (CAIXlow: n = 483; CAIXhigh: n =

24).   
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Fig. 3. Increased expression of CAIX and 
stemness markers in thyrospheres in com
parison to monolayers. (A) CAIX surface 
expression was detected via flow cytometry 
in thyrospheres vs monolayers derived from 
BCPAP, FTC 133 and 8505 C cell lines. Data 
are shown as the mean MFI (mean fluores
cence intensity) ± SD of three independent 
experiments; **** p < 0.0001, *** p <

0.001, ** p < 0.01 by unpaired t-test. (B) 
Quantitative mRNA expression of CAIX and 
stemness markers PROM1, NANOG, OCT4 
and ABCG2 were determined with qPCR. 
mRNA expression levels were normalized to 
GAPDH. The delta-delta CT method was 
used to determine the fold change for rela
tive gene expression in thyrospheres in 
comparison to monolayers. Values represent 
the means ± SD of three independent ex
periments. (C) Protein expression of CAIX 
and stemness markers NANOG and OCT4 
were detected via immunofluorescence 
staining in thyrospheres vs monolayers 
derived from BCPAP, FTC 133 and 8505 C 
cell lines. Nuclei were counterstained with 
DAPI (magnification = 200x).   

Fig. 4. Hypoxia induces CAIX expression in 
thyroid cancer cells. Mean fluorescence in
tensity (MFI) of CAIX surface expression in 
monolayers of BCPAP, FTC 133 and 8505 C 
under hypoxia compared with normoxia 
detected via flow cytometry. Representative 
FACS histogram demonstrating CAIX upre
gulation in hypoxia and corresponding 
extracellular pH values. Data are shown as 
the mean MFI ± SD of three independent 
experiments (p-values calculated by un
paired t-test). *** p < 0.001, * p < 0.05.   

J. Schmidt et al.                                                                                                                                                                                                                                 



Molecular and Cellular Endocrinology 535 (2021) 111382

8

marker, further investigations on CAIX expression in a larger patient 
cohort are currently conducted. 

Our data raises the question of whether CAIX expression is of path
ophysiological relevance in thyroid cancer and relates to an adaptation 
to hypoxia-induced proliferation. Under non-treated normoxic condi
tions, a low expression of CAIX was observed in thyroid cancer cells from 
different subtypes, but the expression was markedly induced by hypoxia 
confirming the regulatory importance of the microenvironmental con
ditions. In good accordance, it has previously been shown that HIF-1α 
and its downstream target CAIX were strongly upregulated as a conse
quence of hypoxia in thyroid cancer cells, with the highest CAIX levels in 
anaplastic and follicular cell lines (Burrows et al., 2010). Our genetic 
knockdown experiments presented an evidence that loss of CAIX nearly 
completely inhibited thyroid cancer cell proliferation under hypoxic 
conditions, suggesting a crucial role of CAIX in the adaptation to 
hypoxia-induced proliferation. Despite the strong effects in hypoxia, 
CAIX also appears to have an influence on cell survival under normoxia. 
Thus, in normoxic conditions we could also observe a strong decrease in 
cell proliferation upon CAIX knockdown. Furthermore, a pharmaco
logical inhibition of CAIX by MZM significantly reduced cell prolifera
tion, both under normoxia and hypoxia. A cell-cycle arrest in normoxia 
and an induction of apoptosis in hypoxia seems to be involved in the 
inhibition of cell proliferation, as detected by our cell-cycle and 
apoptosis analysis. 

These results support, that CAIX is not only upregulated in response 
to hypoxia, but also expressed under untreated conditions exerting in
fluence on cell survival and proliferation. Hereby, CAIX may be regu
lated by oncogenic pathways. In MTC, a link between the RET (re- 
arranged during transfection) oncoprotein expression and an induction 
of HIF-1α as well as CAIX expression was found. The crosstalk between 
RET and HIF1α is mediated via hypoxia-independent oncogenic 
signaling, including the MAPK (mitogen-activated protein kinase) and 
PI3K (Phosphoinositide 3-kinases) pathways (Takacova et al., 2014). 

This hypoxia-independent induction of CAIX expression has been 
demonstrated in different cancer cell models (Ihnatko et al., 2006; Kaluz 
et al., 2002) underlining the hypothesis, that CAIX directly participates 
in cancer hallmarks, such as increased cell proliferation or invasion 
through the interference with several signaling pathways. This is also 
supported by the fact that its suppression or pharmacologic inhibition 
results in significantly reduced tumor cell growth in vitro (Parks et al., 
2017) and in vivo (Boyd et al., 2017; Chiche et al., 2009; Zatovicova 
et al., 2014). 

In addition to the active involvement of CAIX in cell proliferation, it 
has been associated with stemness and enhanced malignancy in solid 
cancers (Andreucci et al., 2020; Ledaki et al., 2015). To our knowledge, 
this is the first time that a possible association of CAIX activity and 
stemness properties in thyroid cancer cells could be demonstrated. Our 
results revealed that CAIX mRNA and protein expression were 
up-regulated in thyrospheres and co-expressed with the self-renewal and 
pluripotency markers NANOG and OCT4 (Babaie et al., 2007; Saunders 
et al., 2013) as well as with the TIC marker PROM1 (Qiu et al., 2015). In 
line with our results, hypoxia and CAIX have been associated with an 
increased stem-cell related marker expression in melanoma (Andreucci 
et al., 2020), breast cancer (Ledaki et al., 2015) and glioma cells (Li 
et al., 2013). Andreucci et al. also detected an overexpression of CAIX 
and the stemness-related proteins PROM1, NANOG and OCT4 in mela
noma cells grown under hypoxic conditions. Furthermore, they 
demonstrated an increase in TICs in hypoxia-adapted melanoma cells as 
shown by an enhanced tumorsphere formation ability in vitro 
(Andreucci et al., 2020). Indeed, CAIX expression has been considered a 
critical mediator of the self-renewal and invasive potential of cancer 
cells by regulating the transcription of stemness-related genes (Ledaki 
et al., 2015). 

In the present study, we cannot conclude that CAIX promotes TIC 
activity. However, our preliminary data indicate that CAIX is associated 
with stemness or “stem cell-like” properties. More importantly, the 

Fig. 5. Targeting CAIX inhibits thyroid 
cancer cell proliferation and thyrosphere 
formation. (A) Cell proliferation of lentiviral 
transduced BCPAP, FTC 133 and 8505 C 
cells with two independent shRNAs against 
CAIX (shCAIX-1, shCAIX-2) or control 
(shCtrl) cultured under normoxic or (B) 
hypoxic condition. Data are shown as fold 
change of cell number in the shCAIX groups 
in comparison to shCtrl (set to 1). Indicated 
are the means ± SD of 3 independent ex
periments (p-values calculated by Two-way 
ANOVA). (C) Mean number of thyrospheres 
after knockdown of CAIX in BCPAP, FTC 133 
and 8505 C cultured in normoxia or (D) 
hypoxia. Thyrosphere formation capacity 
was determined by microscopy after 14 days 
of culture. Data are shown as the mean ± SD 
of three independent experiments (Ordinary 
One-way ANOVA). **** p < 0.0001, *** p <
0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05.   
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present study demonstrated that suppression of CAIX resulted in a strong 
inhibition of cancer cell proliferation and the stem-cell ability to form 
thyrospheres in vitro, suggesting a pro-survival role of CAIX in thyroid 
cancer cells and TICs. Several laboratories have reported on the use of 
sphere formation in serum-free media, as an in vitro surrogate assay to 
assess the self-renewal and proliferation of the sphere-forming cells 
(Amaral et al., 2017; Bahmad et al., 2018; Morrison et al., 2012). In 
concordance with our study, CAIX inhibition impaired the expansion 
and function of tumor-initiating cells in other solid cancers, such as 
breast or cervix carcinoma (Lock et al., 2013; Marie-Egyptienne et al., 
2017; Mokhtari et al., 2019). 

Selective CAIX inhibitors for clinical use are presently unavailable. 
Hence, we used MZM in our in vitro experiments, a sulfonamide de
rivative, as CAIX inhibitor (Scozzafava and Supuran, 2014; Williams and 
Gieling, 2019). MZM has been shown to inhibit CAIX activity and is in 
clinical use for the treatment of glaucoma and high-altitude illnesses (Lu 
et al., 2020; Scozzafava and Supuran, 2014). Moreover, preclinical 

studies have demonstrated that sulfonamides as CAIX inhibitors exert 
antitumor effects (Said et al., 2013; Williams and Gieling, 2019). 
Nevertheless, the use of novel small molecule inhibitors will potentially 
provide additional tools for therapeutic interventions, e.g. the use of the 
specific CAIX inhibitor SLC-0111 in melanoma cells resulted in a strong 
reduction of tumorsphere formation (Peppicelli et al., 2020). Similarly, 
Lock et al. demonstrated that the inhibition of CAIX with small molecule 
inhibitors resulted in a decrease of tumorsphere formation capacity in 
breast cancer cells under hypoxic condition (Lock et al., 2013). 

The present results indicate, that targeting CAIX impairs the self- 
renewal capacity of thyroid cancer cells and might represent a prom
ising therapeutic strategy in thyroid cancer patients. The precise mo
lecular mechanisms underlying these antitumor effects need to be fully 
elucidated and require further investigation. Tumor pH buffering 
mediated by MZM administration can certainly play a role in tumor 
growth dysfunction. Moreover, targeting CAIX might also directly 
interfere with downstream signaling pathways, including mTOR (Lock 

Fig. 6. Inhibition of CAIX by Meth
azolamide (MZM) inhibits thyroid cancer 
cell proliferation and thyrosphere formation 
capacity. Cells were treated with MZM for 
72 h. DMSO treated cells served as control. 
Data are shown as the mean ± SD of at least 
three independent experiments. (A) Cell 
proliferation of BCPAP, FTC 133 and 8505 C 
cells after treatment with MZM cultured 
under normoxia and (B) hypoxia. Data are 
shown as fold change of cell number in the 
MZM treated groups in comparison to DMSO 
(set to 1). (p-values calculated by Two-way 
ANOVA) (C) Total apoptotic BCPAP, FTC 
133 and 8505 C cells after 72 h treatment 
with 200 μM MZM or DMSO determined by 
Annexin V/7-AAD staining cultured under 
normoxia or (D) hypoxia. Data are shown as 
fold change of apoptotic cells treated with 
MZM in comparison to DMSO (set to 1). (p- 
values calculated by unpaired t-test). (E) 
Percentage of tumor cells in S-phase of the 
cell cycle after treatment with 200 μM MZM 
under normoxia for 72 h (unpaired t-test). 
(F) Mean number of thyrospheres after in
hibition of CAIX with MZM in BCPAP, FTC 
133 and 8505 C cultured under normoxia or 
(G) hypoxia. Thyrosphere formation capac
ity was determined by microscopy after 14 
days (Ordinary one-way ANOVA). (H) 
Representative pictures of thyrospheres in 
all three thyroid cancer cells lines after 14 
days of treatment with MZM (magnification 
= 100x). Cells were cultured under nor
moxia or hypoxia. **** p < 0.0001, *** p <
0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05.   
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et al., 2013). Further research is needed on in vivo models to prove in 
vitro data presented in our study. These findings suggest that CAIX 
might represent a promising prognostic marker and therapeutic target in 
thyroid cancer patients. 

5. Conclusion 

Our study demonstrates CAIX as a potential prognostic marker and a 
promising therapeutic target in the treatment of thyroid cancer. Our 
data show that CAIX is an essential factor in the survival and TIC activity 
of thyroid cancer cells. Thus, CAIX inhibitors may be useful in combi
nation with standard treatment strategies in advanced thyroid cancers 
expressing high levels of CAIX. 
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5.2  Supplementary Material 
 
  

Table S1: Clinicopathological characteristics of patients with differentiated (PTC and FTC) and 
undifferentiated thyroid carcinoma (ATC) in correlation to CAIX expression 

Variables 

Differentiated carcinoma (PTC and FTC) Undifferentiated carcinoma (ATC) 
Overall 
 n (%) 

(n=100) 

CAIX  
weak 

(n=27) 

CAIX 
moderate 

(n=38) 

CAIX 
strong 
(n=35) 

Overall  
n (%) 
(n=14) 

CAIX 
weak 
(n=3) 

CAIX 
moderate 

(n=6) 

CAIX 
strong 
(n=5) 

Gender 
   male 

     female 

 
26 (26) 
74 (74) 

 
11 (42.3) 
16 (21.6) 

 
11 (42.3) 
27 (36.5) 

 
4 (15.4) 
31 (41.9) 

 
5 (36) 
9 (64) 

 
2 (40.0) 
1 (11.2) 

 
2 (40.0) 
4 (44.4) 

 
1 (20.0) 
4 (44.4) 

Age 
     <55 

     >=55 

 
58 (58) 
42 (42) 

 
18 (31.0)  
9 (21.4) 

 
20 (34.5) 
18 (42.9) 

 
20 (34.5) 
15 (35.7) 

 
8 (57) 
6 (43) 

 
2 (25.0) 
1 (16.7) 

 
4 (50.0) 
2 (33.3) 

 
2 (25.0) 
3 (50.0) 

T stage 
     T1 
     T2 
     T3 
     T4 

 
0 

41 (41) 
35 (35) 
24 (24) 

 
0 

8 (19.5) 
10 (28.6) 
9 (37.5) 

 
0 

15 (36.6) 
12 (34.3) 
11 (45.8) 

 
0 

18 (43.9) 
13 (37.1) 
4 (16.7) 

 
0 
0  
0 

14 (100) 

 
0 
0 
0 

3 (21.4) 

 
0 
0 
0 

6 (42.9) 

 
0 
0 
0 

5 (35.7) 
N stage 
     N0 
     N+ 

 
81 (81) 
19 (19) 

 
24 (29.6) 
3 (15.8) 

 
33 (40.8) 
5 (26.3) 

 
24 (29.6) 
11 (57.9) 

 
14 (100) 

0 

 
3 (21.4) 

0 

 
6 (42.9) 

0 

 
5 (35.7) 

0 
UICC stage 

     I 
     II 
     III 
     IV 

 
72 (72) 
15 (15) 
11 (11) 

2 (2) 

 
21 (29.2) 
2 (13.3) 
4 (36.4) 

0 

 
25 (34.7) 
8 (53.4) 
3 (27.2) 
2 (100) 

 
26 (36.1) 
5 (33.3) 
4 (36.4) 

0 

 
0 
0 
0  

14 (100) 

 
0 
0 
0 

3 (21.4) 

 
0 
0 
0 

6 (42.9) 

 
0 
0 
0 

5 (35.7) 

NOTE. Values are number of cases (%). 
Abbreviations: CAIX, Carbonic-anhydrase IX; PTC, papillary thyroid cancer; FTC, follicular thyroid 
cancer; ATC, anaplastic thyroid cancer; UICC, International Union Against Cancer;  



34 
 

Table S2. Δct values of mRNA expression levels of genes of interest (GOI) detected by 
qPCR 

 

GOI BCPAP FTC 133 8505 C  

Monolayer Thyrosphere Monolayer Thyrosphere Monolayer Thyrosphere  

CAIX 10.505 8.8025 11.4 7.5325 12.1125 9.5675  

PROM1 14.53 15.025 13.87 14.5275 19.13 15.735  

NANOG 12.43 9.33 13.3875 6.9375 14.41 7.575 
 

OCT 4 10.865 8.355 10.1825 5.91 11.2425 6.8  

ABCG2 10.5525 10.9625 15.0925 8.9425 12.634 10.055  

NOTE. Indicated are Δct values of mRNA expression of GOI. Δct values correspond to the difference 
between ct of the GOI and ct of the house keeping gene GAPDH. Abbreviations: ct, cycle threshold; 
GOI, gene of interest; CAIX, Carbonic-anhydrase IX; PROM1, Prominin 1; OCT4, Octamer-binding 
transcription factor 4; ABCG2, ATP-binding cassette super-family G Member 2; GAPDH, 
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. 
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Supplementary Fig. S1. WES analysis of CAIX expression in thyroid cancer cell lines after 

CAIX knockdown. Representative Simple Western data of CAIX expression in BCPAP, FTC 133 

and 8505 C after shRNA-mediated knockdown of CAIX. α-Tubulin served as loading control. 

Indicated are the values of CAIX expression normalized to α-Tubulin. 
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Supplementary Fig. S2. Quantitative mRNA and protein expression of CAIX in BCPAP, FTC 

133 and 8505 C cells after inhibition of CAIX by MZM detected by qPCR and Western Blot. (A) 

RNA and (B) protein expression of CAIX was determined after MZM treatment for 72 hours under 

normoxia. DMSO served as control. Data are shown as the mean ± SD of three independent 

experiments (Ordinary one-way ANOVA). **** p < 0.0001, ** p < 0.01, * p < 0.05. 
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5.3  Graphical Abstract 
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