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Epithélium intestinal: cellules, structures,
différenciation, fonctions...

Modeles: Caco-2, HT-29...

— Utilisations, intéréts et limites
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permeability by actin cytoskeleton disruption in both Caco-2
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Systeme Gastrointestinal (rappels)

Mouth

Sloughing cells
Flow of saliva
Lysozyme

slgA

Resident microflora
Lactoferrin

Sromach S ——
Low pH
Proteolytic enzymes

Small intestine
Fast flow
Mucus, sloughing cells

Colon
Slow flow

Mucus, sloughing cells
Abundant resident microflora

— High concentration of
D bacteria (resident microflora)
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Mucosal Surface of Small
Intestine

Sloughing ~—. \
cells  —

Villus -

Absorptive
cell -
Gaoblet
cell

Upward Hﬁgmjimg}hmﬁhqd -
of cells (arrows) * "tssue-and
blood vessels

//.

< Intestin gréle

<« Colon

» Epithélium intestinal: Barrieére / échanges (aliments, médicaments, immunité..)




Mugqueuse intestinale:
Barriere / Echanges

- séreuse 5

couche externa
longitudinale
musculeuse 4
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Paroi du tube digestif Muqueuse intestinale


http://www.chups.jussieu.fr/polys/histo/histoP1/POLY.Chp.6.4.html

Mugueuse intestinale:
Barriere / Echanges

J ( Desquamation

I

microvillosités

nouvellement
Figure 1 : Organisation de I'intestin e u“nfiteﬁ e
Schématisation des diftérents niveaux de repliements de 1"épithélium intestinal (d’aprés N Vacheret) " q:‘;;

Cryptes =

Lamina propria

» Amplification surface d’échanges

Axe crypto-villositaire intestin gréle
(Radtke et Clevers, 2005)



Mugueuse intestinale:
> structure dynamique

N } Ditferentiated cells
11T, Villus o

¢~ 3,500 cells e i
: Goblet Entero- Absorptive
cells endocring epithelial cells
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Axe crypto-villositaire (Crosnier et coll., 2006) (Radtke & Clevers, 2005)



VARIATIONS STRUCTURALES SEGMENTAIRES

Valvulas Elandes Villosit2s | Formaticns | Celules
conniventes da lymphoides de
Briinner Paneth
++4 longues
Duodénum + {ler mﬁ;ﬁ + +
duodeénem) [ INcisses
longues,
Jéjunum ++ 0 en doigt ++ ++
de pant
pyramidales +++
léan + 0 = plagues +4+
de Peyer

* . Description des plagues de Peyer —> cours organes lymphoides (PCEM2)

Intestin gréle/colon

Musculairg

INTESTIN GRELE

COLON




Mugueuse intestinale:
Barriere / Echanges

. qpiote s Y,
N\\Cfob _ Barriere intestinale ] ocl/s

Selon Heyman, 2010

> Premier systeme de défense de I’'Organisme (Ag alimentaires, Micro-
organismes....)
»>»Homéostasie intestinale



Structure de I’épithélium intestinal

Cellules M
Adapté selon N. Vacheret, Univ. C. Bernard, Lyon 1



Entérocytes

.80% des £ intestinales
.absorption Cellules a mucus

‘ / Enté;ocytes

.transport transépithélial
.enzymes (mb, glycocalyx) Lumiére
2 34
Membrane basale ~ ¥
. . OB Feia v
Chorion ; -
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Lymphocytes http://www.chups.jussieu.fr/
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http://www.chups.jussieu.fr/polys/histo/histoP1/POLY.Chp.6.html

, Perméabilité
Entérocytes : structure—> .,
Cellules Polarisées

"KNOBS"
- HYDROLASES DE LA BB
- TRANSPORTEURS,
FTC

CELL COAT,
OU GLYCOCALLX

MEMBRANE
TRIPARTITE

ASYMETRIQUE * A
Caco-2
(Jackman et al., 1994)

FILAMENTS
TRANSVE®Ss-
(myosing)
FILAMEN

Jonction serrées
Cainture

_|FEUTRAGE FiBRILLAIRE desmosome ——————— |
DU "TERMINAL WEB" il

VESICULE DE PINDCYTOSE

TIGHT JURCTION | 8 0¢ )
GHT JURCTION | 20nula occludens COMPLEXE

DESMOSME DIFFUS (zonwla adherens) | DE
JONCTION gap junction

DESMOSOME MACULAIRE \
hemi- dasmosvme—ér

db-gersite.com

Espace
intercellulaire

(Bueno et coll., 2010)



(1) Les jonctions serrées

Manbrase apcl Jonction Entérocytes (JS):

Cellule Serrée
Z0o

wina ta sl =t perméabilité
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—
— X — Lame basale
——
Figure 6 : Les jonctions intercellulaires et les interactions cellule-matrice. (Illustration
Lebrun F.) Perméabilité épithéliale
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Entérocytes: métabolisme et absorption
(ultimes étapes)

Micalle

lipase
pancréatique

ACides
Disaccharides bilksires

Flpuﬂu

arades
b acides gros

CHYLIFERE
CAFILLAIRE CENTRAL CAPILLAIRE

SANGUIN SANGUIN

Selon N. Vacheret, UCB Lyon



Cellules a mucus Expulsion mucus

Microvillosités

1 REG—

Grains de sécrétion

Appareil de golgi

Lame basale

Lrhdemas an 45

.| chorion

h/www. ch up.%. jussieu.fr/ L

++ Colon




Mucus

Galdarming Transmembrang SE& ar wWD domain
mucin mucin I::II:II:I I:I:I.El:lll'll:r
T noncovalent
Gal Gl -
EE-E Galiac GalNAC T Mucin domain . 5
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e

Pro-Ser-The-The-ThePro-Thr _

@

I
Goablet cell Intestinal epithelial cedl
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e e ]

enEEEneDt
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MUCH (mosowostrane) sels | Simaoer
cells pEOtECTon

MUCSAC Mucons cells | Proscrion,
(pel-formsny) Labrican

e

MUCSE ([zel-forming Mucens cells | Prosecdon

Goblet calls Ibrication,

e

The gastrointestinal mucus system in health and disease, Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol,

Johansson 2013, 10 (6):352-361




Cellules de Paneth | o

Glande de

Granulations

Noyau

Chorion

" Table 1 | Panath cell antimicrobials

Narme Biochemical clazsification  Antibacterial activities
a-efensing > Antimicrobilal peptides Againat Gram-positive and Gram-negative bacteria
peptides (in mice) Antimicrobial peptides Againat Gram-positive and Gram-negative bactedia
]L'g.-s-n-.:]'rrth 1. 4-ghycosidase Against Gram-positive and (to a lezser extent)
Gram-negathe bacterla

sPLAZ Phospholipid-on-2 asterase Agalngt Gram-positive bacteria only



Cellules de Paneth : fonctions

v Homéostasie intestinale

v Inflammation

Homeostasis in humans

O | — e —

Oﬂ

o

LSO

Disrupted Paneth cell function and dysbiosis
in humans (associated with Crohn's disease)

Altered
o microbiota

mmmwwmmmmmmmwwm

©

©o/lo/o| o

Bevins et Salzman, 2011

Enhanced pro-inflammatory signals




Cellules entéro-endocrines

Granulations

Noyau

Microvillosités au pdle apical

Moyau

Cellule a mucus

++ cryptes

Hormones: cholécystokinine, Gastric
inhibiting peptide, sécrétine.... Qoasinautidaiarty
Glutamate? T

de sécrétion



http://www.chups.jussieu.fr/polys/histo/histoP1/POLY.Chp.6.4.html

Cellules M

Effecteurs immunitaires de la muqueuse intestinale

Small intestine ) ™ =y Epithelium:
Rl ik Enterocytes
e ooy 4 Goblet cells
Paneth cells
Follicle-associated 4 el Intra-Epithelial Lymphocytes
epithelial cell \G
Dendritic

Lamina propria:

Lymphocytes T CD4+ / T CD8+
Plasmocytes IgA+

DC

Macrophages

Mut:us| = ﬁ = Y cell

%Y

Innate Lymphoid cells

tirnlcrol:lil
Plaques de Peyer:
Mesenteric DC
lymph node s
e _ Lymphatics Macrophage Lymphocytes T CD4+ / T CD8+
o Lymphocytes B

Abreu Nat Rev Immunal 2010



Synthese sur les mecanismes de défense
(exemple des MICI)

Microflore intestinale/microbes Lumiére intestinale
Cellule de Paneth c:ﬁ::Q
(défensines, TNF, Y -
e .00 2) ., Cellule épithéliale
caliciforme ! ) . (LR, NOD2) Couche de mucus

Py
@ (@

OO O

SSs D ) Cellule M Membrane basale
PY': ' Cellule dendritique © @
i (TNF, IL-1, IL-6, IL-8, Macrophage
@ Neutrophiles | IL-12, NOD2, TLR) © © ! (TNF, IL-6, IL-8)
(TNF, IL-6, IL-8) \ Lymphocytes |
. DSE (Th1, Th2, Th17, B) .~

................................... Lamina propria

Immunopathogenesis of inflammatory bowel disease, Matricon, 2010



Quels modeéles d’études ?

Objectifs de ces études

in vivo et in situ techniques avec différents

modeéles animaux = extrapolation ?

ex-vivo modeles de tissus excisés humains ou

animaux

Modeles de culture cellulaire in vitro




MODELES IN VITRO:EX VIVO

Chambre de Ussing

egment intestinal éversé perfusé




Modele sac intestinal éversé rat

—

Prélévement
de | "intestin

Lavage
(sérum physiologique)

—

TC199 - 37°C gsn/noz / 50/0(:02

TC199 - 37°C 95%0, / 5%C0,

Bain-marie
37°C - temps t

Milieu mucosal

+ produit

+ inhibiteurs
sels biliaires
enzymes panc.

Contenu
enhancers...

Brn}"age NaOH
: IM
le milieu 5
le contenu
les t]SSIlS

Dosage dans Dosage

des protéines
(Méthode de Lowry)

Systeme de
perfusion in
situ chez le rat

ﬁ\mm )




Modeles de cultures cellulaires

KMy are Qo il

Caco-2 TCT

Compurtrred Sansl
grrang grograg

v Outil essentiel avant essais in vivo et essais cliniques

v Rendu possible grace aux progrés de la culture cellulaire

v Etudes en toxicologie, pharmacologie, biologie cellulaire...

» Cultures primaires (cellules indifférenciées et différenciées)
> Lignées de culture cellulaire (Fogh)
> Evolution: co-culture (+s lignées), 2-D

» Organoides, modeles in vitro 3-D

v Nombreux avantages



Organoides: avenir?

© INRAE, Fabienne Archer

Cellules Cellules d'endoderme Organoide
h et de mésoderme Morphogénese Sphéroides 3D intestinal
FRACHIES {en rouge)
&S o >
\ ,-__I"_-_:-_'._-'_.___:. .;..:.J‘_E,";v__’_.
1 -lh."_‘_‘-'_"" - - -, =T t‘!‘,t"
I “ H 4 - =2 — 3 -%\hq T ::; ‘#1!‘;*‘ % qv q
&g G b=
- -_'-_:_ '."" y --_-'._,._----'-'I 5 _\:_'___ﬂ-".., L, e

Selon Welles and Spence, Development, 2014, 141:752)



Modeles cellulaires intestinaux

Purchased from
Cell line Origin Derived from ATCC at
passage number
Caco-2 | Caucasian male, 72 years Colorectal adenocarcinoma 18
C2BBel | Caucasian male, 72 years Colorectal adenocarcinoma 47
HT29 | Caucasian female, 44 vears Colorectal adenocarcinoma 128
T84 Male, 72 years Colorectal carcinoma, metastatic site (lung) 53
FHC 13 weeks gestation Normal colon 16

»Avantages (si conditions rigoureuses de culture):

Essais a long terme

Reproductibilite

»Limites




PROTOCOLES:
Bete. o1~ Impact sur cellules
E8s2221>Absence de contaminations

*Solutions salines et milieux de
culture définis

*pH et CO,

*Sérum (veau feetal...)

-Conditions variables selon lignées /
sélection de clones

*Evolution en fonction du nombre de
passages (gestion « stock »..)
Laboratoire dedie (PSM, matériel
dédié, procédures a suivre, tests... )

7

Mycoplasmes

> Bleu Yrypan, MTT...




— Tight junctions
— Adherence junctions

Caco-2 (caractéristiques 1)

. — Desmosomes

— Gap junctions

v Monocouche polarisée (pble apical et basal), Bordure en brosse

v'Différenciation au cours de la culture: J5 2>J15
v'Résistance électrique transépithéliale importante
vEnzyme digestives: peptidases membranaires et dissacharidases

de l'intestin gréle (lactase, aminopeptidase N, saccharase-isomaltase

et dipeptidylpeptidase V)

1 2 3 4

R

sample _Rblank = Reell layer

Paracellular transport Transcellular transport
Q cm?

Epithelial Cell Models; General Introduction , Tor Lea, The Impact of Food Bioactives on Health



Différenciation spontanée
(apres confluence)

10 ; N

:

\J\
| 3
é. ;
3
v Uiglosd go Bw SRw

=
& 1
et
™
(=8
< J 500
o=
E
I:I'-l F _f--.--.1 T
5 10 15 20 30
days

(Pinto, 1983)
Variation sucrase activité BB en fonction culture

Beaulieu and al., Microsc.Res.Tech., 2000.49:394-406



Axe crypto-villositaire de l'intestin gréle

VILLUS

116 —

| CRYPT

Kié7 p21 MIM33 DP DS

FUNCTIONAL MARKERS :
Sucrase-isomaltase dans

Pageot and al., Microsc.Res.Tech., 2000.49:394-406) fractions enrichies BB

Adapté Beaulieu 1988 A: jéjunum adulte
B: Caco-2 J15 (P70)

C: Colon foetus




Etudes TEER / Transport (inserts)

1207
500
L
. e g u ! .
" 400 'y g | N .
o ' a o | - A"
I / 8- s
F L - '\..\.
o ¥;’ I; E L *
u 300 Bl I B0
C ! c
T f i
44 | B o
:,|: [ oo .
o / 0E A0
[ = =%
1] f =
@ 2004 f Ir
— I,' =
E .'I 5 21
1 I = -
s o
u 1 ] .:.l
Boaoo| 3 P
W / a o -~ “a
/ .
¥ —_— i ¥ L i
. B 10 12 14 48 18 20 22 24
84 8 12 16 20 24 Time {daye)
Time (days) Fig. 6. The specific transgarct of [M'C Jtaurochalic acid across
. o . . Caco-2 cells cultured on nitrocellulose filters. Specific
Fig. 5. The transepithelial electrical resistance of Caco-2 transport of taurceholic acid (apical to basolateral, (@ );
cells on nitrocellulose filters with time. Results + 5. E. M. basalateral to apical, () ). Result * 5 E.M. for 3 samples
for 12 samples are shown. are show,

Wilson et coll, J. Control. Release, 1990
Nombre repiquages

Corrélation absorption médicaments in vivo, notamment jéjunum (surtout ++
transport passif intracellulaire



Expression de la bordure en brosse
en fonction différenciation

A:J5
B:J10
C:J15

Beaulieu and al., Microsc.Res.Tech., 2000.49:394-406



Caco-2 (caractéristiques 2)

v'Transport actif : acides aminés, sucres, vitamines, hormones

v Transport ionique membranaire: Na+/K+ ATPase, H+/K+ ATPase,
Echangeur Na+/H+, co-transporteur Na+/K+/Cl-, canaux CI- apicaux

v'Transporteurs non-ionique membranaire: glycoprotéine P (P-gp)...

v'Récepteurs: vitamine B12, D3, EGFR (epidermal growth factor
receptor), transporteurs sucres GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUTS5, SGLT1

v'Production cytokines: IL-6, IL-8, TNF-a, TGF-B1, TSLP (thymic
stromal lymphopoietin), IL-15

v'PAS DE MUCUS




Essais cellulaires pour I'étude du
transport des médicaments (2.1)

D Control Wartrnannin Chlorpromazi r'IEl

B-cvclodextrin |:| Amilaride

-10 0 10 10 10
FITC-A

Screening de plusieurs mol. pharmaco

Experimental Evaluation of the Transport Mechanisms of
Pig IFN-a in Caco-2 Cells, Liu et al., Front. Pharmacol., 2017

-> endocytose via les raft-lipiques



CONFOCAL LASER SCANNING MICROSCOPY (2.2)

Reconstruction
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CaCO'z l TC7 (selon Lievin et coll, 2013)




Escherichia coli d’adhésion diffuse de
la famille Afa/Dr (Afa/Dr DAEC)

Adhésion diffuse du DAEC C1845 sur
les cellules Caco-2, Bernet et coll.



BRUSH BORDER LESIONS IN Afa/Dr DAEC
C1845-INFECTED HUMAN INTESTINAL CELLS

E




ALTERATIONS IN MICROVILLOUS F-ACTIN AND VILLIN
BY Afa/Dr DAEC STRAIN C1845
IN POLARIZED HUMAN INTESTINAL CELLS

F-ACTIN
CONTROL

F-ACTIN
INFECTED

VILLIN
CONTROL

VILLIN
INFECTED




Etude induction inflammation sur
Co-culture Caco-2/TC7

LPS
1pg / mL
Stimulation
4h | 24h %
-~ - 80 *C
M. Apieal
M. Basal
=" TEER
LDH
. ek 24 h Co-culture Dosage cytokines
Ensamencement Différentices ;
{p;l..h“. / 24 h repos

Cal SV

Selon PONCE_DE_LEON_RODRIGUEZ



Avantages et limites Caco-2

Avantages

| Inconvenients

Lignée ceflulaire établie done
facilernent utilisable

Crande variabilicé
interlaboratomre et au-dela
d'un grand nombre de

3653 er culture

Compréhension des
miécanismes de passage
pasaf vs actf ou para- vs
transcellulaire

Muse en évidence du role
et de la caractérsation des
Iransporteurs

| Epithelium formé souvent
impermeable (TEER Caco-2
egal a 50 vs 100 in wvo)

TFE.I'I'E-F"LH'LL"'.JFE souvent sous-

expnmes dans ke modéle
Caco-2

Erude d'un grand nombre
de principes actifs, v compris
| ceux solubles dans des
| solvants organiques (DMSO)

Corrélation hmitée avec les
meécanismes de desolution
aqueux In Wro

Bases fondamentales en pharmacologie,
Chap2, La phase d’absorption des médicaments,© 2014, Elsevier Masson SAS. T

Différenciation
spontanée, études ++
biosynthese,
expression
polarisation....
Attention
extrapolation (un seul
type cellulaire, pas de
mucus, cellules
cancéreuses
(Glucose...), pas tous
les récepteurs,
enzymes... (a vérifier))



HT29: lighées...

 Fogh 1964 - femme caucasienne de 44 ans tumeur
adenocarcinome coliqgue humaine

 phénotype indifférencié, multicouches de cellules non
polarisées (f taux hydrolases, F taux consommation Glc)

* Modele unique détudes des mécanismes de
differenciation cellulaire (galactose, butyrate de Na,

MTX, FU...)
"Clone HT-29.c116E Homogencous mt'-p-u-p-:;l.al:n-ﬂ-rI:;I

HT29-18N2 done of goblet cells forming in

HT29-MTX culture monolayers of

HT29-58 polarized cells producing
MuUCIns and secreting
mucus

HTX9-FU Muimxed popu lation of
enterocyte-like cells (90%)
and randomly distributed,
mucin-secreting cells (10%1° | *°°*°°




HT29: lignhées...

Phénotype polarisé (% Caco-2):

grown in

différenciation de méme type (mais plus

longue)

Activités enzymatiques BB + faibles

Pas de dome

> Selon sélection, composition différente:

25mM glucose

multilayer of
undifferentiated cells

HT29-CL 16E (butyrate de sodium])
HT-29 MTX (méthotrexate)

HT-29 FU (fluorouracile)

» HT29-MTX: étude activité mucﬁes,

réponses aux infectio

» HT29-MTX-Caco-2 cocultures

MUCuUsS

evrpmannd

o e

ns bactériennes... crrrren

brush borders

Adaptation

manalager of dilf. cells

- »
n ga!attﬁl

replating in /

glucose rich medium

"4
basammeol

mizture of cell types

l

grown far
220 generations
in SmM qalactose

maonolayer of
differentiated cells

plating a1 low density (25 mM glucose)

o o

25 iy
f“ﬂl.'os'

mucus granules

Zweibaum et coll., 2011



Beaulieu and al., Microsc.Res.Tech., 2000.49:394-406)



HT29: modeéele de différenciation
enterocytaire

Idedii]=
cellulare

Apoptase

Difftre ocinien

= Arrel du cycls
cellulaire

Fraliffration

Cetlules I

joiiches

-
i
ol

N i B i e

e
lame= basals

Nicolas Chartier, 2007



HT29-16E

: o 1 --I_i_.. . r_’_'. ARl e b
B I

Beaulieu and al., Microsc.Res.Tech., 2000.49:394-406)



HT29- MTX (A-G) / HT29 FU(H,I)

. . |..' : -:-f
o

(Lievin et coll, 2013)



Etudes sur la différenciation cellulaire
intestinale (physio et cancéreuse)

&
4.1} -IDE - ——
) E‘Lsg Intestinal ALP D _
——— -

Willin 76 - L —

3.0 = 106 -

CYPACE go _ e —

2.0 x 106
CYP2Cy 52 — S

Mumber of cells
—
=
il
il

CYP2I2 5o _ e

1 I | L I .

0 24 48 72 9 GAPDH ., —
Time, h

1.0 x 106 -

Cizkova et all, Cell Tissues Organs, 2020, 208:37-47




Oeceludin

(Lievin et coll, 2013)



Number of translocated bacteria (CFU/mI)
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A 3D co-culture of three human cell lines to model the inflamed intes '_|_1al mucosa for safety testing of nanomaterials
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Susewind, 2015




Mécanismes de virulence de Listeria

Tilney et coll., 1989

José A. Vazquez-Boland et al. Clin. Microbiol. Rev. 2001;
doi:10.1128/CMR.14.3.584-640.2001
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Mise au point nanoparticules: exemple d’utilisation
d’un modele de co-culture

Lismhen

L] o
. o a = bz layer
o o Woater laver
1 a
% ') © L] = W ronal
- ﬂ u
Epethchal layver
o
“"c:-:“-:;uﬂ‘&ﬁ ﬂ"-:’ REEOSETtY H.:-«-.l'u.'u

EXN). =

v'Transport et absorption
de diverses Nanoparticules
PEGylées ou non
v'Processus  actif (action
d’inhibiteurs)

v'PEGylation augmente
biodisponibilité pour voie
Orale (comparaison des
lignées (Caco-2 et Caco-
2/HT29): ++mucus

Improved Transport and Absorption through Gastrointestinal Tract by
PEGylated Solid Lipid Nanoparticles (Yuan et coll., Mol. Pharmaceutics, 2013)




Archives of Toxicology
https://dol.org/10.1007/s00204-020-02694-6

NANOTOXICOLOGY r'j

Check for
updates

Small silica nanoparticles transiently modulate the intestinal
permeability by actin cytoskeleton disruption in both Caco-2
and Caco-2/HT29-MTX models

Raphaél Cornu’ - Claire Chrétien' - Yann Pellequer’ - Héléne Martin' - Arnaud Béduneau’

Bien qu'ayant de multiples applications industrielles et biomédicales et étant parmi les
nanomateriaux les plus produits, les silices amorphes soulévent de nombreuses
interrogations quant a leur toxicité chronique chez 'Homme. L'équipe de Cornu ef coll. en
2020 (Arch. Toxicol.,, 2020, 94(4) :1191-1202) a choisi d'utiliser des modeéles de culture
cellulaire pour tenter d'apporter des réponses a cette problématique. lls ont ainsi teste la
toxicite orale de nanoparticules de silice amorphe de tailles differentes (10 a 200 nm) a 1 et
10 mg.mI-" ainsi qu’un additif alimentaire E551 (mélange de nanoparticules de silice de tailles
differentes). Le choix a eté fait d'utiliser la lignée Caco-2 ainsi qu'un modele de co-culture
Caco-2/HT29-MTX.



(dDe quelles cellules les Caco-2 et les HT29_MTX sont-ils les
modeles? Argumentez

JQuels est I'intérét d’utiliser deux modeles dont un modele de
co-culture?

dDans un premier temps, les auteurs ont testé la viabilité
cellulaire (cf ci-dessous). Pourquoi 2 tests différents? Que
peut-on en conclure?
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O Pourquoi choix TEER? Conclusion entre les deux lignées? Apport courbe E?
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Fig.3 Effect of the silica NPs (1 and 10 mg mL~") on cell perme-  independent cultures. TEER monitoring of Caco-2 cells exposed to
ability in Caco-2 (a, ¢) and co-culture Caco-2/HT29-MTX (B and  NP30 (10 mg mL™") and Cyt B (20 pg mL™"). “Trt" means treatment
D) after 2 h exposure. Cell permeability was determined by TEER  (e); data are means+SEM from duplicate of at least three independ-
measurement (a, b) and assessment of LuciferYellow paracellular  ent cultures. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 with respect to
transport (¢, d); data are means +SEM from triplicate of at least four  control
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