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• Rappel Anatomie 
• Epithélium intestinal: cellules, structures,

différenciation, fonctions…
• Modèles: Caco-2, HT-29…

– Utilisations, intérêts et limites

• Application et analyse de l’article

3ème partie UEM907 "Physiologie digestive et cardiovasculaire »



Système Gastrointestinal (rappels)

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

← Intestin grêle

← Colon



Paroi du tube digestif Muqueuse intestinale

Muqueuse intestinale: 
Barrière / Échanges 

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


Muqueuse intestinale: 
Barrière / Échanges 

Amplification surface d’échanges
Axe crypto-villositaire intestin grêle 

(Radtke et Clevers, 2005) 



Axe crypto-villositaire (Crosnier et coll., 2006)

Muqueuse intestinale: 
structure dynamique

(Radtke & Clevers, 2005) 





Intestin grêle/colon



Muqueuse intestinale: 
Barrière / Échanges

Selon Heyman, 2010

 Premier système de défense de l’Organisme (Ag alimentaires, Micro-
organismes….)
Homéostasie intestinale



Structure de l’épithélium intestinal

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



Entérocytes

http://www.chups.jussieu.fr/

Lumière

Cellules à mucus
Entérocytes

Chorion

Membrane basale

Lymphocytes

.80% des Ȼ intestinales

.absorption

.transport transépithélial

.enzymes (mb, glycocalyx)



http://www.chups.jussieu.fr/

Lymphocytes

Appareil à 
golgi

Mitochondries

Entérocytes : structure  perméabilité

JS

Cadhérines

Prot. transmbres

http://www.chups.jussieu.fr/polys/histo/histoP1/POLY.Chp.6.html


Selon Bueno et coll., 2007)

Caco-2 
(Jackman et al., 1994)

(Bueno et coll., 2010)
db-gersite.com

Entérocytes : structure
Perméabilité
Cellules Polarisées



Entérocytes (JS): 
perméabilité

↑↓
absorption

Heyman, 2010

*                    *actinomyosine

+ …réseau microtubules



Entérocytes: métabolisme et absorption 
(ultimes étapes)

Selon N. Vacheret, UCB Lyon

Na+ Na+



Microvillosités

Appareil de golgi

Expulsion mucus

Grains de sécrétion1

1

2 2

REG

Lame basale

http://www.chups.jussieu.fr/

chorion

Cellules à mucus

++ Colon



Mucus

The gastrointestinal mucus system in health and disease, Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol, 
Johansson 2013 , 10 (6):352-361

……….



Cellules de Paneth

Noyau

Granulations

Chorion

Glande de 
Lieberkühn



Bevins et Salzman, 2011

Cellules de Paneth : fonctions

 Homéostasie intestinale

 Inflammation



Cellules entéro-endocrines

Cellule à mucus

Noyau

Granulations

• ++ cryptes
• Hormones: cholécystokinine, Gastric

inhibiting peptide, sécrétine….
• Glutamate?

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


Effecteurs immunitaires de la muqueuse intestinale

Cellules M



Immunopathogenesis of inflammatory bowel disease, Matricon, 2010

Synthèse sur les mécanismes de défense 
(exemple des MICI)



Quels modèles d’études ?

• Objectifs de ces études

• in vivo et in situ techniques avec différents 

modèles animaux  extrapolation ?

• ex-vivo modèles de tissus excisés humains ou 

animaux 

• Modèles de culture cellulaire in vitro



Chambre de Ussing

MODELES  IN VITRO:EX VIVO

Segment intestinal éversé perfusé



Système de 
perfusion in 

situ chez le rat

Modèle sac intestinal éversé rat



Modèles de cultures cellulaires

 Outil essentiel  avant essais in vivo et essais cliniques

 Rendu possible grâce aux progrès de la culture cellulaire

 Etudes en toxicologie, pharmacologie, biologie cellulaire…

 Cultures primaires (cellules indifférenciées et différenciées)

 Lignées de culture cellulaire (Fogh)

 Évolution: co-culture (+s lignées), 2-D

 Organoïdes, modèles in vitro 3-D 

 Nombreux avantages



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

Organoïdes: avenir?



Modèles cellulaires intestinaux

Lignées de cellules intestinales en culture: 

Caco-2 (TC7..), HT29 (Std, RG-, -MTX, -FU), T84

Avantages (si conditions rigoureuses de culture):

Essais à long terme

Reproductibilité

Limites



•Solutions salines et milieux de
culture définis
•pH et CO2
•Sérum (veau fœtal…)
•Conditions variables selon lignées /
sélection de clones
•Evolution en fonction du nombre de
passages (gestion « stock »..)
•Laboratoire dédié (PSM, matériel
dédié, procédures à suivre, tests… )

PROTOCOLES:
>Impact sur cellules
>Absence de contaminations

Mycoplasmes

Bleu trypan, MTT…



Caco-2 (caractéristiques 1)
 Monocouche polarisée (pôle apical et basal), Bordure en brosse

Différenciation au cours de la culture: J5J15

Résistance électrique transépithéliale importante

Enzyme digestives: peptidases membranaires et dissacharidases

de l’intestin grêle (lactase, aminopeptidase N, saccharase-isomaltase

et dipeptidylpeptidase IV)

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

Rsample -Rblank = Rcell layer

Ω cm2 



Différenciation spontanée
(après confluence)

Variation sucrase activité BB en fonction culture

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

(Pinto,  1983)



Axe crypto-villositaire de l’intestin grêle

Pageot and al., Microsc.Res.Tech., 2000.49:394-406)
Adapté Beaulieu 1988

Sucrase-isomaltase dans 
fractions enrichies BB
A: jéjunum adulte
B: Caco-2  J15  (P70)
C: Colon fœtus



Wilson et coll, J. Control. Release, 1990 

Études TEER / Transport (inserts)

- Nombre repiquages
- Corrélation absorption médicaments in vivo, notamment jéjunum (surtout ++

transport passif intracellulaire



Expression  de la bordure en brosse 
en fonction différenciation

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

A : J5
B : J10
C : J15



Caco-2 (caractéristiques 2)
Transport actif : acides aminés, sucres, vitamines, hormones

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

Transporteurs non-ionique membranaire: glycoprotéine P (P-gp)…

Récepteurs: vitamine B12, D3, EGFR (epidermal growth factor
receptor), transporteurs sucres GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT5, SGLT1

Production cytokines: IL-6, IL-8, TNF-α, TGF-β1, TSLP (thymic
stromal lymphopoietin), IL-15

PAS DE MUCUS



Experimental Evaluation of the Transport Mechanisms of 
Pig IFN-α in Caco-2 Cells, Liu et al., Front. Pharmacol., 2017 
 endocytose via les raft-lipiques

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

Screening de plusieurs mol. pharmaco



CONFOCAL LASER SCANNING MICROSCOPY (2.2)
R

ec
on

st
ru

ct
io

n Sections

Luminal space

Serosal space

IMMUNOLABELLING



(selon Lievin et coll, 2013)

J3 J10                                        J15TEM _J15

Caco-2 / TC7



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

F

E



ALTERATIONS IN MICROVILLOUS F-ACTIN AND VILLIN
BY Afa/Dr DAEC STRAIN C1845

IN POLARIZED HUMAN INTESTINAL CELLS

F-ACTIN 
CONTROL

VILLIN
CONTROL

F-ACTIN
INFECTED

VILLIN
INFECTED



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

Selon PONCE_DE_LEON_RODRIGUEZ



Avantages et limites Caco-2

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

• Différenciation 
spontanée, études ++ 
biosynthèse, 
expression 
polarisation….

• Attention 
extrapolation (un seul 
type cellulaire, pas de 
mucus, cellules 
cancéreuses 
(Glucose…), pas tous 
les  récepteurs, 
enzymes… (à vérifier))



HT29: lignées…

• Fogh 1964  femme caucasienne de 44 ans tumeur
adénocarcinome colique humaine

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

• Modèle unique d’études des mécanismes de
différenciation cellulaire (galactose, butyrate de Na,
MTX, FU…)

…….



 Phénotype polarisé (% Caco-2): 
• différenciation de même type (mais plus 

longue)
• Activités enzymatiques BB + faibles
• Pas de dôme
 Selon sélection, composition différente:
HT29-CL 16E (butyrate de sodium)
HT-29 MTX (méthotrexate)
HT-29 FU (fluorouracile)
 HT29-MTX: étude activité mucines, 

réponses aux infections bactériennes…
 HT29-MTX-Caco-2 cocultures

Zweibaum et coll., 2011

HT29: lignées…

mucus



HT29

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



HT29: modèle de différenciation 
entérocytaire

Nicolas Chartier,  2007



HT29-16E

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



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

(Lievin et coll, 2013)



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

Études sur la différenciation cellulaire 
intestinale (physio et cancéreuse)



T84

(Lievin et coll, 2013)



Étude sur modèle cellulaire de cellules M

Etienne-Mesmin et coll., PLoS One 2011THP1



Selon Ponce de Léon Rodriguez

Modèle de stimulation 
inflammatoire 

(co-culture 3 lignées)



Modèle 3D-
coculture

A 3D co-culture of three human cell lines to model the inflamed intestinal mucosa for safety testing of nanomaterials

Susewind, 2015

(IL-1β)



Mécanismes de virulence de Listeria

José A. Vázquez-Boland et al. Clin. Microbiol. Rev. 2001; 
doi:10.1128/CMR.14.3.584-640.2001

Tilney et coll., 1989 



Mise au point nanoparticules: exemple d’utilisation
d’un modèle de co-culture

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

Transport et absorption
de diverses Nanoparticules
PEGylées ou non
Processus actif (action
d’inhibiteurs)
PEGylation augmente
biodisponibilité pour voie
Orale (comparaison des
lignées (Caco-2 et Caco-
2/HT29): ++mucus





De quelles cellules les Caco-2 et les HT29_MTX sont-ils les
modèles? Argumentez

Quels est l’intérêt d’utiliser deux modèles dont un modèle de
co-culture?

Dans un premier temps, les auteurs ont testé la viabilité
cellulaire (cf ci-dessous). Pourquoi 2 tests différents? Que
peut-on en conclure?





 Pourquoi choix TEER? Conclusion entre les deux lignées? Apport courbe E?
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