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Introduccion

El cancer colorectal (CCR) es la segunda causa de muerte a
nivel mundial [1]. SOX9 es expresado en células troncales
intestinales y células de Paneth, promoviendo la carcinogénesis
[2]. Los tumores solidos presentan subpoblaciones de células
troncales cancerosas (CSCs) las cuales se asocian a la recaida del
paciente, resistencia a la quimioterapia y metastasis [3, 4]
Actualmente la participacion de SOX9 en el mantenimiento del
fenotipo troncal no ha sido dilucidada, por lo que en este trabajo
proponemos evaluar el efecto del abatimiento de SOX9 en el
fenotipo troncal.

Metodologia

Los marcadores de superficie CD133, CD44 y CD24 fueron
evaluados por citometria de flujo, asi como la expresion de los
genes de pluripotencia NANOG, OCT4, KLF4 y SOX2 por RT-
gPCR en las lineas celulares de CCR Caco-2, HT-29, HCT116 y
SW-480. Posteriormente se realiz6 aislamiento de CSCs a partir
de la linea HCT116 por formacion de esferas en condiciones de
ultra baja adherencia y dichas CSCs generadas fueron evaluadas
por inmunofenoatipificacion y RT-gPCR de los marcadores y genes
anteriormente mencionados. Se prosiguid con la generacion de un
knock out de SOX9 usando el sistema CRISPR-Cas9 y una vez
generada la linea SOX9 KO, se prosiguié a realizar una
caracterizacion morfolégica con tincion de Giemsa e
inmunofluorescencia usando DAPI, faloidina y anti-SOX9, asi
como evaluacion de los marcadores de superficie CD133, CD44,
CD24, CD90, CD105 y CD73 y RT-qPCR de los genes de
pluripotencia NANOG, OCT4, KLF4 y SOX2 y los genes
relacionados a EMT: CTNNBL, CDH1, CDH2y VIM.

Resultados y discusién

HCT116 es la linea con mayor expresion de
CD133*/CD44*/CD24", asi como de NANOG, OCT4 y KL4, lo
cual ya ha sido previamente reportado [5]. La HCT116 tuvo
capacidad de formar esferas, presentado la poblacion enriquecida
una mayor expresion de los genes de troncalidad, sin embargo, no
hubo un cambio significativo entre la HCT116 (89.7%) vy las
HCT116-CSCs (92.2%) en el marcador CD133, el cual es el
marcador mas importante en el aislamiento de las CSCs en col6n
[6]. Se logré obtener una clona con una eliminacién de ~2100 pb
en el gen de SOX9, con nula expresién de SOX9 a nivel RNA'y
proteina. La linea SOX9 KO generada, presentd un cambio en la
morfologia con una pérdida de citoplasma en comparacion a la
linea parental, lo cual podria estar relacionado con cambios en la

expresion de proteinas de adhesién [7]. Ademas se encontré una
mayor expresion de SOX2, OCT4 y KLF4, posiblemente debido
a un bucle de retroalimentacion reguladora positiva entre estos
factores de transcripcion [8]. Sin embargo, no hubo un cambio en
el marcador CD133, pero si una disminucion de CD73, el cual es
regulado directamente por SOX9 [9]. Se ha descrito que SOX9
regula el proceso de EMT con la disminucion de la expresion de
CDH1 y un aumento de CDH2 [10], sin embargo, nuestros
resultados no coinciden con esos hallazgos.

Conclusiones

HCT116 es un modelo adecuado para evaluar el papel de SOX9
en el fenotipo troncal, sin ser necesario realizar enriquecimiento
de CSCs. Se logro realizar un KO de SOX9 exitoso en la linea
HCT116, observandose cambios morfoldgicos, asi como cambios
en la expresion de genes involucrados en el fenotipo troncal.
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