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un outil de modification
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Le microbiote intestinal :

impact sur la santé humaine

L'ensemble des microorganismes du tube
digestif, appelé microbiote intestinal,
joue un role essentiel dans de nom-
breuses fonctions telles que la diges-
tion des aliments [1] ou la matura-
tion du systéme immunitaire [2]. Depuis
quelques années, le role de la dysbiose
(altération du microbiote) dans des
pathologies variées, telles que les mala-
dies inflammatoires chroniques ou le
cancer, est reconnu [3]. Il apparait alors
crucial de disposer d’outils de manipu-
lation du microbiote afin de dégager de
nouveaux axes thérapeutiques.

Les techniques actuelles de modification
du microbiote in vivo reposent sur trois
approches principales. La premiere est
P'utilisation des prébiotiques, des subs-
trats non digestibles (comme les fibres),
qui favorisent le développement des bac-
téries bénéfiques de la flore intestinale.
La deuxieme consiste a administrer des
probiotiques, qui sont des microorganismes
vivants, capables de moduler le micro-
biote de maniére bénéfique pour I’hGte.
Enfin, il est également possible de modifier
le microbiote de facon plus globale en
changeant de régime alimentaire ou en
transplantant du microbiote fécal. Cepen-
dant, pour que le microbiote nouvelle-
ment implanté perdure, il faut maintenir de
fagon durable un régime alimentaire riche
en substrats. Ainsi, nous manquons d’outils
pour manipuler le microbiote de fagon
ciblée et durable dans un environnement
complexe comme le tube digestif.
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Uarticle « In situ targeted base editing
of bacteria in the mouse gut » publiée
par Brédel et al. en 2024 dans Nature
avait pour objectif de développer une
stratégie permettant de modifier géné-
tiquement, de facon stable et durable,
une population bactérienne du micro-
biote intestinal [4]. Pour cela, les cher-
cheurs ont choisi de délivrer un éditeur
de base, soit une machinerie d’édition
génique, via un vecteur : le génome d’un
phage, un virus capable d’infecter une
bactérie.

Qu’est-ce qu’un éditeur de base ?

L’édition de base (base editing) est une
technique qui permet d’introduire des
mutations ponctuelles dans I’ADN ou
’ARN cellulaire sans créer de cassures
de I’ADN double brin [5]. Ce systéme est
dérivé du systeme d’édition du génome
le complexe CRISPR/Cas
(clustered regularly interspaced short
palindromic repeats/CRISPR-associated

le plus connu :

proteins). 'éditeur de base utilisé ici est
composé d’un ARN guide permettant de
diriger la Cas9 vers une séquence d’inté-
rét. La Cas 9, couplé a une désaminase,
va alors se fixer a la séquence et ouvrir
une boucle d’ADN simple brin permet-
tant a la désaminase de remplacer un
nucléotide par un autre. Deux types de
désaminases ont été utilisés par les
auteurs : une cytosine base editor (CBE)
qui remplace une paire de guanine-cyto-
sine par une paire thymine-adénine et
une adénosine base editor (ABE) faisant
Pinverse [4].

Développement d’un systeme

de ciblage spécifique de bactéries

du microbiote intestinal

Les auteurs ont d’abord di élaborer
un systéme permettant de délivrer
I’ADN codant I’éditeur de base dans
des especes bactériennes spécifiques
faisant partie du microbiote intestinal
humain, ici Escherichia coli. Ils ont
donc utilisé un bactériophage généti-
quement modifié, en raison de leur pro-
priété naturelle a injecter leur génome
dans une bactérie et a en détourner la
machinerie cellulaire [6].

Leur choix s’est porté sur le phage A, qui
utilise principalement la porine LamB
comme récepteur pour se lier et injecter
son ADN dans les bactéries. Contrai-
rement a d’autres phages, comme M13
qui utilise le pilus F comme récepteur,
et dont I’expression est absente chez
certaines bactéries Gram-négatives de
Pintestin [7], le phage A peut cibler une
plus large population bactérienne.

De plus, il est capable d’entrer en lyso-
génie, phase durant laquelle le virus
integre son ADN dans le génome de
la bactérie hdte sans la détruire [8].
Cela permet non seulement le maintien
stable du transgéne dans le génome
bactérien, mais aussi la survie de la
bactérie, condition indispensable pour
garantir une modification durable de
la population du microbiote. Lors de
cette phase, le virus reste inactif (sous
la forme de prophage), ne produisant
alors pas de nouveaux virions jusqu’'a
une activation ultérieure.
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Figure 1. Ingénierie d’un phage A modifié combiné avec un cosmide non réplicatif codant pour

un éditeur de base et une origine de réplication dépendante de la primase, empéchant ainsi sa

dissémination. |’éditeur de base (ici ABE) intégré permet des conversions nucléotidiques pré-

cises (T—>C, A—>G), permettant des modifications ciblées du génome bactérien. Le phage A est

modifié avec des chiméres STF-P2 reconnaissant le lipopolysaccharide (LPS) et des chiméres gp)

ciblant spécifiquement la protéine OmpC de la membrane bactérienne.

Limitation des risques de propagation
génétique : création d’un vecteur
d’ADN non réplicatif

Afin d’éviter la transmission incontrd-
lée de I’ADN introduit, les auteurs ont
congu un vecteur réplicatif inductible,
le payload. Ce vecteur contient un gene,
par défaut inactif, codant une primase
nécessaire a sa réplication. Uactivation
de la primase peut étre induite, par
exemple par ajout de DAPG (2,4-diacé-
tylphloroglucinol, molécule inductrice
utilisée pour induire I"expression du
geéne), déclenchant ainsi la réplication
du vecteur uniquement lorsque cela est
souhaité. Cela signifie que, méme si
I’ADN est introduit avec succes dans
une cellule bactérienne, il ne pourra pas
se transmettre a d’autres bactéries de
fagon incontrdlée.

Optimisation du phage pour

une efficacité maximale

de I’injection d’ADN

Le défi majeur était de modifier I’en-
semble d’une population bactérienne du
microbiote. Initialement, le phage A a

m/s n® 11, vol. 41, novembre 2025

été choisi pour sa capacité naturelle a
infecter un spectre relativement large
de souches bactériennes via le récep-
teur LamB. Cependant, certaines souches
d’€. coli n’expriment pas ce dernier. Pour
élargir le spectre d’action du phage, les
auteurs ont modifié ses protéines d’at-
tachement, gp) et STF (side tail fibers),
afin qu’elles se lient a OmpC, une porine
davantage exprimée.

Afin d’éviter une compétition de liaison
entre GPJ et STF pour ce méme récepteur,
les STF ont été fusionnées avec des seg-
ments protéiques dérivés du phage P2.
Cette chimére permet aux STF de recon-
naftre le LPS bactérien (lipopolysaccha-
ride, composant de la membrane externe
des bactéries Gram-négatives) plutdt
que OmpC, évitant ainsi toute compéti-
tion avec gp) et améliorant Pefficacité
de la reconnaissance des récepteurs
bactériens (Figure 1). Cette chimere a
en outre permis d’augmenter 'efficacité
de Iinjection d’ADN dans les bactéries
cibles, atteignant jusqu’a 90 %.

Cette approche montre que méme si le
choix du phage A était motivé par son

spectre naturellement large, I'ingénierie
des protéines d’attachement et le déve-
loppement de telles chimeres restent
nécessaires pour augmenter I’efficacité
des outils de modification génétique
dans des environnements complexes
comme I’intestin. Bien que d’autres
phages auraient pu étre modifiés de
maniére similaire, A offre "avantage
supplémentaire de pouvoir entrer en
lysogénie, permettant un maintien stable
du transgéne dans le génome bactérien.

Optimisation des cosmides

pour I’édition génique in vivo

Les auteurs ont ensuite combiné
la chimeére obtenue avec un plas-
mide, appelé cosmide, contenant des
séquences A du phage (cos) nécessaire a
’empaquetage de ’ADN du phage dans le
virion [9], I’éditeur de base, 'origine de
réplication primase-dépendante, ainsi
qu’une molécule fluorescente, la sfGFP.
Le cosmide a été intégré dans une souche
€. coli MG1655 porteuse d’un plasmide
contenant une primase inductible.
L'ajout de DAPG induit I’expression de
la primase permettant la réplication du
cosmide.

La stabilité du cosmide a ensuite été
évaluée par cytométrie en flux en suivant
le signal sfGFP. Au cours des premiéres
heures et en "absence de DAPG, une
forte fluorescence est détectée, témoi-
gnant d’une efficacité de la délivrance
du cosmide. Cependant, le signal dimi-
nue progressivement, indiquant que sans
réplication, le cosmide est progressive-
ment perdu par les bactéries, mettant
en évidence son instabilité en I’absence
de primase.

Le cosmide généré a été utilisé pour
effectuer des modifications précises
d’une souche €. coli, non pathogeéne
et présente dans I'intestin murin, afin
d’évaluer efficacité de I’édition génique
in vivo. ’édition portait sur le gene de la
B-lactamase (bla), impliqué dans la
résistance aux antibiotiques. L’inges-
tion d’une dose de particules phagiques
(4x10' particules) a permis d’obtenir
un taux d’édition de 93 % des bactéries



cibles, maintenu pendant 6 jours, sans
altérer leur croissance ni leur capa-
cité de survie (fitness). lls ont ensuite
administré a d’autres souris BALB/C une
dose intermédiaire (1x1010 particules)
pendant trois jours consécutifs, afin
d’étudier 'impact sur I’abondance rela-
tive de la population modifiée. Au bout
de 42 jours, cette population modifiée
était toujours présente au niveau de
I’intestin, traduisant la stabilité des
modifications géniques.

Par la suite, les auteurs ont essayé d’ap-
pliquer "édition génique a des souches
pathogeénes €. coli et K. pneumoniae
in vitro, en ciblant des genes de la
virulence ou de la résistance aux anti-
biotiques. IlIs ont ainsi pu obtenir des
modifications génétiques permettant
I’inactivation de genes de résistance et
de virulence sans augmenter le taux de
mutation global.

Apres les succes obtenus lors des essais
in vitro, des tests in vivo ont été menés
afin d’évaluer I’édition de base d’une
souche pathogene dans I'intestin de
souris. Pour cela, des souris BALB/c trai-
tées a la streptomycine ont été coloni-
sées avec une souche €. coli TN03, asso-
ciée a des infections extra-intestinales
résistantes a la streptomycine. Les sou-
ris ont été gavées 5 jours apres la colo-
nisation, avec trois doses différentes
de cosmides. Ces derniers codent pour
un ABE ciblant le géne csgA, sous-unité
majeure de la protéine Curli. Ce facteur
d’adhésion des entérobactéries, associé
a de nombreuses maladies humaines
telles que la maladie d’Alzheimer [10],
est une cible de choix car il est non
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essentiel a la croissance bactérienne et
son inactivation conduit a un phénotype
facilement détectable. Le traitement a
induit une édition efficace du gene csgé,
atteignant une médiane de 71 % des
cellules cibles éditées 24 heures aprés
I’administration de la dose la plus éle-
vée (1 x 10U particules). €n analysant
I'impact du traitement sur la composi-
tion globale du microbiote intestinal,
les auteurs ont constaté des varia-
tions du microbiome interindividuelles
et temporelles apres Iadministration
de streptomycine, témoignant a la fois
de la diversité naturelle de leur micro-
biote et de la variabilité individuelle de
la réponse au traitement. €n outre, les
fluctuations du microbiome total obser-
vées apres I"administration de I’éditeur
de base ne dépassent pas celles induites
par la streptomycine, suggérant que ce
dernier n’a pas d’impact majeur sur la
composition du microbiome.

Brodel et al. ont ainsi développé une
technique novatrice pour manipuler le
microbiote intestinal via des vecteurs
bactériophages modifiés délivrant des
éditeurs de base [4]. Les chercheurs
ont démontré la possibilité de modifier
durablement et précisément le génome
de bactéries du microbiote intestinal,
in vitro et in vivo, via un modéle murin.
Les résultats montrent, dans ’intestin
de souris, un taux d’édition élevé de
bactéries commensales ou pathogénes.
Ces modifications étaient stables dans le
temps et sans impact sur la composition
globale du microbiote. Cette méthode
offre des perspectives thérapeutiques
pour lutter contre les maladies liées aux

dysbioses ou aux bactéries multi-résis-
tantes. Toutefois, des analyses complé-
mentaires sont a effectuer afin d’éva-
luer Pimpact écologique et la sécurité
de cet outil pour prévenir tout risque de
transfert de mutations génétiques de
fagon non contrélée. ¢
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