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Résumé 

 
Les protéines de la famille Ten-Eleven Translocation (TET) sont des acteurs clés de la 

régulation de la transcription et des mutations des gènes codant pour ces enzymes sont 
fréquemment associées au développement de diverses pathologies comme des cancers. Si les 
enzymes TET ont été largement décrites pour leur rôle dans la déméthylation des 5-
méthylcytosines (5mC) sur l’ADN, ces enzymes peuvent aussi agir sur d’autres substrats ou 
indépendamment de leur activité enzymatique. En ce sens, le génome de la Drosophile est 
globalement dépourvu de 5mC mais code pour des enzymes TET, faisant de cet organisme un 
modèle de choix pour caractériser les fonctions de TET par-delà l’oxydation des 5mC. Au cours 
de ma thèse, je me suis intéressé au mécanisme moléculaire d’action de TET chez la 
drosophile. Tout d’abord, nous avons ré-examiné son rôle dans la démethylation des 6-
méthyladénines (6mA), une modification épigénétique dont la présence et le rôle chez les 
métazoaires sont controversés. Nos résultats montrent que les niveaux de 6mA sont très 
faibles dans le génome de la Drosophile, et que TET est incapable d’accommoder cette marque 
comme substrat. De plus, l’étude d’un mutant Tet dépourvu d’activité catalytique indique que 
l’activité enzymatique de TET n’est pas requise pour le développement de la mouche, et que 
dans le système nerveux central larvaire, son mode d’action est majoritairement indépendant 
de son activité catalytique. Au sein de ce tissu, nous avons pu montrer que TET interagit avec 
le Polycomb Repressive Complex 1 (PRC1) pour activer l’expression de ses gènes cibles. 
 
Mots clés : TET, Drosophile, Polycomb, activité catalytique, régulation de la transcription, 6-

méthyladénine 

 
 

Abstract 

 
Proteins from the Ten-Eleven Translocation (TET) family are key players in transcription 

regulation, and mutations affecting TET genes are frequently associated with several 
pathologies such as cancers. TET enzymes have been mainly described for their involvement 
in 5-methylcytosine (5mC) demethylation on DNA, but these enzymes can also act on other 
substrates or independently of their catalytic activity. Interestingly, the Drosophila genome is 
essencially deprived of 5mC but stil encodes for TET enzymes. Thus, this organism stands as a 
valuable model system to study TET functions beyond its ability to oxidise 5mC. During my 
PhD, I characterised TET molecular mechanisms of action in drosophila. First, I participated to 
the re-evaluation of TET function in 6-methyladenine (6mA) demethylation, an epigenetic 
modification whose presence and function in metazoans are still under debate. Our results 
show that 6mA levels are very low in Drosophila genome, and that TET is not able to 
accommodate this mark as a substrate. In addition, our study of a Tet mutant in which its 
catalytic activity is abolished show that TET enzymatic function isn’t required for fly 
development, and that TET function in the larval central nervous system is mainly catalytic 
independent. In this tissue, our results show that TET interacts with the Polycomb Repressive 
Complex 1 (PRC1) to promote gene activation. 
 
Keywords : TET, Drosophila, Polycomb, catalytic activity, transcription regulation, 6-

methyladenine 
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Préface : 

 
Une régulation précise de l’expression des gènes est requise pour le développement 

d’un organisme sain. Les modifications épigénétiques et les enzymes responsables de leur 

dynamique sont des acteurs clés de cette régulation. Ainsi, au cours de ma thèse je me suis 

intéressé au rôle des protéines de la famille Ten-Eleven Translocation (TET). Ces enzymes 

épigénétiques sont des régulateurs importants de l’expression des gènes grâce à leur fonction 

de déméthylation des cytosines sur l’ADN (5mC). De plus, des mutations acquises dans les 

gènes TET chez l’homme conduisent fréquemment à divers cancers notamment dans les 

systèmes hématopoïétique et nerveux, justifiant d’un point de vue médical l’intérêt porté à la 

caractérisation du mode d’action de ces enzymes. Cependant, l’existence d’organismes 

comme la Drosophile dont le génome code pour des enzymes TET tout en étant dépourvu de 

5mC suggère l’existence de fonctions supplémentaires pour cette famille d’enzymes. En ce 

sens, différentes fonctions non-canoniques ont été proposées pour TET, incluant la 

déméthylation des adénines (6mA) sur l’ADN, l’oxydation des cytosines méthylées sur l’ARN 

(m5C), et le recrutement d’autres facteurs participant à la régulation de l’expression des gènes 

comme le complexe Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2). 

L’objectif de ma thèse a été de caractériser les fonctions des enzymes TET au-delà de 

leur capacité à oxyder la marque 5mC en utilisant le système nerveux central larvaire de la 

Drosophile comme système modèle. Mes travaux ont permis de mettre en avant l’importance 

des fonctions enzymatiques et non-enzymatiques de TET chez cet organisme. Ainsi, j’ai 

participé à la réévaluation du rôle de TET dans la déméthylation de la marque 6mA, une 

modification épigénétique dont l’abondance et la fonction chez les métazoaires sont encore 

sujet à débat. J’ai également entrepris de caractériser l’importance fonctionnelle de l’activité 

enzymatique de TET par l’étude d’un mutant exprimant une protéine TET dépourvue d’activité 

catalytique et de caractériser les mécanismes de régulation de la transcription par TET dans le 

cerveau larvaire. Ces travaux m’ont notamment permis de découvrir un lien inattendu entre 

TET et le complexe Polycomb Repressive Complex 1 dans l’activation des gènes cibles de TET. 

Ainsi, dans un premier chapitre, j’évoquerai rapidement les bases de la régulation de 

l’expression des gènes codants et aborderai les principaux mécanismes épigénétiques 

impliqués dans cette régulation, avec un focus sur la méthylation de l’ADN et en particulier les 

6mA. Je détaillerai ensuite la structure et le rôle des enzymes TET dans la régulation de 
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l’expression des gènes, avant de présenter le complexe Polycomb et l’organisation du système 

nerveux central chez la Drosophile.  



 

  

Figure 2. Structure et organisation des nucléosomes. (A) Schématisation de la composition en 

histones et de l’assemblage des nucléosomes. La structure cristallographique d’un nucléosome 

entouré par l’ADN est également montrée. (B) Image de microscopie électronique montrant l’ADN 

compacté sous forme de « collier de perles ». La flèche noire indique un nucléosome. 

Figure 1. Organisation moléculaire de l’ADN et des nucléotides. (A) L’ADN est une macromolécule 

ayant la forme d’une double hélice et qui est constituée de nucléotides. (B) Classification et 

structure atomique des bases purines et pyrimidines constituant l’ADN. 

A B 

A B 
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1. LA REGULATION DE L’EXPRESSION DES GENES 

 

1.1. Organisation du génome eucaryote 

 

L’information génétique d’un organisme est codée par son génome. Représenté par un 

ensemble de molécules d’ADN (Acide Désoxyribonucléique) (Fig.1) appelés chromosomes, le 

génome est majoritairement contenu dans le noyau des cellules eucaryotes et code pour 

toutes les fonctions d’un organisme, de son développement à sa survie et à sa reproduction. 

Au fil des divisions cellulaires, l’ADN est transmis à chaque cellule de l’organisme qui en 

contient théoriquement une copie exacte. L’unité fonctionnelle du génome est le gène, une 

séquence dont l’expression influence un ou plusieurs caractères chez un individu. Plus de 100 

000 gènes (codants et non codants) composent le génome humain et le déroulement de 

l’ensemble des molécules d’ADN d’une cellule humaine représenterait une chaîne d’environ 

2m de longueur. Le volume des cellules et de leur noyau étant extrêmement restreint (de 

l’ordre du micromètre cube), le génome doit donc être très fortement compacté. Au sein du 

noyau, l’ADN n’est pas nu mais associé à des protéines dont les histones pour former une 

structure appelée chromatine. Différents niveaux de compaction de la chromatine sont décrits 

allant du nucléosome au chromosome métaphasique. 

Le nucléosome correspond à un assemblage de protéines histones et d’ADN (Fig.2A). 

Chaque nucléosome se compose d’un cœur de 8 histones, classiquement composé 

d’homodimères d’histones H2A, H2B, H3 et H4, autour desquels s’enroulent environ 150 

paires de bases d’ADN (Arents et al. 1991). Les nucléosomes sont séparés par l’histone de 

liaison H1. Les histones se composent d’une queue N-terminale qui ne participe pas 

directement au nucléosome et d’un domaine globulaire C-terminal appelé histone-fold qui 

permet la liaison entre histones. Leurs charges positives permettent la liaison à l’ADN qui est 

chargé négativement par les groupements phosphates (Luger et al. 1997). Le nucléosome 

correspond au premier niveau de compaction de l’ADN, et ses répétitions forment une 

structure dite de « collier de perle » (Fig.2B) (Oudet, Gross-Bellard, et Chambon 1975). Le 

repliement de cette dernière, grâce à l’histone H1, permet la formation de fibres de 

chromatine encore plus condensées (Robinson et al. 2006). A noter que d’autres niveaux de 

compaction moins bien décrits sont également requis pour atteindre une condensation 

extrême comme celle du chromosome métaphasique observée durant la mitose (Fig.3A) 

(Belmont 2002). Aussi, plusieurs états de condensation peuvent être observés au sein d’un 



 

  

A B 

Figure 3. Les différents niveaux de compaction de la chromatine. (A) Représentation schématique 

des différents états de compaction de l’ADN nu au chromosome métaphasique. (B) Image de 

microscopie électronique montrant les différents états de la chromatine d’un noyau interphasique. 

L’hétérochromatine apparaît très sombre par opposition à l’euchromatine qui apparait très claire. 

Figures 4. Les principaux éléments génomiques impliqués dans la régulation de la transcription 

des gènes. Schéma représentant différents éléments régulateurs en fonction de leur distance et 

effet par rapport aux gènes cibles. Les effets sur la transcription sont représentés par des flèches. 
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noyau en interphase (Fig.3B). L’euchromatine constitue une forme peu condensée de la 

chromatine dans laquelle l’ADN est relativement accessible à la machinerie transcriptionnelle. 

Par opposition, l’hétérochromatine correspond à une chromatine très condensée et peu 

accessible. Celle -ci peut être subdivisée en deux catégories : l’hétérochromatine constitutive, 

la plus condensée, est composée principalement de séquences répétées et d’éléments 

transposables qui doivent être constamment réprimés, et l’hétérochromatine facultative, plus 

riche en gènes et dont l’état réprimé est réversible (Jing Liu, Ali, et Zhou 2020). Ces différents 

niveaux de compaction de la chromatine influencent la fixation de facteurs sur l’ADN, et donc 

l’expression des gènes. 

 

1.2. Contrôle transcriptionnel et post-transcriptionnel de l’expression 

des gènes 

1.2.1. La transcription et son contrôle 

 

La séquence de l’ADN contient à la fois des gènes, mais aussi des signaux nécessaires à 

leur régulation, tels que le promoteur, localisé à proximité du site d’initiation de la 

transcription (TSS pour Transcription Start Site), et les éléments cis-régulateurs, appelés 

enhancers ou silencers lorsqu’ils ont respectivement un effet positif ou négatif sur la 

transcription (Fig.4) (Heintzman et Ren 2009). La distinction entre ces deux catégories dépend 

directement des protéines s’y fixant et de leur effet sur la transcription. Ainsi, en fonction du 

contexte, un enhancer peut aussi agir comme silencer et inversement (Kolovos et al. 2012). 

Les éléments régulateurs peuvent agir sur plusieurs gènes qui peuvent également être sous le 

contrôle de multiples éléments distaux. Enfin, les insulators sont des séquences agissant 

comme des barrières génétiques, empêchant les séquences régulatrices d’agir au-delà de ces 

régions (Fig.4) (Heintzman et Ren 2009). 

La transcription d’un gène chez les eucaryotes implique la fixation sur un promoteur 

d’une ARN polymérase (ARN Pol I, II ou III selon la nature des gènes), une enzyme chargée de 

transcrire l’ADN en ARN (Acide Ribonucléique) (Goodrich, Cutler, et Tjian 1996). Plusieurs 

promoteurs dits alternatifs peuvent contrôler l’expression d’un même gène. Lorsque l’ARN 

transcrit est traduit en protéine, il s’agit alors d’un ARN messager (ARNm) et sa transcription 

dépend de l’ARN Pol II, du complexe de pré-initiation (PIC), ainsi que de facteurs de 

transcription se liant directement à des motifs ADN et qui recrutent des co-régulateurs 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 5. Maturation des ARN messagers. Schéma représentant la maturation et l’épissage 

alternatif des ARN messagers (ARNm). 

Figures 6. Diversité des modifications post-traductionnelles des protéines. 
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transcriptionnels via des interactions protéine-protéine (Sekine et al. 2023). Cependant, il est 

important de noter que de nombreux gènes, dits non-codants, sont à l’origine de transcrits 

qui ne sont pas traduits. Différentes classes d’ARN non-codants ont été décrites comme les 

ARN ribosomiques (ARNr) qui participent à la structure des ribosomes, les ARN de transfert 

(ARNt) qui sont impliqués dans la traduction, ou les ARN interférents (ARNi) qui participent à 

la régulation post-transcriptionnelle des gènes. De nombreux autres mécanismes influencent 

l’expression des gènes au niveau transcriptionnel dont des mécanismes épigénétiques de 

modification de la chromatine qui seront détaillés plus loin (Chapitre 2). 

 

1.2.2. Du transcrit à la protéine 

 

La transcription d’un gène codant abouti à la synthèse d’un ARN pré-messager, qui va 

être coiffé d’une guanine méthylée sur son 7ème carbone (m7G-cap) à l’extrémité 5’ et 

polyadénylé en 3’. De plus, un processus d’épissage va conduire à l’élimination de certaines 

parties de la séquence des pré-ARNm (appelées introns) par le spliceosome, un complexe de 

nature ribonucléoprotéique (Love et al. 2023). A noter qu’un même messager peut être épissé 

de différentes manières, il s’agit de l’épissage alternatif (Fig.5). Enfin, des modifications 

chimiques se produisent également sur les bases des transcrits. Ces modifications 

épitranscriptomiques seront brièvement abordées dans un chapitre dédié. Le rôle de 

l’ensemble de ces processus est de stabiliser l’ARNm, de favoriser son export du noyau vers le 

cytoplasme, ainsi que sa traduction, et éventuellement de permettre l’expression de 

différentes isoformes protéiques. 

L’export d’un ARNm du noyau vers le cytoplasme conduit généralement à sa prise en 

charge par les ribosomes, les acteurs de la traduction. Ce processus consiste à convertir la 

séquence d’un ARN en protéine et fait intervenir les ARNt, dont le rôle canonique est 

d’apporter les acides aminés à assembler au ribosome. Une grande variété de modifications 

chimiques peut se produire sur les protéines néo-traduites afin d’en modifier l’activité ou d’en 

réguler la stabilité, dont notamment la phosphorylation, l’ubiquitination, ou la glycosylation 

(Fig.6) (Audagnotto et Peraro 2017). Au niveau de la chromatine, les histones subissent de 

nombreuses modifications post-traductionnelles qui seront détaillées dans les chapitres 

suivants. Ces modifications déposées essentiellement sur les extrémités N- et (dans une 

moindre mesure) C-terminale des histones influencent la stabilité du nucléosome, la 
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compaction de la chromatine, ainsi que la liaison de facteurs recrutés à la chromatine. De ce 

fait, les modifications post-traductionnelles sont également des acteurs importants de la 

régulation de l’expression des gènes (Millán-Zambrano et al. 2022). 

  



 

 

  

Figure 7. Structure atomique de la cytosine et de ces dérivés modifiés. Les chiffres indiquent le 

numéro du carbone au sein du cycle aromatique. 
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2. REGULATIONS EPIGENETIQUES DE L’EXPRESSION DES GENES 

 

L’identité d’une cellule dépend d’un profil d’expression génique spécifique, et 

l’acquisition de ce patron d’expression dépend lui-même de l’état de la chromatine. Ainsi, des 

modifications de la chromatine intervenant de manière cellule-spécifique expliquent en partie 

comment à partir d’un seul et même génome sont obtenues différentes identités cellulaires. 

En effet, la chromatine peut recevoir des modifications biochimiques qui vont survenir 

directement sur l’ADN ou sur les facteurs protéiques qui la composent comme les histones. 

Ces modifications n’altèrent pas la séquence de l’ADN et sont dites épigénétiques. 

 

2.1. Méthylation des cytosines sur l’ADN 

2.1.1. Caractéristiques de la 5mC 

 

Parmi les différentes modifications épigénétiques portées par l’ADN, la méthylation des 

cytosines demeure la plus étudiée. Elle correspond à l’ajout de manière covalente d’un 

groupement méthyle sur le 5ème carbone de la base pyrimidine, formant une 5-méthylCytosine 

(5mC) (Fig.7). Chez les mammifères, la marque 5mC est principalement observée en contexte 

dinucléotidique CpG (cytosine-guanine reliées par un pont phosphate), mais elle peut aussi 

être présente à une faible fréquence dans les contextes CHG et CHH (ou H correspond à 

n’importe quelle base sauf G) (S. Feng et al. 2010). 

L’identification de la 5mC chez les mammifères remonte à 1948, quand cette marque a 

été détectée par chromatographie sur de l’ADN de thymus de veau (Hotchkiss 1948). Depuis, 

la quantification de cette base modifiée à l’échelle du génome entier a montré que son 

abondance est relativement importante puisqu’elle représente jusqu’à 8% des cytosines de 

l’ADN de foie de souris par exemple. Cependant sa distribution génomique varie entre 

différents types cellulaires suggérant une régulation tissue spécifique de cette marque (Varley 

et al. 2013). Depuis, la marque 5mC a été caractérisée au sein de toute une diversité 

d’organismes eucaryotes dont les champignons, les plantes, et les animaux (S. Feng et al. 

2010). 

 

2.1.2. Dépôt de la méthylation 5mC 

 



 

 

 

 

  

Figure 8. Mécanismes de méthylation de l’ADN par les enzymes de la famille DNA 

méthyltransférase (DNMT). (A) Méthylation de novo des cytosines non modifiées par les enzymes 

DNMT3A/B et L. (B) Méthylation de maintenance par DNMT1. La réplication de l’ADN génère à 

partir d’ADN méthylé de manière symétrique de l’ADN hémi-méthylé. L’enzyme DNMT1 reconnait 

ces sites hémi-méthylés et dépose la méthylation sur le brin néosynthétisé pour restaurer la 

méthylation de manière symétrique. 

A 

B 
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Les enzymes DNMT1 et DNMT3A/B sont responsables du dépôt de la marque 5mC chez 

les animaux (Gowher et Jeltsch 2018). Ces enzymes se lient aux sites CpG et catalysent le dépôt 

d’un groupement méthyle sur les cytosines vierges. La réaction implique de remplacer un 

hydrogène par un groupement méthyle provenant du donneur S-Adénosyl-méthionine (J. Li 

et al. 2021). 

Chez les mammifères, la méthylation 5mC est acquise très tôt au cours du 

développement. C’est à partir du stade blastocyste que les gènes codant les enzymes DNMT3A 

et 3L sont exprimés, permettant la mise en place du patron de méthylation des cellules 

somatiques (Fig.8A) (A. Singh, Rappolee, et Ruden 2023). Ce patron de méthylation doit être 

maintenu tout au long du développement et des divisions cellulaires par des mécanismes de 

maintenance. A noter que DNMT3L est dépourvue de domaine catalytique, son rôle est 

d’interagir physiquement avec DNMT3A pour stimuler son activité (Gowher et Jeltsch 2018). 

Au cours du cycle cellulaire, seules des cytosines non méthylées sont incorporées lors 

de la synthèse de l’ADN, aboutissant de ce fait à une dilution passive des cytosines méthylées. 

L’enzyme DNMT1 est responsable de la méthylation de maintenance en se fixant aux cytosines 

méthylées sur l’ADN hémiméthylé, c’est-à-dire l’ADN dont les cytosines ne sont méthylées 

que sur l’un des deux brins, pour déposer un groupement méthyle sur les cytosines non 

méthylées du brin complémentaire. Ainsi, le brin matrice conserve ses cytosines méthylées 

alors que le brin néosynthétisé est méthylé par DNMT1 (Fig.8B) (Petryk et al. 2020). A noter 

qu’il existe une enzyme DNMT2 qui ne présente que peu ou pas d’activité ADN 

méthyltransférase in vitro et qui n’est pas impliquée dans l’établissement ou le maintien de la 

méthylation de l’ADN in vivo (Okano, Xie, et Li 1998), mais qui participe à la méthylation des 

ARN de transfert (Goll et al. 2006). 

 

2.1.3. Déméthylation de la marque 5mC 

 

Si la réplication de l’ADN peut constituer un mécanisme de déméthylation passif de 

l’ADN, il existe aussi un mécanisme responsable de la déméthylation active impliquant la 

famille des protéines Ten-Eleven Translocation (TET), largement décrites pour leur activité 

d’oxydation des 5mC (K. D. Rasmussen et Helin 2016). Les détails concernant la réaction 

d’oxydation des 5mC ADN par les enzymes TET seront abordés plus en détails dans le chapitre 

suivant. Par exemple, un évènement de déméthylation majeur survient après la fécondation 



 

 

 

 

  

Figure 9. Réécriture du patron de méthylation ADN au cours du développement embryonnaire 

chez les mammifères. Pourcentage de méthylation des sites CpG au cours du développement 

embryonnaire chez la souris, et acteurs impliqués dans la méthylation/déméthylation du génome. 

La ligne grise représente un niveau de méthylation commun aux deux sexes alors que les lignes 

bleue et rose représentent respectivement le niveau de méthylation du génome chez le mâle et la 

femelle. E : jour embryonnaire. 

Figures 10. Organisation génomique de la marque 5mC et impact sur la transcription. Schéma 

représentant différentes catégories d’îlots CpG, leur état de méthylation, et l’impact sur le 

recrutement de facteurs de transcription se liant à l’ADN et sur la transcription des gènes proches. 
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chez les mammifères (Fig.9). Les génomes maternel et paternel subissent un effacement total 

de la méthylation ADN dû non seulement aux réplications successives de l’ADN, mais 

également à l’activité de TET3. De manière identique, les Cellules Germinales Primordiales 

(PGC) subissent une autre vague de déméthylation par TET3. La méthylation 5mC est ensuite 

rétablie au sein des gamètes de manière dépendante de DNMT3A/L respectivement pendant 

la mise en place des spermatogonies au cours du développement embryonnaire chez le mâle, 

et au cours de la maturation ovocytaire après la naissance chez la femelle (A. Singh, Rappolee, 

et Ruden 2023). La méthylation 5mC est donc une marque épigénétique dynamique au cours 

du développement dont la balance dépend d’une part des enzymes DNMT, et de l’autre de la 

réplication de l’ADN et des enzymes TET. 

 

2.1.4. Fonctions de la 5mC 

 

La modification 5mC est impliquée dans la régulation de la transcription et dans la 

stabilité du génome. Sa fonction a historiquement été associée à la répression de l’expression 

des gènes (Deaton et Bird 2011) et des éléments transposables (Jansz 2019), du fait de la 

capacité de cette marque à favoriser la liaison des complexes responsables de la répression 

de la transcription comme les Histones Déacétylases (HDAC) (Sarkar et al. 2011). Au niveau 

moléculaire, en fonction du contexte, la présence de 5mC sur l’ADN va modifier l’expression 

des gènes et la structure de la chromatine en régulant la liaison de facteurs de transcription 

qui vont eux-mêmes recruter des co-répresseurs ou des co-activateurs transcriptionnels. En 

effet, il existe des protéines qui lient spécifiquement les CpG méthylés (les « readers » de la 

marque) (Fig.10), telles que les protéines qui contiennent un domaine Methyl-CpG Binding 

Domain (MBD) ou les protéines à doigt de zinc de type Cys2His2 de la famille Kaiso/ZBTB 

(Hodges, Hudson, et Buck-Koehntop 2020). La protéine MeCP2 de la famille MBD va recruter 

le complexe co-répresseur SIN3A et réprimer la transcription grâce à la sous-unité histone 

déacétylase de ce complexe (P. L. Jones et al. 1998). De plus, de nombreux facteurs de 

transcription se lient préférentiellement à des séquences méthylées. Dans le cas des facteurs 

KAISO et OCT4 par exemple, des expériences de ChIP-seq et d’EMSA montrent une diminution 

de leur liaison à l’ADN en absence de méthylation ADN (Yin et al. 2017). A l’inverse, certains 

facteurs de transcription ne sont plus capables de lier les CpG une fois méthylés (les « anti-

readers » de la marque) (Fig10). C’est notamment le cas de CCCTC-binding factor (CTCF), qui 
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est impliqué dans l’organisation tridimensionnelle du génome et dont la fixation dépend de la 

position de la cytosine méthylée sur le motif de liaison à l’ADN (Hashimoto et al. 2017). De 

même, le facteur de transcription GATA-1 est incapable de se fixer au motif CGATA dont la 

cytosine est méthylée (L. Yang et al. 2020). 

Les îlots CpG correspondent à des séquences fortement enrichies en dinucléotides CpG 

(Fig.10). Environ 70% des promoteurs des gènes humains se situent à proximité d’îlots CpG, 

et bien que peu fréquente, leur méthylation est généralement associée à la répression de la 

transcription des gènes cibles (Fig.10) (E. Li et Zhang 2014). D’autre part, les 5mC participent 

à la stabilité du génome en réprimant la transcription des éléments transposables, dont la 

réactivation peut entrainer des mutations suite à leur insertion aléatoire dans le génome, et 

des éléments péri-centromériques qui, lorsqu’ils sont actifs, favorisent les réarrangements 

chromosomiques. Cette marque est également impliquée dans la régulation des gènes soumis 

à l’empreinte parentale et dans l’inactivation du chromosome X (Messerschmidt, Knowles, et 

Solter 2014). Cependant aucune généralité ne peut en être tirée puisque certains facteurs de 

transcription sont capables d’activer la transcription de gènes en se liant uniquement à des 

séquences présentant des cytosines méthylées. Le facteur KLF4 par exemple, est capable 

d’activer l’activité luciférase d’un transgène exogène en cellules ES uniquement lorsque son 

motif de liaison à l’ADN est méthylé (Yin et al. 2017). De plus, la présence des 5mC dans le 

corps des gènes est corrélée à une transcription active et pourrait réguler l’épissage des 

transcrits et/ou le choix de promoteurs alternatifs (Maunakea et al. 2010). 

Des altérations du patron de méthylation ont été recensées dans divers cas 

pathologiques comme le développement tumoral. Une hypométhylation générale du génome 

est souvent observée au sein des cellules cancéreuses, accompagnée à l’inverse d’une 

hyperméthylation des îlots CpG sur les promoteurs (Skvortsova, Stirzaker, et Taberlay 2019). 

L’hypométhylation de l’ADN dans les cellules cancéreuses est associée à une expression 

aberrante des éléments transposables et des éléments répétés, conduisant de facto à des 

instabilités génétiques (Gopalakrishnan et al. 2009; Jansz 2019). Concernant 

l’hyperméthylation des promoteurs, lorsqu’elle se produit sur les promoteurs de gènes 

suppresseurs de tumeurs, elle favorise le processus oncogénique en inhibant l’expression de 

ces gènes (Skvortsova, Stirzaker, et Taberlay 2019). A noter que les gènes régulant la 

méthylation de l’ADN, comme les familles des enzymes DNMT et TET, ou des gènes modulant 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 11. Evolution et conservation des gènes codant pour les enzymes de la famille DNA 

Méthyltransférase (DNMT). Schéma représentant la présence ou absence des différents gènes 

DNMT chez une diversité d’espèces. Les paralogues sont représentés d’une même couleur. D’après 

(Lyko 2018). 

Figure 12. Principe de la technique de traitement de l’ADN au bisulfite. Un traitement bisulfite 

converti les cytosines en uraciles sans altérer les autres bases ou les cytosines modifiées. 

L’amplification par Polymérase Chain Reaction (PCR) de l’ADN traité convertie ensuite les uraciles 

en thymines, permettant de différencier les cytosines non méthylées des cytosines méthylées 

après séquençage. 
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l’activité des enzymes de ces familles, sont très fréquemment mutés dans les cancers (K. D. 

Rasmussen et Helin 2016). 

Enfin, l’absence de 5mC sur le génome de la levure et d’invertébrés tel que Drosophila 

melanogaster ou Caenorhabditis elegans, suggère que les fonctions de la 5mC ne sont pas 

universelles. Chez la Drosophile plus particulièrement, les enzymes DNMT1 et 3 ont été 

perdues au cours de l’évolution (Fig.11) (Engelhardt et al. 2022). En accord avec cela, 

différentes études montrent que les niveaux de 5mC sont faibles (avec un pic à 0.5% dans les 

phases précoces du développement) (Deshmukh et al. 2018), ou de l’ordre du bruit de fond 

chez cet invertébré (Bewick et al. 2017; Capuano et al. 2014; E. M. K. Rasmussen et al. 2016; 

G. Zhang et al. 2015). 

 

2.1.5. Détection de la 5mC 

 

Différentes méthodes ont été développées pour détecter la 5mC (S. Li et Tollefsbol 

2021). Premièrement, la spectrométrie de masse permet de quantifier précisément les 

niveaux de 5mC dans un échantillon d’ADN, néanmoins elle ne donne pas d’indication quant 

à la position génomique des bases modifiées (Le et al. 2011). Ensuite, les techniques 

dépendantes d’anticorps permettent d’une part de quantifier les niveaux de 5mC par dot-blot 

ou par des tests ELISA, mais également de déterminer la position de la marque en combinant 

des expériences d’immunoprécipitations suivies de Next Generation Sequencing (NGS), bien 

que l’information positionnelle reste peu résolutive. La position des 5mC peut être 

déterminée avec plus de précision en combinant traitement bisulfite et NGS (Sasaki et al. 

2003). Cette technique consiste à traiter de l’ADN génomique au bisulfite de sodium ce qui a 

pour effet de convertir les cytosines (C) non méthylées en uraciles (U). Après amplification par 

Polymerase Chain Reaction (PCR), les uraciles sont convertis en thymines (T), dont les 

positions peuvent être comparées avec celles d’un génome de référence après séquençage 

(Fig.12). Il est ainsi possible de déterminer la position des cytosines méthylées (non 

converties), par rapport aux cytosines non-méthylées (converties en T). Le principal biais de 

cette technique réside dans la conversion incomplète des cytosines lors du traitement qui 

peut être à l’origine de faux positifs. Enfin, si les séquençages de 3ème génération, Oxford 

Nanopore (Simpson et al. 2017) et le Single-Molecule Real-Time sequencing (SMRT-seq) 

Pacbio (Flusberg et al. 2010) permettent la détection de certaines bases modifiées telles que 



  

Figure 13. Principe des technologies de séquençage de 3ème génération et détection de bases modifiées. (A) Le 

Single Molecule Realtime-sequencing (SMRT-seq) détecte les nucléotides modifiés sur la base d’une 

augmentation de l’interpulse duration, c’est-à-dire le délai requis à la polymérase pour incorporer un nouveau 

nucléotide à la molécule d’ADN en cours de synthèse. (B) La technologie de séquençage Oxford Nanopore permet 

de détecter des nucléotides modifiés sur la base d’une modification de l’intensité du signal électrique produit 

lors du passage d’une base modifiée dans le nanopore par comparaison au signal produit par une base non 

modifiée. D’après (Beaulaurier et al. 2019). 

Figure 14. La marque N6-méthyladénosine (6mA). Structure atomique de l’adénine et de son 

homologue modifié, la marque 6mA. Les chiffres indiquent le numéro de l’atome au sein de la 

molécule. 

A B 
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les 5mC au nucléotide près (Fig.13), ces techniques ne sont pas encore bien adaptées pour 

étudier celles-ci quand elles sont présentes à de faibles niveaux. 

 

2.2. Méthylation 6mA sur l’ADN 

 

L’ajout d’un groupement méthyle sur l’azote 6 du cycle purique d’une adénine génère 

une 6-méthylAdénine (6mA) (Fig.14). Abondante au sein des génomes bactériens, cette 

marque a également été détectée chez les métazoaires, mais à des niveaux bien plus faibles 

et sa fonction biologique ainsi que son rôle potentiel de marque épigénétique restent encore 

très débattus. 

 

2.2.1. La marque 6mA chez les procaryotes 

 

La méthylation des adénines est bien caractérisée chez les procaryotes chez lesquels elle 

a été découverte (Dunn et Smith 1958). Très abondante, elle représente entre 1 et 3% des 

adénines totales du génome d’Escherichia coli (O’Brown et al. 2019). Elle est décrite pour son 

rôle dans les systèmes de Restriction-Modification (R-M) de défense contre les ADN étrangers 

(Loenen et al. 2014; Roberts 1980). Brièvement, ce système repose sur des méthyltransférases 

capables de méthyler le génome hôte de la bactérie, mais pas l’ADN étranger comme celui 

provenant de bactériophages. La méthylation protège ainsi le génome bactérien des enzymes 

de restriction responsables de la défense de la bactérie en clivant l’ADN étranger non méthylé. 

Cette marque est déposée par l’enzyme DNA Adenine Methyltransferase (DAM) ou les 

enzymes de la famille MT-A70 qui, à l’image des DNMT pour la 5mC, transfèrent un 

groupement méthyle du donneur S-Adénosyl-méthionine sur l’azote en position 6 d’une 

adénine. A noter que cette réaction se produit préférentiellement au niveau des sites GATC 

pour les méthylases DAM (Wion et Casadesús 2006). 

La réaction inverse de déméthylation est catalysée par les enzymes de la famille 

Alkylation Repair Homolog Protein (AlkB). Ces dioxygénases dépendantes du fer et du 2-

oxoglutarate ont été décrites pour leur rôle dans la réparation de lésions alkylées sur l’ADN et 

l’ARN (Van Deuren, Plessers, et Robben 2020). La spécificité de ces enzymes est relativement 

faible puisque AlkB, membre fondateur de cette famille, est également capable de déméthyler 

les marques 1mA, 3mC, et 3mT (Trewick et al. 2002). La déméthylation de la 6mA par AlkB 
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génère un intermédiaire d’oxydation, la N6-hydroxyméthyladénine (6hmA). D’un point de vue 

structural, ces enzymes sont caractérisées par la présence d’un domaine catalytique 

contenant un domaine Double Stranded b Helix (DSBH) et plusieurs motifs HXD (Histidine-X-

Aspartate) assurant la liaison au fer. Ces motifs sont retrouvés chez les enzymes Jumonji C 

(JmjC) qui déméthylent les lysines notamment sur l’histone H3, ainsi que chez les enzymes de 

la famille TET/JBP qui participent à l’oxydation et la déméthylation des 5mC sur l’ADN (B. Jia 

et al. 2017). 

 

2.2.2. La marque 6mA chez les eucaryotes unicellulaires et les plantes 

 

Chez certains eucaryotes unicellulaires et champignons, la marque 6mA est retrouvée à 

des niveaux relativement abondants puisqu’elle peut représenter 2,8% des adénines (Mondo 

et al. 2017). Chez d’autres protistes, dont les ciliés ou algues vertes unicellulaires, les niveaux 

de 6mA détectés sont un peu plus faibles (de l’ordre de 0,1 à 0,5% des adénines) (Beh et al. 

2019; Y. Fu et al. 2015). Ces taux restent néanmoins relativement élevés, et sont dépendants 

de l’enzyme MTA1 chez les ciliés. Chez ces organismes, la marque 6mA est enrichie de manière 

symétrique sur les dinucléotides ApT à proximité des TSS des gènes exprimés. Ainsi, 

contrairement à la marque 5mC, la méthylation des adénines semble corréler positivement 

avec la transcription (Beh et al. 2019). 

Chez les plantes dont le riz (Oryza sativa) et l’arabette des dames (Arabidopsis thaliana), 

les niveaux de 6mA sont estimés à environ 0,2% (Liang et al. 2018; Zhou et al. 2018). L’enzyme 

OsALKBH1 de la famille des AlkB présente chez Oryza sativa est capable de déméthyler in vitro 

la marque 6mA, et sa mutation s’accompagne d’une augmentation des taux de 6mA chez cette 

espèce. Néanmoins aucun phénotype évident n’est observé chez les plantes mutantes. Chez 

les plantes, la marque 6mA est retrouvée préférentiellement sur des motifs AGG, et tout 

comme chez les organismes unicellulaires, elle corrèle avec l’activation transcriptionnelle (Q. 

Zhang et al. 2018). 

 

2.2.3. La marque 6mA chez les métazoaires 

2.2.3.1. Chez les invertébrés 
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Chez les métazoaires, la présence de 6mA a tout d’abord été décrite chez des 

invertébrés comme C. elegans et la Drosophile. La présence de 6mA chez le nématode a été 

montrée enrichie sur des motifs AGAA et GAGG, très similaires à ceux observés chez les 

plantes, et à des taux allant de 0,01 à 0,4% (Greer et al. 2015). De plus, les enzymes DNA N6 

Adenine Methyltransferase 1 (DAMT-1) et N6-Methyl Adenine Demethylase 1 (NMAD-1), 

respectivement membre de la famille des MT-A70 et AlkB, ont été assignées au dépôt et à 

l’effacement de la marque (Greer et al. 2015). Ces résultats ont néanmoins été remis en cause 

et semblent s’expliquer entre autre par la présence de contaminations bactériennes 

augmentant drastiquement les niveaux de 6mA détectés par spectrométrie de masse 

(O’Brown et al. 2019). Il est maintenant admis que la marque 6mA est quasiment indétectable 

chez C. elegans.  

Chez la Drosophile, des niveaux très faibles de 6mA ont également été rapportés par 

différentes études. Ces taux varient au cours du développement, étant de l’ordre de 0,07% 

dans les toutes premières étapes du développement embryonnaire (avant l’activation du 

génome zygotique) pour descendre à 0,001% en fin d’embryogénèse et dans les tissus adultes 

comme le cerveau (Yao et al. 2018; G. Zhang et al. 2015). Ainsi, il a été montré que la fonction 

de la 6mA chez cet organisme était associée à la répression des éléments transposables dans 

l’ovaire (Yao et al. 2018), la régulation de l’activation du génome zygotique (S. He et al. 2019), 

et l’activation transcriptionnelle des gènes neuronaux dans le cerveau adulte (Yao et al. 2018). 

Pour se faire, la marque 6mA favoriserait la liaison de facteurs de transcription dont Jumeau 

(Jumu), ou le recrutement de complexes épigénétiques comme le Polycomb Repressive 

Complex 1 (PRC1) via sa sous-unité Polycomb (Pc). Si aucune enzyme responsable du dépôt 

de cette marque n’a encore été clairement identifiée chez la Drosophile, l’enzyme TET 

(également appelée DMAD chez la Drosophile pour DNA 6mA demethylase) a été assignée à 

la déméthylation active des 6mA. Ainsi, plusieurs études montrent que la perte de Tet 

s’accompagne d’une augmentation des taux de 6mA (Ismail et al. 2019; Yao et al. 2018; G. 

Zhang et al. 2015). 

 

2.2.3.2. Chez les mammifères 

 

La présence de 6mA a récemment été mise en évidence dans des tissus et des lignées 

cellulaires d’origine murine (Boulias et Greer 2022). Les premières études menées chez la 
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souris ont estimé un pourcentage de 6mA de l’ordre de 0,0001 à 0,001% des adénines totales 

dans les cellules ES et le cerveau (T. P. Wu et al. 2016; Yao et al. 2017; Kweon et al. 2019). Des 

taux similaires ont également été mesurés dans différentes lignées cellulaires humaines 

comme les cellules HEK293T ou Jurkat, ainsi que dans différents tissus chez le rat (Huang et 

al. 2015). Des taux bien plus élevés ont aussi été décrits comme par exemple dans des cellules 

sanguines humaines où les taux de 6mA seraient d’environ 0.05% (C.-L. Xiao et al. 2018). 

Néanmoins ces estimations ont été revues à la baisse au regard de contaminations 

bactériennes qui biaiseraient les taux de 6mA détectés par LC-MS/MS. Ainsi, plusieurs études 

n’ont pas détecté la présence de 6mA au sein de divers cellules et tissues dont les cellules 

souches embryonaires (ESC) de souris, les cellules HeLa, ou le foie de souris (O’Brown et al. 

2019; Schiffers et al. 2017). Ces données suggèrent que si cette marque est présente, elle n’est 

détectable que dans certains tissus ou lors de stades développementaux particuliers, ou que 

son taux est inférieur au seuil de détection des technologies actuelles. 

L’identité des méthyltransférases et déméthylases éventuellement impliquées dans le 

métabolisme des 6mA chez les mammifères reste peu claire. Il a notamment été proposé que 

l’enzyme à domaine MT-A70 methyltransferase like (METTL) 4 pourrait déposer cette marque 

et les enzymes de la famille AlkB Alkbh1, Alkbh4 et Fat mass and Obesity-associated Protein 

(FTO) pourraient l’enlever, mais ces résultats restent controversés (Boulias et Greer 2022). 

D’autres études suggèrent que la présence de 6mA dans l’ADN serait due à l’incorporation 

« passive » lors de la réplication de l’ADN de ribo-N6-méthyladénosine dérivés de la 

dégradation des ARN où cette modification est abondante (Musheev et al. 2020). Quelques 

études se sont concentrées sur l’identification de potentiels readers pour la marque. En ce 

sens, les protéines Additionnal Sex Combs 1 (ASXL1) et MPN-Domain containing protein 

(MPND) appartenant au complexe PR-DUB se lieraient préférentiellement à l’ADN méthylé 

(Kweon et al. 2019). A l’inverse, la présence de 6mA perturberait la liaison de Special AT-Rich 

Sequence Binding Protein 1 (STAB1) sur la chromatine (Z. Li et al. 2020), et celle du 

Transcription Factor A Mitochondrial (TFAM) sur l’ADN mitochondrial (Hao et al. 2020). 

Enfin, la marque 6mA semble enrichie au niveau de sites GAA, AGG, GAGG, ou GATA, 

comme montré par des données de DIP-seq ou de SMRT-seq. Cependant, aucune corrélation 

n’a été établie avec la transcription puisque la marque semble enrichie sur des régions 

fortement réprimées comme les éléments transposables ou l’hétérochromatine péri-

centromérique, mais également sur des régions actives comme les exons de gènes transcrits 
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(Kweon et al. 2019; C.-L. Xiao et al. 2018). Ainsi, la fonction biologique de cette modification 

reste très largement à déterminer (Boulias et Greer 2022). 

 

2.2.4. Remise en cause du 6mA ADN chez les métazoaires 

 

La présence et le rôle de la marque 6mA sur l’ADN chez les métazoaires restent 

aujourd’hui fortement controversés en raison des nombreux biais associés aux techniques 

utilisées pour étudier cette marque épigénétique (Boulias et Greer 2022). À ce jour, 

différentes pratiques expérimentales similaires à celles utilisées pour la méthylation 5mC sont 

conventionnellement utilisées pour détecter cette marque. 

La première, l’immunoprécipitation d’ADN, repose sur l’utilisation d’un anticorps 

reconnaissant la méthylation 6mA pour immunoprécipiter les fragments d’ADN présentant 

cette modification. L’objectif est ensuite soit d’amplifier des régions génomiques spécifiques 

par PCR quantitative (DIP-qPCR), soit de séquencer l’ADN obtenu par séquençage à haut débit 

(DIP-seq) pour obtenir le profil génomique global de la présence de la marque 6mA. 

Cependant, la plupart du temps, la spécificité des anticorps anti-6mA ADN est très insuffisante 

en raison de leur affinité non négligeable pour les adénines non modifiées qui ne permet pas 

de les utiliser avec confiance pour des taux de 6mA/A très faibles comme ceux mesurés dans 

les génomes des métazoaires (Bochtler et Fernandes 2021). Par ailleurs, le profil génomique 

de 6mA obtenu par DIP-seq a été corrélé à différentes séquences répétées dont des séquences 

satellites, des Short et Long Tandem Repeat (STR/LTR), certains éléments transposables tels 

que les Long Interspersed Nuclear Elements (LINE), ou encore les centromères et télomères 

(G. Zhang et al. 2015). Ces séquences sont difficiles à aligner sur le génome en raison d’un 

important niveau de répétition et ont été détectées en abondance dans des échantillons 

contrôles d’ADN génomique non méthylé, ou immunoprécipités par un anticorps contrôle 

(souvent un anti-IgG). Elles représentent de ce fait des artefacts classiquement retrouvés lors 

de ce type d’expérience et nécessitent d’être analysées avec prudence (Douvlataniotis et al. 

2020). 

Une autre approche permettant de s’affranchir de l’utilisation d’anticorps est le SMRT-

seq. Cette technique de séquençage permet non seulement de déterminer la séquence d’ADN 

par la mesure de la fluorescence générée suite à l’incorporation d’une base au cours de la 

réaction de réplication, mais également la nature des bases modifiées par la mesure de 
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l’intervalle de temps entre l’incorporation de deux nucléotides (IPD pour Inter-Pulse Duration) 

(Flusberg et al. 2010). En effet, les valeurs d’IPD varient quand la polymérase qui recopie 

(« séquence ») l’ADN rencontre une base modifiée. Cette technique permet de localiser les 

6mA à la base près. Cependant, le niveau extrêmement bas de méthylation 6mA dans les 

génomes conduit à des taux de faux positifs (FDR pour False Discovery Rate) élevés (O’Brown 

et al. 2019). 

De plus, des techniques de conversion chimique des adénines non modifiées similaires 

au traitement bisulfite ont été mises au point très récemment. Le traitement de l’ADN au 

nitrite combiné au séquençage (NT-seq) permet de convertir les adénines non méthylées en 

inosines par déamination. Cette base peut se lier à une cytosine par complémentarité et être 

lue comme guanosine lors du séquençage à haut débit (Xuwen Li et al. 2022). A l’image du 

séquençage après traitement au bisulfite pour les 5mC, cette technique souffre de la présence 

de faux positifs dus à la conversion incomplète des adénines non modifiées qui rend son 

utilisation encore hasardeuse pour des génomes avec peu de 6mA comme ceux des 

métazoaires. 

D’autres procédés expérimentaux permettant cette fois-ci de quantifier le niveau global 

de 6mA dans un échantillon sont le Dot-Blot et la spectrométrie de masse. Le Dot-Blot consiste 

à détecter la présence de 6mA dans un échantillon d’ADN déposé sur une membrane via un 

anticorps spécifique de la marque d’intérêt. De ce fait, comme évoqué ci-dessus, cette 

technique dépendante d’anticorps souffre également d’un biais de spécificité. Elle est aussi 

assez peu sensible. En revanche, la chromatographie en phase liquide couplée à la 

spectrométrie de masse (UHPL-MS/MS pour « ultra high performance liquid chromatography 

coupled with tandem mass spectrometry ») permet de détecter de manière sûre et 

quantitative les adénines méthylées et de les différencier des adénines non méthylées, même 

dans des échantillons contenant des taux très faibles de 6mA (~0.00001%). Cependant la 

moindre trace d’ADN bactérien, riche en 6mA, peut contaminer la préparation des 

échantillons et fausser les résultats (Kong et al. 2022). Ces contaminations sont fréquentes et 

retrouvées dans les cultures cellulaires, chez des animaux entretenus dans un environnement 

non stérile, ou dues à des traitements effectués avec des produits synthétisés en système 

bactérien tels que les enzymes couramment utilisées pour la digestion de l’ADN en nucléoside 

lors des expériences de UHPL-MS/MS. Ainsi, l’étude de la méthylation des adénines reste 



 

 

 

  

Figure 15. Diversité des modifications post-traductionnelles des histones. Schéma représentant 

les principales modifications chimiques se produisant sur les parties N et C-terminale des histones. 

Me : méthylation ; Ac : acétylation ; Ph : phosphorylation ; Ub : ubiquitination ; K : lysine ; R : 

arginine ; S : sérine ; T : thréonine. D’après (Tollervey et Lunyak 2012). 

Figure 16. Localisation génomique des principaux résidus lysines pouvant être méthylés sur 

l’histone H3. La méthylation des lysines de l’histone H3 est associé à des annotations génomiques 

ou des états de transcription particuliers. 
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difficile car elle nécessite des contrôles adaptés à l’approche expérimentale employée et 

souvent inhabituels (Douvlataniotis et al. 2020). 

 

2.3. Modifications post-traductionnelles des histones 

 

Les modifications post-traductionnelles se produisant majoritairement sur la queue N-

terminale des histones influencent la compaction de la chromatine et le recrutement de 

protéines dont certains facteurs de transcription et enzymes épigénétiques. Ces modifications 

sont réversibles et donc dynamiques. Leur rôle est crucial pour le contrôle de l’expression des 

gènes, mais également dans d’autres processus biologiques comme la réplication de l’ADN, la 

réparation des dommages à l’ADN, ou la mitose. Les modifications les plus fréquentes et les 

plus étudiées sont la méthylation, l’acétylation, l’ubiquitination, et la phosphorylation (Fig.15), 

mais une grande variété d’autres modifications a été également décrite incluant la 

sumoylation, la glycosylation ou la crotonylation pour n’en citer que quelques-unes (Millán-

Zambrano et al. 2022). 

 

2.3.1. Méthylation des histones 

 

La méthylation des histones se produit sur les lysines (K) et sur les arginines (R). Les 

enzymes responsables du dépôt de cette marque sont les Histones méthyl transférases (HMT) 

qui transfèrent un groupement méthyle depuis la S-Adénosyl-méthionine. Les lysines 

méthyltransférases possèdent généralement un domaine catalytique de type SET (Su(var)3-9, 

Enhancer of zeste and Tritorax) (B. Xiao, Wilson, et Gamblin 2003). De manière intéressante, 

les lysines peuvent accepter un ou plusieurs groupements méthyles et être mono-, di-, ou tri-

méthylées. En fonction des lysines ciblées et de leur niveau de méthylation, elles sont 

associées à différents états de la chromatine. Sur l’histone H3, les sites de méthylation 

positivement corrélés à la transcription sont les lysines 4, 36 et 79, alors que la méthylation 

des lysines 9 et 27 corrèle négativement avec la transcription (Morgan et Shilatifard 2020). 

Des analyses d’immunoprécipitation de chromatine couplée au séquençage à haut débit 

(ChIP-seq) ont permis de cartographier la présence des différentes marques sur l’ensemble du 

génome (Fig.16). Ainsi, concernant les marques permissives, la marque H3K4me1 a été décrite 

comme généralement enrichie sur les enhancers, H3K4me2 s’étend autour des promoteurs 
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actifs et forme des pics autour des promoteurs réprimés, alors que H3K4me3 est retrouvée 

au niveau des promoteurs et colocalise avec l’ARN Pol II activée (phosphorylée sur sa sérine 

5) (Heintzman et al. 2007). H3K36me3 est présente sur les corps des gènes actifs et marque 

l’élongation de la transcription (Bannister et al. 2005). Enfin, H3K79me est déposée par DOT1, 

dépourvue de domaine SET, sur le corps des gènes (Ng et al. 2002). Concernant les marques 

répressives, H3K9me2/3 est déposée par SUV39H1 chez les mammifères, et est enrichie sur 

les gènes réprimés dans l’hétérochromatine (Grewal 2023). La marque H3K27me3 est 

associée à l’activité de PRC2 puisqu’elle est déposée par l’enzyme Enhancer of zeste (E(z)) et 

assure la répression transcriptionnelle des gènes (Trojer et Reinberg 2007). Cette marque est 

retrouvée généralement au niveau des promoteurs des gènes réprimés chez les mammifères, 

et forme chez la drosophile de larges domaines (ou loci) recouvrant et réprimant plusieurs 

gènes (Schuettengruber et al. 2009). 

Les protéines contenant des domaines tudor, chromator ou PHD (plant homeodomain) 

peuvent se lier de manière spécifique aux lysines méthylées (Cosgrove 2012). C’est le cas du 

complexe de remodelages de la chromatine Nucleosome Remodeling Factor (NURF) dont la 

sous-unité Bromodomain PHD finger Transcription Factor (BPTF) reconnait H3K4me3, ou de 

complexes impliqués dans la répression des gènes telle que la protéine Pc du complexe PRC1 

qui se lie à H3K27me3 ou encore de Heterochromatin Protein 1 (HP1) qui se fixe sur 

H3K9me2/3. Enfin, la méthylation des lysines peut être reconnue par des déméthylases 

comme les enzymes de la famille Lysine Demethylase 1 (KDM1). C’est la cas de JARID1 qui 

enlève la méthylation de H3K4me2/3, ou les enzymes de la famille Jumonji C (JmjC) dont UTX 

qui déméthyle H3K27me3 (Pedersen et Helin 2010). 

Enfin, les enzymes de la famille des Protein Arginine Methyltransferases (PRMT) 

assurent la méthylation des arginines sur une grande variété de protéines incluant les 

histones. A ce jour, neuf membres sont clairement identifiés et divisés en 3 catégories en 

fonction de leur activité catalytique (Blanc et Richard 2017). Les enzymes de type I, dont le 

membre fondateur est PRMT1, déposent la diméthylation asymétrique (me2a) alors que les 

enzymes de type II dont PRMT5 est le principal représentant assurent le dépôt de la 

diméthylation symétrique (me2s). PRMT7 est à ce jour la seule enzyme de type III et n’est que 

capable de monométhyler ses cibles. Brièvement, les effets de la méthylation des arginines 

sur les histones sur la transcription sont variables, puisqu’il a été montré par exemple que la 

méthylation H4R3me2a par PRMT1 corrèle avec le recrutement du complexe p300/CREB-
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binding protein (CBP) (An, Kim, et Roeder 2004). A l’inverse, la méthylation H3R3/8me2s par 

PRMT5 et H3R2me2a par PRMT6 empêche la fixation de Mixed Lineage Leukemia (MLL), 

antagonisant le dépôt de H3K4me3 (Guccione et al. 2007). A ce jour, les enzymes responsables 

de l’effacement de cette marque ne sont pas encore identifiées. 

 

2.3.2. Acétylation des histones 

 

L’acétylation des histones ne se produit que sur des lysines et est dynamiquement 

régulées par deux classes d’enzymes. Les Histone Acetyl Transferases (HAT) qui assurent le 

dépôt de la marque par opposition aux Histone Deacetylases (HDAC) qui sont responsables de 

son effacement. L’acétylation est associée à la décondensation des nucléosomes et est donc 

généralement corrélée à l’activation transcriptionnelle. Cette marque est enrichie au niveau 

des promoteurs des gènes transcrits et des enhancers actifs. Trois grandes familles de HAT 

sont décrites à ce jour : Gnc5-related Acetyl Transferases (GNAT), MYST (pour MOZ, 

Ybf2/Sas3, Sas2, Tip60), et p300/CBP. Les protéines pouvant reconnaitre cette marque sont 

caractérisées par la présence d’un bromodomaine. De nombreuses HDAC ont été identifiées, 

18 chez l’Homme dont 5 également retrouvées chez la Drosophile. Elles font souvent partie 

de complexes multiprotéiques comme Sin3, Nucleosome Remodeling and Deacetylase (NuRD) 

et CoREST. Le résidu acétylé le plus étudié pour son implication dans la régulation de la 

transcription correspond à la marque H3K27ac (Zentner et Henikoff 2013), bien que d’autres 

marques aient également été décrites comme H3K9ac qui antagonise la marque H3K9me3 

(Gates et al. 2017) ou H4K16ac qui est notamment impliquée dans la compensation de dose 

du chromosome X chez la Drosophile (Kind et al. 2008). 

 

2.3.3. Ubiquitination des histones 

 

L’ubiquitine est un peptide de 76 acides aminés (environ 8kDa) dont la fixation peut être 

catalysée sur des protéines par l’action concertée de 3 groupes d’enzyme. Une enzyme 

d’activation E1, une enzyme de conjugaison E2, et une enzyme de liaison E3 sont nécessaires 

à cette réaction (Pickart et Eddins 2004). Dans le cas des histones, la mono-ubiquitination se 

produit sur la lysine 119 (118 chez la Drosophile) de H2A et sur la lysine 120 de H2B. A noter 

que ces marques sont associées non pas à la dégradation des protéines par le protéasome 
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(comme c’est le cas suite à la polyubiquitination de nombreuses protéines), mais à la 

régulation de la transcription. 

En règle générale, la marque H2AK118/119ub est associée à la répression 

transcriptionnelle (H. Wang et al. 2004) alors que la marque H2BK120ub corrèle avec son 

activation (Nickel, Allis, et Davie 1989). H2AK118/119ub est déposée par la protéine Really 

Interesting New Gene 1A/B (RING1A/B) chez les mammifères (dRING chez la Drosophile), une 

sous-unité fondamentale du complexe PRC1, et est donc retrouvée dans les domaines 

réprimés, mais également sur des enhancers. Elle est effacée par le complexe Polycomb 

Repressive-Deubiquitinase (PR-DUB) et plus précisément par l’enzyme BRCA1 acssociated 

protein-1 (BAP1) chez les mammifères (Calypso chez la Drosophile) (Scheuermann, Gutiérrez, 

et Müller 2012). Concernant H2BK120ub, elle est catalysée par les ubiquitines ligases 

Radiation sensitive 6/Brefeldin A sensitivity 1 (Rad6/Bre1) chez la levure (UBE2A/B et 

RNF20/40 chez l’homme) (Kao et al. 2004; Wood et al. 2003), et peut être éliminée par 

Scrawny (Scny/dUSP36) chez la Drosophile (Buszczak, Paterno, et Spradling 2009). 

 

2.3.4. Phosphorylation des histones 

 

La phosphorylation des histones, par l’apport d’une charge négative, est supposée 

réduire la liaison entre l’ADN et les histones et donc déstabiliser le nucléosome. De ce fait, 

cette marque est prédisposée à favoriser la décondensation de la chromatine et l’activation 

transcriptionnelle (Millán-Zambrano et al. 2022). Elle est déposée sur des résidus sérine, 

thréonine ou tyrosine par des kinases et retirée par des phosphatases. En plus de son effet 

transcriptionnel, la phosphorylation des histones a été décrite dans d’autres phénomènes. La 

phosphorylation du variant d’histone H2A.X sur sa sérine 139 par la kinase ATM/ATR survient 

à proximité des cassures double brin de l’ADN pour favoriser le recrutement de la machinerie 

de réparation et induire une réponse adaptée (Paull et al. 2000). Un autre phénomène 

documenté est la phosphorylation de l’histone H3 sur sa sérine 10 qui est requise, d’une part 

pour l’entrée de la cellule en mitose en participant à la condensation des chromosomes, et 

d’une autre pour l’activation transcriptionnelle pendant l’interphase (Nowak et Corces 2004). 

Enfin, la phosphorylation des histones affecte le recrutement d’autres facteurs protéiques à 

la chromatine. Par exemple, la liaison de HP1 sur H3K9me3 (Hirota et al. 2005) ainsi que celle 



 

  

Figure 17. Architecture tri-dimensionnelle du génome. (A) Schématisation des différents niveaux 

d’organisation 3D du génome. Au sein du noyau, les chromosomes sont organisés en territoires distincts, 

les territoires chromosomiques. Ces territoires se composent de Topology Associated Domains (TADs), 

séparés par des frontières enrichies en éléments insulators. Au sein d’un TAD, l’activité transcriptionnelle 

est majoritairement réprimée (TAD réprimé) ou active (TAD actif). Chaque TAD est caractérisé par 

d’intenses interactions physiques entres éléments régulateurs (arcs en pointillés gris). (B) Captures 

montrant la structure 3D du génome par HiC sur une portion du bras gauche du chromosome (Chr.2L) 

de la Drosophile. La capture du haut montre les TADs, l’un d’entre eux étant délimité par un triangle en 

pointillés noires. La capture du bas montre un enrichissement ponctuel d’interactions ADN-ADN 

correspondant à une boucle Polycomb (flèche noire). Les ancres de la boucle et l’enrichissement en 

protéines du groupe Polycomb sont représentés schématiquement. 

A B 
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de PRC1 sur H3K27me3 est réduite lorsque la marque H3S28P est présente (Gehani et al. 

2010). 

 

2.4. Topologie du génome 

 

L’organisation tridimensionnelle de la chromatine a également été montrée comme 

importante pour la régulation de l’expression des gènes, notamment par le rapprochement 

physique de portions d’ADN entre-elles (Mohanta, Mishra, et Al-Harrasi 2021). Ainsi, 

différents domaines génomiques de grande taille (de l’ordre de la Mb) sont plus fréquemment 

associés entre eux plutôt qu’avec d’autres, il s’agit des Domaines Topologiques Associés (TAD) 

(Fig.17A-B) (Dixon et al. 2012). Les interactions ADN-ADN sont plus intenses et préférentielles 

au sein d’un même TAD. Chaque TAD est délimité par des insulators sur lesquelles se fixent 

des facteurs comme CTCF, Boundary element-associated factor of 32kD (BEAF-32) ou 

Centrosomal protein 190kD (CP190), et dont la fonction est de prévenir les interactions inter-

TADS. Ces frontières inter-TAD sont également marquées par une activité transcriptionnelle 

abondante (da Costa-Nunes et Noordermeer 2023). 

Un autre niveau de structuration tridimensionnelle du génome correspond aux boucles 

ADN, également appelées boucles Polycomb chez la Drosophile (Eagen, Aiden, et Kornberg 

2017). Il s’agit d’interactions « longues distances » entre deux séquences ADN pouvant être 

séparées par plusieurs dizaines de kb (Fig.17B). La fonction de ses boucles, dont les ancres 

sont notamment enrichies en marques permissives comme H3K27ac, en protéines du groupe 

Polycomb, ainsi qu’en divers facteurs de transcription, serait de rapprocher des éléments 

régulateurs et des promoteurs pour activer ou réprimer la transcription des gènes à proximité 

(Loubiere et al. 2020; Ogiyama et al. 2018). 

 

2.5. Les modifications épitranscriptomiques 

2.5.1. Diversité des marques 

 

Suite à leur transcription, les ARN subissent sur leurs bases des modifications chimiques 

qui influencent leur structure, leurs interactions, leur localisation, ou leur stabilité. Plus de 150 

modifications différentes ont été identifiées au sein des différentes classes d’ARN et 



 

 

  

Figure 18. Diversité des modifications épitranscriptomiques. Structure atomique de différentes 

bases modifiées de l’ARN avec en couleur les principales modifications chimiques identifiées. 

D’après (Seo et Kleiner 2021). 
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constituent un répertoire épitranscriptomique apportant de la complexité à la régulation des 

ARN, même si la fonction ou l’impact de la plupart de ces modifications sur le métabolisme 

des ARN reste inconnu (Seo et Kleiner 2021). Les modifications épitranscriptomiques les mieux 

étudiées correspondent à celles des ARNt et des ARNr, due à la grande quantité de ces 

transcrits dans la cellule ainsi qu’à la forte abondance des modifications sur ces ARN (Suzuki 

2021; Sharma et Entian 2022). A l’inverse, les modifications sur les ARNm et leur impact 

fonctionnel sont à ce jour largement moins décrites, mais elles font l’objet d’un intérêt 

croissant (Gilbert et Nachtergaele 2023). Les avancées technologiques en matière de 

séquençage de dernière génération des ARN ont en particulier permis de détecter et localiser 

différentes modifications sur les messagers (Jinghui Song et Yi 2020). Parmi elles sont 

recensées entre autres : les marques N6-méthyladénosine (m6A), pseudouridine (Y), N1-

methyladénosine (m1A), 5-méthylcytidine (m5C), 5-hydroxyméthylcytidine (hm5C), N4-

acetylcytidine (ac4C), N7-méthylguanosine (m7G) et inosine (I) (Fig.18). Nous aborderons ci-

dessous la modification m6A, très abondante et la plus étudiée, ainsi que m5C, qui a été 

associée aux enzymes TET. 

 

2.5.2. La marque m6A 

 

La marque m6A a été la première à être cartographiée à l’échelle du transcriptome. Elle 

est également la modification la plus importante sur les ARNm, représentant environ 0,1% à 

0,4% des adénosines totales en cellules HeLa, et est déposée par un complexe contenant les 

enzymes METTL3 et 14 (Jianzhao Liu et al. 2014). La m6A est une marque réversible et 

dynamique puisqu’elle peut également être éliminée par l’oxydation induite par les 

dioxygenases FTO (G. Jia et al. 2011) et ALKBH5 (Zheng et al. 2013), chacune dépendante du 

2-oxoglutarate et du fer. Différentes études montrent l’impact de la m6A sur la maturation, la 

stabilité, l’épissage, l’export nucléaire et l’efficacité de traduction des ARNm. La plupart de ces 

rôles semblent médiés par l’influence que cette modification a sur la liaison entre les ARNm 

et des protéines capables de s’y lier (Akhtar, Lugoboni, et Junion 2021). Les protéines 

contenant un domaine de type YT521-B homology (YTH) comme YTHDF2 et YTHDF3 ont été 

les premières à être identifiées comme readers de la m6A, c’est-à-dire capable de reconnaitre 

et se lier spécifiquement à ce substrat (Dominissini et al. 2012). A l’inverse, la protéine de 
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granule de stress G3BP1 a été identifiée comme anti-reader de la m6A puisque sa liaison à 

l’ARN est fortement diminuée en présence de la marque (Edupuganti et al. 2017). 

 

2.5.3. Les marques m5C et hm5C 

Bien moins abondante que la m6A, la marque m5C est tout de même présente sur les 

ARNm, notamment au niveau des sites de maturation des transcrits (Squires et al. 2012) et 

sur les sites d’initiation de la traduction (Schumann et al. 2020). Les enzymes NOP2-Sun 

domain family, member 2 (NSUN2) (Frye et Watt 2006) et DNMT2 (Schaefer et al. 2010), les 

méthyltransférases responsables de la méthylation m5C des ARNt, sont également impliquées 

dans la déposition de cette marque sur les ARNm. Les facteurs capables de reconnaître la m5C 

restent à ce jour peu connus. Des expériences de pull down ont permis de montrer que le 

facteur Aly/REF export factor (ALYREF) était capable de se lier avec une bien meilleure affinité 

aux ARN méthylés (Xin Yang et al. 2017). De même, la protéine Y-box binding protein 1 (YBX1) 

et ses homologues ont une préférence de liaison pour les sites méthylés chez l’homme, la 

Drosophile et le poisson zèbre (X. Chen et al. 2019). Enfin, la marque m5C peut être oxydée 

en 5-hydroxyméthylcytidine puis en 5-formylcytidine bien que la prévalence de ces 

modifications n’ait pas encore été fermement établie. Les enzymes ALKBH1 et TET ont été 

associées à la déposition de ces marques oxydées sur les ARN à la fois in vitro et in vivo en 

cellules HEK293T (L. Fu et al. 2014; Arguello et al. 2022). 

 

  



 

 

  

Figure 19. Structure des enzymes de la famille Ten-Eleven Translocation (TET). Schéma 

représentant la structure et les domaines des enzymes TET chez la souris (isoformes les plus 

longues). CXXC : Cystéine-X-X-Cystéine ; Cys.rich. : riche en cystéines ; DSBH : double-stranded β-

helix ; 2-OG : 2-oxoglutarate. D’après (Rasmussen et Helin 2016). 
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3. LES ENZYMES DE LA FAMILLE TET 

 

Comme abordé précédemment, chaque cellule établit un programme transcriptionnel 

qui lui est propre. Ce programme peut être maintenu ou non au fil du développement grâce à 

des mécanismes reposant sur l’action d’enzymes épigénétiques. Depuis 2009, de nombreux 

travaux ont montré que les gènes codant les enzymes de la famille TET contribuent à ces 

mécanismes de régulation épigénétique. Chez les mammifères, la famille TET se compose de 

3 membres : Tet1, Tet2 et Tet3. Chacun est codé par un gène distinct et est connu pour 

catalyser l’hydroxylation des 5mC. Le gène Tet1 a été le premier mis en évidence chez des 

patients atteints de leucémie myéloïde aigüe dont les cellules cancéreuses présentaient une 

anomalie chromosomique récurrente, la translocation t(10 ;11)(q22 ;q23) qui est à l’origine 

de son nom. Ce remaniement fusionne le gène Tet1 à celui codant pour la HMT MLL (Lorsbach 

et al. 2003). Par la suite, les gènes Tet2 et Tet3 ont été découverts par homologie de séquence. 

 

3.1. Structure des protéines TET 

 

Les protéines TET sont des enzymes multi-domaines d’environ 180 à 230 kDa. Elles sont 

caractérisées par un domaine catalytique C-terminal responsable de l’hydroxylation des 5mC, 

ainsi que d’un domaine CXXC (Cystéine-X-X-Cystéine) dans sa partie N-terminal capable de lier 

l’ADN (Fig.19). 

 

3.1.1. Le domaine CXXC de liaison à l’ADN 

 

La région N-terminale des protéines TET contient généralement un domaine CXXC zinc-

finger d’environ 60 acides aminés. Ce domaine est également retrouvé dans une variété de 

protéines liées à la chromatine dont des protéines responsables de la déméthylation comme 

les histones déméthylases de la famille des KDM ou au contraire chez la méthyltransférase 

DMNT1 ou l’histone méthyltransférase MLL1 (K. Liu et Min 2020). Ce domaine permet la 

fixation de ces protéines sur des sites CpG avec une préférence pour les sites non méthylés. Il 

est caractérisé par la présence de 8 cystéines hautement conservées qui permettent la liaison 

du zinc sous forme d’ion divalent Zn2+ (Jikui Song et al. 2011). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 20. Voie de méthylation et déméthylation des cytosines. (A) Cycle de méthylation et 

déméthylation des cytosines. Les bases sont indiquées dans des ovales et les enzymes dans des 

rectangles. (B) Détails des réactions chimiques de méthylation des cytosines, d’oxydation des 

cytosines modifiées, et de réparation de l’ADN. 5mC : 5-méthylcytosine ; 5hmC : 5-

hydroxyméthylcytosine ; 5fC : 5-formylcytosine ; 5caC : 5-carboxylcytosine ; Abasiq. : abasique ; 

BER : Base Excision Repair ; DNMT : DNA Méthyltransférase ; TET : Ten-Eleven Translocation ; TDG 

: Thymine DNA Glycosylase ; SAM : S-adénosylméthionine ; α-KG : α-cétoglutarate (= 2-

oxoglutarate). D’après (Kohli et Zhang 2013). 
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3.1.2. Le domaine catalytique 

 

L’ensemble des protéines TET est caractérisé par un domaine catalytique localisé en C-

terminale qui a une activité dioxygénase (Tahiliani et al. 2009). Cette activité dépend de deux 

cofacteurs qui sont le fer et le 2-oxoglutarate. Le domaine catalytique est subdivisé en un 

segment riche en cystéines et un domaine DSHB divisé en deux par une large insertion dite de 

faible complexité (NCLC pour non conserved low-complexity). Un motif HXD est également 

présent et assure la liaison au fer. La mutation spécifique de ce motif abolie totalement 

l’activité catalytique de la protéine (K. Ito et al. 2019). Le domaine catalytique montre une 

structure compacte et globulaire avec en son centre le domaine DSHB, entouré par le domaine 

riche en cystéine décrit pour stabiliser l’ADN au centre du DSHB (Hu et al. 2013). Le domaine 

catalytique de TET2 s’associe à l’ADN par des liaisons hydrogènes et des interactions 

hydrophobes ciblant les phosphates des acides nucléiques. 

 

3.2. Activité enzymatique des enzymes TET 

3.2.1. Réaction d’oxydation des 5mC 

 

La réaction d’oxydation des 5mC génère en premier lieu des 5-hydroxyméthylcytosines 

(5hmC) (Tahiliani et al. 2009), qui peuvent également être oxydées, toujours par les enzymes 

TET, pour former des 5-formylcytosines (5fC) puis des 5-carboxycytosines (5caC) (Fig.20A) (S. 

Ito et al. 2011; Y.-F. He et al. 2011). Au cours du processus de déméthylation actif de l’ADN, 

les marques 5fC et 5caC sont toutes deux reconnues par la Thymine DNA Glycosylase (TDG). 

Cette enzyme génère à partir de ces nucléosides des sites abasiques, eux même rapidement 

pris en charge par le système de réparation de l’ADN Base Excision Repair (BER) afin d’être 

remplacés par de nouvelles cytosines non méthylées (K. D. Rasmussen et Helin 2016). 

La réaction catalytique de conversion du 5mC vers 5hmC nécessite comme substrat les 

deux cofacteurs de TET, une molécule de 2-oxoglutarate (autrement appelé a-cétoglutarate) 

ainsi que du fer sous forme d’ion ferreux divalent Fe2+, mais aussi du dioxygène (Fig.20B). Il en 

résulte une molécule de succinate et une molécule de dioxyde de carbone (CO2). Les réactions 

de conversion suivantes, impliquant la conversion de 5hmC en 5fC puis 5caC, nécessitent en 

plus une molécule d’ATP chacune. La production de 2-oxoglutarate est le principal facteur 
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limitant de la réaction, un métabolite du cycle de Krebs produit par les enzymes Isocitrate 

déshydrogénase (IDH) 1 et 2. 

 

3.2.2. La marque 5hmC 

  

Découverte à l’origine par chromatographie sur le génome de bactériophage, la marque 

5hmC a ensuite été détectée sur le génome des mammifères (Wyatt et Cohen 1953). Cette 

marque correspond à l’ajout d’un groupement hydroxyle (OH) sur le méthyl de la 5mC par 

substitution d’un hydrogène sans déstabiliser la structure de l’ADN. Initialement considérée 

comme un simple intermédiaire d’oxydation, de récentes études ont démontré un rôle 

fonctionnel pour cette marque. 

Premièrement, la présence de 5hmC favorise la déméthylation « passive » de l’ADN, 

puisque DNMT1 ne reconnait que les sites hémiméthylés par la marque 5mC et non pas par la 

marque 5hmC (Valinluck et Sowers 2007). La 5hmC est en fait une marque « stable » qui peut 

représenter environ 0,5% des cytosines et 40% des cytosines modifiées dans des cellules 

neuronales de mammifère (Kriaucionis et Heintz 2009; Münzel et al. 2010). Elle est retrouvée 

enrichie au niveau des sites ayant une densité en CpG faible à modérée, et est généralement 

absente des îlots CpG (Sérandour et al. 2012). Plus précisément, cette marque est abondante 

dans le corps des gènes fortement exprimées ainsi qu’au niveau des enhancers, suggérant une 

corrélation positive avec la transcription (Tsagaratou et al. 2014). Cette accumulation est 

associée à un état de pré-activation, ou priming des gènes (marqué par la présence de 

H3K4me1 et l’absence de H3K27ac) (Mahé et al. 2017). De plus, la localisation génomique de 

la 5hmC dans les régions régulatrices corrèle avec des sites de fixation pour des facteurs de 

transcription suggérant d’une part que certains pourraient permettre l’installation de cette 

marque, ou au contraire que celle-ci pourrait être reconnue par des readers (Spruijt et al. 

2013). C’est le cas de la protéine MeCP2 qui reconnait indifféremment les marques 5mC et 

5hmC, alors que Uhrf2 ne reconnait que la 5hmC. Enfin, l’hydroxylation des 5mC peut au 

contraire prévenir la liaison de facteurs qui ne reconnaissent que la 5mC comme le facteur 

Rfx1. 

 

3.2.3. La marque 5fC 
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Second produit d’oxydation de la 5mC, la marque 5fC contient un groupement formyle 

sur le 5ème carbone de la cytosine. Cette marque est rapidement éliminée par les systèmes de 

réparation de l’ADN (Y.-F. He et al. 2011). En accord avec cela, la 5fC est reconnue par des 

protéines impliquées dans la réparation de l’ADN telles que les glycosylases TDG et NEIL3 

(Spruijt et al. 2013). Cependant, cette marque peut également servir comme signal 

épigénétique, puisqu’elle peut être reconnue par des facteurs de transcription dont ceux de 

la famille Forkhead box P dont FOXP1 et FOXP4, ainsi que par le complexe de remodelage de 

la chromatine NuRD, suggérant une fonction dans la régulation de la transcription (Iurlaro et 

al. 2013). 

 

3.2.4. La marque 5caC 

 

Constituée d’un groupement carboxyle en position 5 des cytosines, cette modification 

représente le dernier état d’oxydation de la 5mC. A l’image de la 5fC, cette marque est rare et 

rapidement éliminée du génome par les systèmes de réparation de l’ADN. Néanmoins, 

certaines études suggèrent un rôle de la 5caC dans la régulation de la transcription puisqu’elle 

peut être reconnue par différentes protéines telles que DNMT1, le complexe de remodelage 

de la chromatine Switch/sucrose non-fermentable (SWI/SNF), ou encore CTCF (Nanan et al. 

2019). Enfin, la 5caC serait capable de ralentir l’élongation de la transcription en établissant 

des liaisons hydrogènes avec la poche de reconnaissance de l’ADN de l’ARN Pol II (L. Wang et 

al. 2015). 

 

3.2.5. Régulation de l’activité catalytique de TET 

 

Comme évoqué ci-dessus, l’activité des enzymes TET dépend de la disponibilité de 

cofacteurs et métabolites. Ainsi, des accumulations aberrantes de 2-hydroxyglutarate, 

succinate, ou fumarate, des métabolites intervenant notamment dans le cycle de Krebs, 

peuvent inhiber l’activité de nombreuses enzymes dont TET (Oermann et al. 2012). Ces 

augmentations sont parfois liées à la mutation d’enzymes produisant ou utilisant ces 

métabolites comme IDH1 et 2, la fumarate hydratase, ou encore la succinate dehydrogenase 

(Chan et Majeti 2013). De manière intéressante, ces mutations sont fréquentes dans divers 

cas de cancers et peuvent être associées à une hypo ou une hyperméthylation du génome en 
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fonction des cas, notamment chez des patients atteints de leucémie myéloïde aigüe ou de 

gliomes (Woods et Levine 2015). A l’inverse, l’acide ascorbique (plus communément appelé 

vitamine C) stimule l’activité catalytique des enzymes TET in vitro mais aussi dans différentes 

lignées cellulaires et in vivo chez le modèle murin, puisqu’une augmentation des taux de 

vitamine C corrèle avec une augmentation des niveaux de 5hmC/5fC/5caC sans modifier 

l’expression des gènes Tet (Blaschke et al. 2013). 

L’activité enzymatique des enzymes TET peut également être régulée par des 

modifications post-traductionnelles, puisque différentes modifications covalentes ont été 

décrites sur ces enzymes dont l’ubiquitination, l’acétylation, la phosphorylation, la 

GlcNAcylation et la PARylation (X. Wu et Zhang 2017). A titre d’exemple, la mono-

ubiquitination d’un résidu lysine conservé entre les différents membres de la famille TET 

facilite leur liaison à la chromatine (Nakagawa et al. 2015). Aussi, l’acétylation de la partie N-

terminale de TET2 stimule son activité catalytique en contexte de stress oxydatif (Y. W. Zhang 

et al. 2017). 

 

3.3. Recrutement des enzymes TET sur la chromatine 

 

Le recrutement des enzymes TET est régulé à différents niveaux. TET1 et TET3 semblent 

pouvoir être recrutées à la chromatine par leur domaine de liaison à l’ADN de type CXXC. En 

effet, des études in vitro montrent que ce domaine permet la fixation sur des oligonucléotides 

riches en CpG, avec une préférence pour les sites non méthylés (Xu et al. 2011). De plus, les 

expériences de ChIP-seq dirigées contre TET1 montrent un enrichissement aux promoteurs de 

gènes enrichis en îlots CpG (Williams et al. 2011; H. Wu et al. 2011), qui est diminué lorsque 

ce domaine est muté (Xu et al. 2011). Aussi, des études in vitro plus approfondies montrent 

que le domaine CXXC d’autres protéines comme celui des MLL peut se lier à un seul CpG en 

cohérence avec un enrichissement de TET1 et TET3 également observé sur des éléments de 

régulation distaux ayant des niveaux plus faibles en CpG (Cierpicki et al. 2010). La fonction 

canonique des protéines TET étant la déméthylation active des 5mC ADN, il peut sembler 

paradoxal que ces enzymes possèdent un domaine de fixation aux sites CpG non méthylés. 

L’hypothèse proposée est que le recrutement de TET sur ces régions servirait à les protéger 

d’une méthylation excessive par DNMT3A et B (Xu et al. 2011). 
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Cependant, le domaine CXXC n’est pas nécessaire pour toutes les fonctions des 

protéines TET. En effet les enzymes TET1 et TET3 contiennent un domaine de type CXXC alors 

que TET2 en est dépourvue. Cette absence est due à une inversion chromosomique ayant 

abouti à la production de deux gènes : le premier codant pour un domaine CXXC seul appelé 

inhibition of the Dvl and axin complex protein (IDAX), et le deuxième codant pour une enzyme 

TET plus courte que les autres membres de cette famille de protéines. De plus, le domaine 

CXXC est aussi absent de certains variants de Tet1 et Tet3 (Melamed et al. 2018). A noter que 

toutes ces isoformes dépourvues de domaine CXXC semblent toujours se lier à l’ADN, sans 

doute de manière indirecte par l’intermédiaire d’autres facteurs. De plus, les enzymes TET1 

et 3 sont présentes sur le génome dans des régions très faiblement enrichies en CpG, 

argumentant en faveur d’un mécanisme de recrutement indépendant de ce dinucléotide. En 

fait, le recrutement des enzymes TET peut souvent s’expliquer par leur capacité à interagir in 

vivo avec des facteurs de transcription ou d’autres régulateurs épigénétiques (Joshi et al. 

2022). En ce sens, TET2 est capable d’interagir in vivo avec les facteurs early B-cell factor 1 

(EBF1) (Guilhamon et al. 2013) et Wilms tumor 1 (WT1) (Rampal et al. 2014). L’expression de 

ces facteurs qui est tissu spécifique permettrait de contrôler l’activité de TET2 entre différents 

tissus. Enfin, la liaison de TET à d’autres facteurs peut aussi conduire à sa dégradation comme 

observé avec IDAX/CXXC4 (Ko et al. 2013). L’interaction entre TET2 et ce facteur codant pour 

son domaine CXXC ancestral permet en premier lieu la fixation aux îlots CpG non méthylés. Ce 

recrutement corrèle avec la dégradation caspase dépendante de TET2 seulement lorsque 

celui-ci est lié à l’ADN. Bien que ces résultats doivent être confirmés in vivo, ils montrent que 

IDAX/CXXC4 aurait évolué de manière à réguler négativement l’activité de TET2 

spécifiquement aux îlots CpG. De manière générale, le recrutement de TET participe donc à la 

régulation de son activité. La fixation de partenaires de TET et de cofacteurs de manière stable 

ou transitoire peut influencer son activité et ses sites de liaison génomique. 

 

3.4. Fonctions biologiques des enzymes TET 

 

Les gènes Tet sont exprimés au cours du développement embryonnaire ainsi que dans 

une grande variété de tissus chez l’adulte (J. Yang et al. 2020). En effet, l’expression de Tet3 

est forte dans l’ovocyte ainsi que lors des premières étapes du développement embryonnaire 

et décroit progressivement au stade blastocyte. A l’inverse, Tet1 et Tet2 sont fortement 
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exprimés à ce stade, ainsi qu’en cellules ES. Ensuite, l’expression des 3 gènes Tet varie en 

fonction de la différenciation des cellules. Chacun des gènes Tet est exprimé dans différents 

tissus chez l’adulte dont le système hématopoïétique et le système nerveux (X. Zhang et al. 

2023). Malgré une redondance fonctionnelle entre les enzymes TET qui partagent une même 

activité catalytique, le patron d’expression spécifique de chacun des gènes Tet suggère qu’une 

part des fonctions de ces gènes n’est pas redondante. A noter également que les enzymes TET 

ne possèdent que 18 à 24% d’homologie de séquence chez l’homme, argumentant en faveur 

d’une spécificité de fonction pour chacune d’entre elles (Fasolino et Zhou 2017). 

 

3.4.1. Fonctions au cours du développement embryonnaire 

 
Du fait de l’implication des enzymes TET dans la déméthylation de l’ADN et de 

l’importante reprogrammation épigénétique qui s’effectue dans l’embryon précoce, 

différentes études ayant recours à des souris invalidées (KO pour knock-out) pour les 

différents gènes Tet abordent le rôle de ces gènes lors du développement embryonnaire. 

Premièrement, la délétion constitutive de Tet3 conduit à une léthalité néo-natale qui n’est pas 

observée chez les simples mutants Tet1/2, suggérant un rôle spécifique pour ce gène (Gu et 

al. 2011). TET3 participe aussi à la déméthylation des pronucléus mâle et femelle avec une 

préférence pour le pronucléus mâle. Enfin, la délétion conditionnelle de Tet3 dans les PCGs 

réduit la fécondité des femelles lorsque celles-ci sont croisées à des mâles sauvages. A 

l’inverse, les simples mutants Tet1/2 ne présentent pas de phénotype évident au cours de leur 

développement embryonnaire. Néanmoins, le double mutant Tet1/2 montre une létalité 

embryonnaire partielle, ainsi que divers phénotypes dont un retard de croissance, une 

exencéphalie, ainsi que des défauts d’expression des gènes soumis à l’empreinte parentale 

(Dawlaty et al. 2013). A noter que chez ce double mutant, les niveaux de 5hmC sont réduits 

mais cette perte semble en partie compensée par une redondance avec Tet3. Enfin, ces 

résultats obtenus in vivo concordent avec ceux obtenus en cellules ES puisque la délétion de 

Tet1 n’a que peu d’effet sur les niveaux de 5hmC et l’activité transcriptionnelle des cellules. 

En revanche, des cellules triples KO Tet1/2/3 montrent une absence totale de 5hmC en lien 

avec des défauts majeurs dans l’expression des gènes du développement et une hyper-

méthylation de leurs promoteurs, supportant un rôle des gènes Tet dans le maintien de la 

pluripotence (Dawlaty et al. 2014). Le triple KO chez la souris est quant à lui létal au cours de 



 

  

Figure 21. Modèle de leucémogenèse suite à l’acquisition de mutations épigénétiques. 

L’acquisition de mutations affectant des gènes impliqués dans la méthylation de l’ADN au sein de 

HSC promeut l’auto-renouvellement et l’expansion clonale de cellules pré-leucémiques. Ces 

cellules pré-leucémiques gardent leur potentiel de différenciation en cellules lymphoïdes ou 

myéloïdes avec un biais vers le destin myéloïde. L’accumulation de mutations coopératives 

additionnelles conduit au développement de cellules souches leucémiques ayant un potentiel 

d’auto-renouvellement accru, et au développement de leucémies. HSC : cellule souche 

hématopoïétique ; AML : leucémie myéloïde aiguë ; DNMT : DNA Méthyltransférase ; IDH : 

Isocitrate déshydrogénase ; TET : Ten-Eleven Translocation. D’après (Chan et Majeti 2013). 
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la gastrulation (Dai et al. 2016). Malgré une importante redondance fonctionnelle entre les 

gènes Tet, leur fonction est vitale lors du développement embryonnaire.  

 
3.4.2. Fonctions dans l’hématopoïèse 

 
Si la découverte des gènes Tet est due à la caractérisation d’anomalies chromosomiques 

impliquant Tet1 dans le développement de leucémies myéloïdes aigües, ces translocations 

restent rares. C’est l’identification de mutations fréquentes dans le gène Tet2 dans diverses 

hémopathies malignes qui a principalement suscité l’intérêt quant aux fonctions des gènes 

Tet dans l’hématopoïèse (Y. Feng et al. 2019). Chez la souris, la délétion de n’importe quel 

gène Tet conduit à une augmentation de la compétitivité des cellules souches 

hématopoïétiques (HSC), comme montré par des expériences de transplantation de HSC KO 

pour l’un des gènes Tet dans des souris sauvages (Cimmino et al. 2015; Ko et al. 2011). La 

perte de Tet2 induit une expansion de monocytes et de granulocytes dans la rate chez la souris 

KO (Moran-Crusio et al. 2011) alors qu’une déficience pour Tet1 induit un biais vers la 

différenciation en lymphocytes B (Cimmino et al. 2015). Ainsi, la différenciation de la lignée 

hématopoïétique est différentiellement affectée par Tet1 et Tet2, impliquant des fonctions 

spécifiques et non redondantes pour ces deux gènes. Néanmoins, malgré l’expansion clonale 

des HSC, l’apparition d’hémopathies malignes chez les souris KO pour Tet2 reste un 

évènement rare et tardif, suggérant que ce phénomène nécessite des mutations 

supplémentaires. 

Chez l’homme, les mutations de Tet2 corrèlent avec une diminution de la marque 5hmC 

à la fois à l’état homozygote et hétérozygote, et ne se limitent pas à un type de pathologie 

précis puisqu’elles sont très communes dans des cas de syndromes myélodysplasiques, 

néoplasmes myéloprolifératifs, leucémies myéloïdes aigües, leucémies myélomonocytaires 

chroniques, et dans des lymphomes T et B (Scourzic, Mouly, et Bernard 2015). Ces aberrations 

génétiques pourraient être la première étape vers le développement de cancers. En effet, elles 

sont parfois détectées dans des HSC pré-malignes et retrouvées ensuite dans les tumeurs 

conjointement avec de nouvelles mutations (Fig.21) (Chan et Majeti 2013; Jan et al. 2012). En 

accord avec les données présentées en modèle murin, la perte de fonction de TET2 serait alors 

un évènement initiateur conduisant à une expansion des HSC. Ces HSC potentialiseraient la 

formation de tumeurs suite à l’acquisition de mutations secondaires. 
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3.4.3. Fonctions dans le système nerveux central 

 

Bien que Tet3 soit le gène Tet le plus abondamment exprimé au sein du SNC, tous les 

gènes Tet sont présents et montrent une coexpression majeure avec le marqueur neuronal 

NeuN (Kaas et al. 2013). C’est aussi dans ces cellules qu’est retrouvé un niveau élevé de 5hmC. 

Tet1 est également exprimé au sein des cellules gliales dont les astrocytes et les 

oligodendrocytes (Zhao et al. 2014). La présence des enzymes TET au sein de différents types 

cellulaires du système nerveux central (SNC) argumente en faveur d’une certaine diversité de 

fonctions pour ces enzymes dont la caractérisation implique l’utilisation de KO constitutifs ou 

conditionnels. Différentes études montrent maintenant l’implication des gènes Tet dans une 

grande variété de processus cognitifs comme l’apprentissage spatial, la mémorisation à court 

et long terme, le contrôle de la peur, de l’addiction, du stress, et la prise d’alimentation 

(Antunes et al. 2019). 

D’autres études soulignent le rôle de Tet dans les étapes précoces du développement 

du SNC et notamment la spécification du lignage neural. En effet, des ESC et embryons de 

souris triple KO pour Tet1/2/3 ne parviennent pas à se différencier vers la lignée neurale 

(Dawlaty et al. 2014) et montrent des défauts d’activation de gènes de l’identité du 

neurectoderme au profit de gènes du mésoderme (Xiang Li et al. 2016). Ce phénotype serait 

attribué à une absence de déméthylation du promoteur du gène PAX6 dans les ESC humaines, 

un facteur de transcription requis pour le développement des cellules nerveuses (Verma et al. 

2018). Les enzymes TET, et plus particulièrement TET2, sont requises pour la différenciation 

des ESC en cellules progénitrices neurales (NPC). Des ESC déficientes pour Tet2 montrent un 

ralentissement dans l’induction de gènes neuronaux lors de leur différenciation, corrélé à une 

hyper-méthylation globale des enhancers, ainsi qu’à une diminution de la marque H3K27ac 

(Hon et al. 2014). Ces résultats concordent avec ceux observés chez la souris, puisqu’une 

hyper-méthylation du génome est également décrite dans le cortex cérébral embryonnaire 

chez la souris KO pour Tet2 (Lister et al. 2013). TET3 est également impliquée dans ce 

processus de différenciation des ESC vers l’identité NPC puisque des expériences de knock-

down de Tet3 montrent que l’enzyme correspondante est requise pour l’expression de 

Kdm6b, un régulateur épigénétique critique pour la neurogénèse (Montibus et al. 2021). 

L’absence de TET3 conduit à la dérépression des gènes de la pluripotence Oct4 et Nanog, ainsi 

qu’à l’apoptose des NPC (T. Li et al. 2015; Santiago et al. 2020). Chez l’adulte également, la 
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perte de TET1 ou TET2 augmente la prolifération des NPCs, et dans le cas de la perte de TET2, 

réduit leur capacité à se différencier en neurones ou astrocytes in vivo (Xuekun Li et al. 2017). 

A l’inverse, la perte de TET3 diminue la prolifération des NPCs au profit de la différenciation 

en astrocyte (Montalbán-Loro et al. 2019). Individuellement, la perte des gènes Tet altère les 

processus épigénétiques et le programme transcriptionnel des précurseurs de cellules 

nerveuses, suggérant à nouveau des fonctions non redondantes pour ces trois gènes, mais 

n’empêche pas la neurogénèse et le développement du SNC. Comme évoqué précédemment, 

seuls les doubles mutants Tet1/Tet2 et Tet1/Tet3 montrent des défauts importants de 

développement du SNC comme l’exencéphalie ou l’holoprosencéphalie, suggérant tout de 

même un certain niveau de redondance (Dawlaty et al. 2013; J. Kang et al. 2015). 

Enfin, la mutation d’IDH1, fréquente dans les gliomes, conduit à l’accumulation de 2-

hydroxyglutarate et à l’extinction par compétition de l’activité des enzymes TET (J.-W. Park et 

Turcan 2019). En parallèle, une diminution des niveaux de 5hmC est observée dans certains 

gliomes au profit d’une augmentation du 5mC (Carella et al. 2020), suggérant que les enzymes 

TET joueraient un rôle suppresseur de tumeur dans le SNC. 

 

3.5. Modes d’action non-canoniques 

 

Si la plupart des études attribuent les fonctions de TET à son activité catalytique et ne 

s’intéressent qu’à sa capacité à oxyder les 5mC ADN, une hyper-méthylation de l’ADN ou une 

réduction des niveaux de 5hmC ne permettent pas toujours d’expliquer les phénotypes 

observés chez les souris KO pour les gènes Tet. De plus, l’analyse de mutants abolissant 

l’activité catalytique de TET a permis de révéler des fonctions catalytiques-indépendantes 

pour ces enzymes, puisque certains phénotypes de cellules ou de souris KO pour Tet ne sont 

pas récapitulés dans ces mutants « catalytic dead ». Ces mutations correspondent à des 

substitutions modifiant les acides aminés du motif HXD. Il en résulte une perte de la liaison au 

fer et une abolition totale de l’activité catalytique de TET (K. Ito et al. 2019). 

 

3.5.1. Catalytiques-dépendants 

 

Plusieurs études montrent que les enzymes TET ont la capacité d’oxyder également la 

marque m5C sur l’ARN en hm5C (L. Fu et al. 2014; Basanta-Sanchez et al. 2017; DeNizio et al. 



 

 

  

Figure 22. Biogenèse et diversité des fragments d’ARN de transfert (tRFs). (A) Schéma de la 

maturation d’un pré-ARNt en ARNt mature. La maturation d’un ARNt fait intervenir des RNAse P 

et Z qui vont cliver les queues 5’ et 3’ du précurseur. Un tri-nucléotide CCA est ensuite ajouté à 

l’extrémité 3’ de l’ARNt. (B) Le clivage d’un pré-ARNt et d’un ARNt mature peut conduire à la 

production de différents tRFs classifiés en fonction de la position à partir de laquelle ils sont issus. 

D’après (Molla-Herman et al. 2020). 

Figure 23. Modèle des modes 

d’action enzymatiques et 

non-enzymatiques de Tet1 

dans la régulation des ESC et 

de l’embryogenèse. Tet1 

participe à la régulation des 

gènes développementaux à 

promoteur bivalent par le 

recrutement des complexes 

PRC2 et Sin3A. ESC : cellule 

souche embryonnaire. 

D’après (Chrysanthou et al. 

2022). 

A 

B 
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2019), suggérant une fonction de régulation épitranscriptomique pour ces enzymes. En effet, 

les enzymes TET peuvent se fixer aux ARN par un domaine protéique proche du site 

catalytique et sont capables de réaliser la réaction d’hydroxylation in vitro (C. He et al. 2021). 

Une diminution des niveaux de 5hmC est observée sur les ARNm messagers en contexte Tet 

KO chez les mammifères et la Drosophile (Delatte et al. 2016; Lan et al. 2020). Cette 

diminution corrèle à une augmentation de la stabilité des transcrits concernés ou à une 

réduction de leur traduction. Néanmoins ces résultats sont sujets à débat. En effet, plusieurs 

études n’ont pas réussi à détecter de différence de niveaux de 5hmC dans les ESC triple KO 

Tet1/2/3 (Huber et al. 2015; C. He et al. 2021; Shen et al. 2021). Lorsqu’une diminution est 

observée, celle-ci n’est que légère, suggérant que d’autres enzymes seraient aussi impliquées 

dans la déposition de la marque hm5C. Enfin, les niveaux de hm5C sur les messagers est 

extrêmement faible, et sa présence est majoritairement attribuée aux ARNt (Legrand et al. 

2017; Huber et al. 2015). En ce sens, il a été proposé dans les ESC murines que TET2 se lie aux 

pré-ARNt afin de réguler la production de fragments d’ARNt (tRFs) en contrôlant la maturation 

et le clivage des précurseurs ARNt (C. He et al. 2021; Shen et al. 2021). En effet, en plus d’être 

impliqués dans la traduction, les ARNt peuvent être clivés en tRFs (Fig.22), des petits ARN 

agissant par exemple comme ARN interférant, et pouvant être impliqués dans divers 

processus biologiques (Su et al. 2020). 

 

3.5.2. Catalytiques-indépendants 

 

Des fonctions non-enzymatiques ont également été proposées pour les enzymes TET, 

majoritairement liées à des interactions protéiques et au recrutement d’autres facteurs 

impliqués dans la régulation de la transcription (Williams et al. 2011). Par exemple, TET1 est 

capable de recruter les complexes SIN3A et PRC2 à la chromatine pour réprimer ses gènes 

cibles indépendamment de la présence de 5mC ou de son activité catalytique (Fig.23). 

L’absence de TET1 conduit à une diminution du recrutement de EZH2 corrélée à une 

diminution des taux de H3K27me3 sur les gènes bivalents au sein des ESC de souris 

(Chrysanthou et al. 2022). A l’inverse, TET2 est capable de recruter l’enzyme O-linked b-N-

acetylglucosamine transferase (OGT) sur ses gènes cibles, favorisant cette fois-ci leur 

activation transcriptionnelle par la déposition de la marque de glycosylation O-linked β-N-

acétylglucosamine (OGlcNAc) sur l’histone H2B (Q. Chen et al. 2013). L’expression d’une forme 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 24. Comparaison des fonctions enzymatiques et non-enzymatiques de Tet2 au cours de 

l’hématopoïèse. La perte de Tet2 est associée à des désordres hématopoïétiques dont une 

différenciation aberrante des HSC vers les lignées myéloïde et lymphoïde, alors que la perte de son 

activité catalytique n’est associée unique-ment qu’à un désordre myéloïde. WT : souche sauvage ; 

Cat. Mut. : Mutant catalytique ; KO : knock-out. D’après (Ito et al. 2019). 

Figures 25. Conservation des enzymes TET chez la Drosophile. 

Comparaison de la structure et des domaines caractéristiques des 

enzymes TET entre les mammifères (TET1/2/3) et la Drosophile (dTET). 

Aa : acide aminé ; CXXC : Cystéine-X-X-Cystéine ; Cys.rich. : riche en 

cystéines ; 2-OG : 2-oxoglutarate. D’après (Dunwell et al. 2013). 
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catalytique inactive de TET2 dans des ESC de souris KO pour Tet2 restaure le dépôt de la 

marque OGlcNAc ainsi que les niveaux d’expression des gènes cibles, démontrant que ce 

mode d’action est indépendant de l’activité catalytique de TET. 

Enfin, l’analyse comparative des phénotypes entre des souris KO pour Tet2 ou exprimant 

une forme de TET2 catalytiquement inactive a permis de discriminer différentes fonctions de 

TET2 dans les cellules sanguines et la moelle épinière (Fig.24). Ces expériences indiquent que 

les fonctions catalytiques de TET2 régulent plutôt le lignage myéloïde tandis que les fonctions 

non catalytiques de TET2 sont impliquées dans la régulation du lignage lymphoïde (K. Ito et al. 

2019; Flores et al. 2023). Ainsi, les fonctions moléculaires des enzymes TET apparaissent plus 

complexes que précédemment décrites. L’utilisation d’allèles mutants abolissant l’activité 

catalytique de TET permet d’atteindre un nouveau niveau dans la compréhension du mode de 

fonctionnement de ces enzymes en faisant la part entre fonctions dépendantes et 

indépendantes de leur activité catalytique. 

 

3.6. Les protéines TET chez la drosophile 

3.6.1. Structure et expression du gène Tet chez la drosophile 

 

Le génome de la drosophile ne contient qu’un seul gène Tet qui code pour des enzymes 

TET bien conservées (Fig.25). 6 transcrits différents peuvent être produits suite à l’expression 

de Tet, quatre codent pour l’enzyme pleine taille (TET-L pour TET-long) qui contient le 

domaine CXXC de liaison à l’ADN en N-terminal ainsi que le domaine catalytique en C-terminal, 

et les deux autres codent pour une enzyme plus courte (TET-S pour TET-short) qui ne contient 

pas la partie N terminale (Dunwell et al. 2013). Cependant, l’absence de 5mC sur le génome 

de la drosophile soulève l’interrogation quant au rôle de TET chez cet organisme. Cela suggère 

que ces enzymes agissent par des voies non-canoniques, et fait de la drosophile un modèle 

unique pour l’étude des fonctions des protéines TET au-delà de la méthylation des 5mC sur 

l’ADN. 

L’expression de Tet augmente durant les premières heures de l’embryogenèse et est 

particulièrement élevée dans le SNC du stade embryonnaire à l’adulte (Delatte et al. 2016; 

Ismail et al. 2019; G. Zhang et al. 2015). Son expression est aussi détectée dans des cellules 

nerveuses sur les disques imaginaux d’œil-antenne et le disque d’aile ainsi que dans les 
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Figure 26. Mutations du gène Tet et phénotypes associés à la perte de TET chez Drosophila 

melanogaster. (A) Schéma représentant la structure du gène Tet chez la Drosophile. Les 

promoteurs sont représentés par des flèches, les exons (E) par des rectangles. Les domaines codés 

par certains exons sont indiqués. Les différentes mutations sont représentées en rouge 

directement sur le gène lorsqu’il s’agit de mutations ponctuelles (frameshift) ou sous le gène par 

une barre horizontale lorsqu’il s’agit d’une délétion. (B) Schéma résumant les phénotypes publiés 

associés à la perte de Tet chez la Drosophile. CXXC : Cystéine-X-X-Cystéine ; Cys. Rich. : cystéine 

riche ; DSBH : double stranded β helix ; SNC : système nerveux central ; OL : lobes optiques ; VNC: 

chaine nerveuse ventrale ; KO : knock-out ; KD : knock-down 

A 
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précurseurs musculaires (ou myoblastes) (F. Wang et al. 2018). Son expression dans la lignée 

germinale est controversée (F. Wang et al. 2018; G. Zhang et al. 2015). 

 

3.6.2. Fonctions biologiques de Tet chez la Drosophile 

 

Différentes études ont été entreprises pour caractériser les fonctions des enzymes TET 

chez la Drosophile en utilisant différentes lignées mutantes et transgéniques qui abolissent ou 

diminuent l’expression de Tet (Fig.26A). Premièrement, la délétion du gène Tet conduit à une 

létalité au stade pharate, juste avant l’éclosion de la pupe en adulte (G. Zhang et al. 2015). A 

noter que cette létalité est observée suite à la délétion des isoformes longues ou courtes de 

TET, suggérant que ces isoformes sont chacunes requises pour la viabilité des mouches (F. 

Wang et al. 2018). De plus, certaines combinaisons alléliques obtenues après croisement de 

différents mutants Tet permettent d’obtenir quelques adultes transhétérozygotes qui sont 

capables d’éclore de la pupe, mais dont la survie ne dépasse pas 3 jours (F. Wang et al. 2018; 

G. Zhang et al. 2015). 

La perte de Tet entraine aussi des défauts de locomotion au stade larvaire et conduit au 

développement d’ovaires atrophiés (F. Wang et al. 2018). Cependant le tissu au sein duquel 

les fonctions de Tet ont sans doute été le plus étudiées est le SNC (Ismail et al. 2020). Dans ce 

tissu, Tet est requis au stade larvaire pour permettre l’expression de slit (sli), un gène impliqué 

dans la guidance axonale. La diminution de sli est associée à des défauts de fasciculation dans 

la ligne médiane de la chaine nerveuse ventrale (VNC) (Ismail et al. 2019). Une diminution du 

nombre et de la prolifération d’une population particulière de cellules gliales associée au 

chiasma optique a également été décrite récemment (Frey et al. 2022). De même, chez 

l’adulte l’inhibition de l’expression de Tet dans les neurones est associée à des défauts 

structuraux du corps pédonculé (ou mushroom body) dans le cerveau adulte (Yao et al. 2018), 

suggérant un rôle de Tet dans la guidance axonale tout au long du développement du SNC de 

la Drosophile. L’ensemble de ces phénotypes est résumé (Fig.26B). 

 

3.6.3. Modes d’action non-canoniques proposés chez la Drosophile 

 

La méthylation 5mC est très faible chez la Drosophile (et ses dérivés oxydés sont 

indétectables) à la fois en contexte sauvage et mutant pour Tet dans différents tissus (Delatte 



 

  

Figure 27. Modèle de la fonction de TET dans l’activation du génome zygotique chez la Drosophile. 

(A) La présence de TET permet la déméthylation de la marque 6mA présente sur le promoteur de 

zelda, défavorisant la liaison de Jumeau (Jumu) sur le promoteur de ce gène. L’expression du 

facteur de transcription pionnier Zelda permet l’activation du génome zygotique. (B) En absence 

de TET, la méthylation aberrante du promoteur de zelda favorise la liaison de Jumu, aboutissant à 

une répression abusive de ce gène et à un défaut d’activation du génome maternel. 

Figure 28. Modèle d’activation des gènes neuronaux par TET chez la Drosophile. (A) TET 

déméthyle les 6mA sur les promoteurs des gènes neuronaux et recrute le complexe Trithorax en 

interagissant avec Will Die Slowly (WDS), conduisant à l’activation transcriptionnelle de ces gènes. 

(B) En absence de TET, Polycomb (Pc) se fixe aux promoteurs des gènes neuronaux grâce à une 

affinité de liaison pour la marque 6mA, normalement éliminée par TET. Le recrutement du 

complexe Polycomb induit le dépôt de la marque H3K27me3 sur ces gènes et leur répression. PcG 

: Protéines du groupe Polycomb ; TrxG : Protéines du groupe Trithorax 

A 

A B 

B 
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5mC en 5hmC, les observations précédentes ont poussé la communauté à rechercher d’autres 

mécanismes d’action pour ces enzymes chez cet organisme, et notamment un rôle dans 

l’établissement ou l’élimination d’autres modifications. 

En raison de la proximité de séquence entre les dioxygénases des familles Tet et AlkB, il 

a été proposé que TET soit capable d’oxyder les 6mA et participe à l’effacement de cette 

marque épigénétique chez la Drosophile (Yao et al. 2018; G. Zhang et al. 2015). En effet, il a 

été rapporté que le niveau de 6mA mesuré par spectrométrie de masse ou par dot-blot est 

augmenté dans différents tissus en absence de Tet dont l’embryon, les ovaires, le SNC, et les 

cellules S2et BG3C2 (Ismail et al. 2019; Yao et al. 2018; G. Zhang et al. 2015). 

Une activité de déméthylation des 6mA a ainsi été associée aux enzymes TET, et ce mode 

d’action influence la transcription à différents niveaux comme le suggère des expériences de 

RNA-seq et de MeDIP-seq avec des anticorps contre les 6mA. Premièrement, la perte de Tet 

et l’augmentation des niveaux de 6mA dans l’ovaire conduit à la dérépression des éléments 

transposables (F. Wang et al. 2018). Dans l’embryon précoce, une régulation fine des niveaux 

de 6mA est requise pour l’activation du génome zygotique (S. He et al. 2019). En effet, 

l’absence de Tet est corrélée à une augmentation des niveaux de 6mA sur le promoteur du 

gène zelda (zld) qui code pour un facteur de transcription pionnier, ainsi qu’à une répression 

aberrante de ce gène par Jumu (Jumeau), puisque ce facteur de transcription semble se lier 

préférentiellement sur des sites méthylés (Fig.27). Enfin, la déméthylation des 6mA dans des 

cellules nerveuses BG3C2 corrèle également avec une activation transcriptionnelle (Yao et al. 

2018). Dans ces cellules et dans le SNC adulte, il a été proposé que TET élimine la marque 6mA 

sur ses gènes cibles pour permettre le recrutement du complexe Trithorax au détriment de 

Polycomb, induisant ainsi l’activation de gènes neuronaux (Fig.28). 

En parallèle, une fonction épitranscriptomique a aussi été mise en évidence pour Tet 

chez la Drosophile (Delatte et al. 2016). Comme évoqué précédemment, cette étude montre 

que la marque hm5C est enrichie sur les ARN totaux dans le SNC et les cellules S2 et que la 

perte de Tet réduit drastiquement ces niveaux sur les ARNm (Delatte et al. 2016). De plus, les 

messagers porteurs de hm5C sont enrichis dans les polysomes, et la conversion de la marque 

m5C vers hm5C augmenterait leur traduction. Néanmoins, cette étude était principalement 

basée sur l’utilisation d’anticorps anti-5hmC pour mesurer les niveaux de cette modification 

par dot-blot et caractériser leur présence sur les ARN par hMeRIP. Deux études ont ensuite 

montré que les niveaux de hm5C mesurés par spectrométrie de masse sont extrêmement 
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faibles sur les ARNm (de l’ordre de 0,005%), et que la perte de Tet n’a pas d’impact sur ces 

niveaux à la fois en cellule S2 et dans le SNC (Legrand et al. 2017; Yao et al. 2018). Les études 

portant sur la marque hm5C souffrent en fait des mêmes biais que celles portant sur la marque 

6mA dûs à une faible représentation de la marque et à l’utilisation d’anticorps peu spécifiques. 

Ainsi, le rôle de TET dans la conversion de m5C en hm5C sur les ARNm reste incertain. En 

outre, il est possible que TET agisse sur d’autres classes d’ARN comme les ARNt. 

  



 

 

 

  

Figure 29. Les gènes homéotiques (Hox) définissent l’identité segmentaire. 

L’expression des gènes Hox dans l’embryon de Drosophile détermine l’identité 

des segments et définit la position des structures de la mouche adulte le long 

de l’axe antéro-postérieur. 
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4. LE COMPLEXE POLYCOMB 

 

Si la présence des marques épigénétiques comme la méthylation de l’ADN ou les 

modifications post-traductionnelles des histones est dynamique au cours du développement, 

ces modifications covalentes peuvent être maintenues au fil des divisions cellulaires. Deux 

familles de protéines jouent un rôle essentiel dans la mémoire du programme transcriptionnel 

des cellules : les protéines codées par les gènes du groupe Polycomb (PcG) qui maintiennent 

un état répressif, ainsi que celles codées par les gènes du groupe Trithorax (TrxG) qui 

maintiennent un état actif. 

 

4.1. Identification du complexe Polycomb 

 

Initialement, les protéines PcG et TrxG ont été caractérisées chez la Drosophile 

(Grimaud, Nègre, et Cavalli 2006), puis ont été retrouvées hautement conservées chez tous 

les métazoaires. Leur fonction à tout d’abord été associée à la régulation des gènes 

homéotiques (ou gènes Hox). Les gènes Hox régulent l’identité des segments de l’organisme 

selon l’axe antéro-postérieur (Fig.29). Également découverts chez la Drosophile, ces gènes 

ségrègent en 2 clusters : Antennapedia (Antp-C) et Bithorax (Bx-C) (E. B. Lewis 1978; R. A. Lewis 

et al. 1980). Des mutations ou modifications de l’expression des gènes Hox conduisent à des 

changements homéotiques, c’est-à-dire des conversions de l’identité d’un segment de 

l’organisme en un autre (e.g. antennes en pattes pour certains allèles Antp, ou haltères en aile 

pour des allèles bx). Le cluster Antp-C régule les segments antérieurs de la mouche alors que 

le cluster Bx-C régule les segments postérieurs (Hajirnis et Mishra 2021). La formation de l’axe 

antéro-postérieur est initiée très précocement lors du développement embryonnaire via la 

traduction d’ARNm déposés maternellement. Les protéines générées vont initier une cascade 

de régulation des gènes de segmentations (dans l’ordre, les gènes Gap, puis les gènes pair-

rule, et enfin les gènes de segment-polarity) dont l’expression séquentielle va conduire à 

l’établissement du profil d’expression spécifique des gènes Hox. Le produit d’expression des 

gènes de segmentation étant éphémère, ce sont les complexes TrxG et les PcG qui vont 

maintenir le contrôle du profil d’expression spécifique des gènes Hox. 



 

 

 

  

Figure 30. Les complexes de la famille COMPASS. Les complexes COMPASS sont responsables de 

la méthylation du résidu H3K4. MLL3/4-COMPASS assure la mono-méthylation de H3K4 sur les 

enhancers. MLL2-COMPASS est responsable de la di/tri-méthylation de H3K4 sur les promoteurs 

des gènes bivalents. SET1-COMPASS permet la mono/di et tri-méthylation de H3K4 sur les 

promoteurs des gènes actifs. D’après (Schuettengruber et al. 2017). 

Figure 31. Les mutants 

PcG présentent des 

défauts homéotiques. La 

mutation hétérozygote du 

gène Polycomb (Pc) induit 

la formation de peignes 

sexuels ectopiques sur les 

paires de pattes centrale 

et postérieure. L1 : paire 

de pattes antérieure ; L2 : 

paire de pattes centrale ; 

L3 : paire de pattes posté-

rieure. D’après (Hodgson 

et al, 2001). 

Figure 32. Les sous-unités du complexe PRC1 chez la Drosophile et 

leurs domaines fonctionnels. Schéma représentant les 4 sous-unités 

du complexe PRC1 chez la Drosophile et leurs domaines protéiques 

impliqués dans des interactions protéine-protéine et dans la 

répression transcriptionnelle. Chromo. : chromodomaine ; CBOX : 

Polycomb repressor box ; Désord. : domaine désordonné ; SAM : 

Sterile Alpha Motif ; RAWUL : Ring-finger and WD40-associated 

ubiquitin-like protein 
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L’identification des TrxG s’est faite sur la base de leurs mutations qui se traduisent par 

l’apparition de transformations homéotiques. Les protéines codées par ses gènes forment de 

larges complexes multimériques impliqués dans l’activation transcriptionnelle. Les 

mécanismes d’activation font intervenir le remodelage de la chromatine par les complexes 

SWI/SNF, la mono- di- et tri-méthylation sur H3K4 par les Complex Proteins Associated with 

Set1 (COMPASS) (Fig.30) et l’acétylation sur H3K27 par les HAT (Schuettengruber et al. 2017). 

Les PcG ont également été identifiés sur la base de transformations homéotiques 

associés à leurs mutations. Par exemple, la mutation de PcG conduit fréquemment à l’état 

hétérozygote à l’apparition de peignes sexuels (sexcombs) ectopiques sur les 2ème et 3ème 

paires de pattes chez la Drosophile mâle, alors que ces structures n’apparaissent que sur la 

1ère paire de pattes chez le mâle à l’état sauvage (Fig.31) (Hodgson, Argiropoulos, et Brock 

2001). A l’état homozygote, ces mutations sont létales précocement durant l’embryogénèse 

et sont également associées à des transformations homéotiques liées à la dérépression de 

l’expression des gènes Hox. Ainsi, la fonction la mieux caractérisée des PcG est de réprimer la 

transcription en opposition avec les protéines TrxG. Deux principaux complexes PcG ont été 

caractérisés chez la Drosophile, puis retrouvés chez les métazoaires : PRC1 et PRC2 

(Schuettengruber et al. 2017). 

 

4.2. Diversité des complexes Polycomb 

4.2.1. Le complexe PRC1 

4.2.1.1. Le complexe PRC1 canonique 

 

Initialement purifié à partir de l’embryon de Drosophile, le complexe PRC1 est constitué 

de quatre sous-unités : Polycomb (Pc), Polyhomeotic (Ph), Really interesting new gene (dRING, 

également appelé Sce pour Sexcombs extra), et Posterior sex combs (Psc, qui a un homologue 

Su(z)2 pour Suppressor of zeste 2) (Shao et al. 1999). Les domaines protéiques de ces 

différentes sous-unités et leurs fonctions sont décrits (Fig.32). 

La sous-unité Pc est caractérisée par un chromodomaine localisé en partie N-terminale, 

permettant à la protéine de reconnaitre la marque H3K27me3, ainsi que par un domaine C-

terminal Polycomb repressor box (PcR box) requis pour la répression de la transcription des 

gènes cibles (J Müller 1995). Ph est codée par deux gènes paralogues, ph-proximal (ph-p) et -

distal (ph-d). Cette protéine contient un domaine SAM (Sterile Alpha Motif) dont la fonction 



 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 33. Les sous-unités du complexe PRC1 chez la Drosophile et leurs 

homologues chez les mammifères. Les cercles représentent les sous-unités chez 

la Drosophile alors que les rectangles représentent les homologues chez les 

mammifères. 

Figure 34. Les complexes cano-

niques et non-canoniques PRC1 

chez les mammifères. Schéma 

représentant le complexe PRC1 

canonique, les complexes PRC1 

non-canoniques, ainsi que les 

sous-unités qui les composent. 

D’après (Schuettengruber et al. 

2017). 
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est de permettre l’assemblage d’homodimères Ph-Ph favorisant la répression des gènes cibles, 

et la formation d’hétérodimères avec d’autres protéines également munies d’un domaine 

SAM (Peterson et al. 1997). C’est notamment le cas de la protéine Sexcomb on midleg (Scm) 

qui interagit in vitro avec Ph, et de Sfmbt (Scm with four MBT (Malignant Brain Tumor)) 

appartenant au complexe répresseur Pho (Pho-RC). L’enzyme dRING est une ubiquitine-ligase 

E3 responsable de la mono-ubiquitination de l’histone H2A (Fritsch, Beuchle, et Müller 2003). 

De plus, elle possède un domaine RING permettant une interaction avec Psc et un domaine 

RAWUL (ring-finger and WD40-associated ubiquitin-like protein) impliqué dans son hétéro-

dimérisation avec Pc. Enfin, la sous-unité Psc est capable d’interagir avec dRING comme 

mentionné ci-dessus, afin de favoriser la réaction de mono-ubiquitination de l’histone H2A. La 

partie C-terminale de Psc est classifiée comme domaine désordonné. Ce domaine permet 

d’inhiber la transcription in vitro et de compacter les nucléosomes (Brunk, Martin, et Adler 

1991). Enfin, Psc possède également un domaine RAWUL qui permet son interaction avec Pc. 

Chez les mammifères, les gènes codant les différentes sous-unités du complexe PRC1 

sont bien plus diversifiés que chez la drosophile (Fig.33) (Schuettengruber et al. 2017). La 

protéine Pc, appelée Chromobox (CBX) chez les mammifères, ne possède pas moins de 5 

paralogues (CBX2, 4, 6, 7 et 8) ayant chacun un profil d’expression qui lui est propre ainsi 

qu’une localisation génomique particulière, suggérant des fonctions différentes et non 

redondantes pour chacune de ces protéines. De même, Ph s’est diversifié en 3 paralogues 

appelés Polyhomeotic Homolog (PHC) 1, 2 et 3. dRING a deux homologues : RINGA et B. Enfin, 

Psc possède 6 homologues chez les vertébrés appelés Polycomb group finger (PCGF) 1 à 6. Des 

analyses génomiques et protéomiques portant sur la nature du complexe PRC1 chez les 

mammifères montrent qu’il existe plusieurs complexes PRC1 classés en deux groupes (Gao et 

al. 2012). Premièrement, les complexes canoniques contiennent la protéine RINGA ou B 

associée à une sous-unité CBX, PHC, et PCGF2 ou 4. Les complexes canoniques cPRC1.2 et 

cPRC1.4 se distingue en fonction de la sous-unité PCGF recrutée (PCGF2 ou PCGF4 

respectivement) (Fig.34). De manière générale ces complexes seraient plutôt impliqués dans 

la régulation de la différenciation cellulaire (Morey et al. 2013; Kim et Kingston 2022). 

Les complexes non-canoniques sont quant à eux plus diversifiés et peuvent contenir des 

facteurs de transcription se liant aux modifications post-traductionnelles des histones, ou à 

des enzymes capables de les déposer/effacer (Fig.34). 
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4.2.1.2. Les complexes PRC1 non-canoniques 

 

Chez la Drosophile, d’autres études biochimiques ont montré que les sous-unités dRING 

et Psc pouvaient également être associées à la déméthylase dKDM2 indépendamment de Pc 

et Ph (Lagarou et al. 2008). Ce complexe appelé dRING Associated Factors (dRAF) est capable 

d’assurer la mono-ubiquitination d’H2A couplée à la déméthylation de H3K36me2. Par 

ailleurs, la dimérisation de dRING avec dKDM2 décuple son activité enzymatique, suggérant 

que le dépôt de H2Aub est plus important par ce complexe que par PRC1. De manière 

intéressante, ce complexe PRC1 non-canonique est retrouvé chez les mammifères, il s’agit du 

complexe BCoR (Gearhart et al. 2006). Il se compose de RING1A/B, PCGF1, KDM2B, ainsi que 

des facteurs BCOR, BCORL1, SKP1 et USP7. 

D’autres complexes PRC1 non-canoniques ont été identifiés chez les mammifères 

(Fig.34) (Gao et al. 2012; Kim et Kingston 2022). A l’instar de BCoR, ils contiennent tous une 

sous-unité RING1 et PCGF, et sont dépourvus des sous-unités CBX et PHC. A la place, ces 

complexes sont caractérisés par la présence des facteurs RING1 And YY1 Binding Protein 

(RYBP) ou YY1 Associated factor 2 (YAF2), qui grâce à leur domaine RAWUL, sont capables 

d’interagir avec RINGA/B. Les interactions RINGA/B-CBX et RINGA/B-RYBP/YAF2 ciblent le 

même site d’interaction, elles sont donc mutuellement exclusives et ne peuvent pas coexister 

(Junco et al. 2013). Le complexe PRC1 non-canonique contenant PCGF6 (ncPRC1.6) est 

composé de différentes sous-unités capables de se lier à l’ADN, ainsi que de facteurs 

épigénétiques comme HDAC1 ou 2. Les complexes ncPCR1.3 et ncPRC1.5 possèdent des sous-

unités communes dont AUTS2, une protéine codée par un gène fréquemment muté dans des 

cas de troubles autistiques. Enfin, les protéines PCGF2 et 4 semblent également capables 

d’interagir avec RYBP et YAF2 suggérant que les complexes non-canoniques PRC1 

correspondants peuvent exister, mais leur composition reste à être identifiée (Tavares et al. 

2012). En règle générale, les complexes PRC1 non-canoniques semblent plutôt impliqués dans 

la régulation du cycle cellulaire et du métabolisme (Morey et al. 2013; Kim et Kingston 2022). 

 

4.2.2. Le complexe PRC2 

 

Le complexe PRC2 a été purifié et caractérisé au même moment chez la Drosophile (Jürg 

Müller et al. 2002) et les mammifères (Cao et al. 2002). Néanmoins, l’activité du membre 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 35. Les sous-unités du complexe PRC2 chez la Drosophile et leurs 

homologues chez les mammifères. Les cercles représentent les sous-

unités chez la Drosophile alors que les rectangles représentent les 

homologues chez les mammifères. 
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fondateur de ce complexe, Enhancer of zeste (E(z)), a été décrite bien avant, puisque la perte 

du gène E(z) a été corrélée à la dérépression des gènes homéotiques chez la Drosophile (R. S. 

Jones et Gelbart 1990). 

 

4.2.2.1. Le complexe PRC2 canonique 

 

A l’instar du complexe PRC1, le complexe PRC2 se compose de quatre sous-unités 

(Fig.35). E(z) est une HMT et elle est responsable du dépôt de la modification H3K27me3 via 

son domaine SET. La perte d’E(z) chez la Drosophile conduit à une dérépression des gènes 

homéotiques ainsi qu’à des transformations homéotiques (R. S. Jones et Gelbart 1990). Deux 

homologues sont présents chez les mammifères : EZH1 qui n’est exprimée que dans les 

cellules en prolifération, et EZH2 qui n’est présente que dans les cellules quiescentes 

(Margueron et al. 2008). Aussi, l’activité HMT de E(z) seule est très faible ; c’est son interaction 

avec les autres sous-unités qui va stimuler son activité enzymatique (Nekrasov, Wild, et Müller 

2005). Une autre sous-unité du complexe PRC2 chez la Drosophile est Extra Sex combs (Esc) 

qui possède un paralogue Esc-like (Escl). Ces deux protéines ne sont pas produites aux mêmes 

stades de développement, mais leur mutation conduit à l’apparition de transformations 

homéotiques (Kurzhals et al. 2008). L’homologue chez les mammifères est Embryonic 

Ectoderm Development (EED). Ces protéines contiennent un domaine WD40 permettant la 

reconnaissance de la marque H3K27me3 (Margueron et al. 2009). La fonction proposée pour 

ce domaine est de stabiliser le complexe PRC2 à la chromatine, et de favoriser le dépôt et 

l’amplification de la marque H3K27me3. La troisième sous-unité du complexe PRC2 est 

Suppressor of zeste 12 (Su(z)12) qui possède un homologue SUZ12 chez les mammifères. Tout 

comme pour les autres gènes codant des sous-unités de PRC2, la mutation de Su(z)12 est 

associée à des transformations homéotiques (Birve et al. 2001). Enfin, la quatrième sous-unité 

est Nucleosome Remodeling Factor-55 (Nurf55, également appelée CAF-1 ou p55) (Anderson 

et al. 2011). Cette protéine est conservée chez les mammifères et est appelée RbAp4/7. 

 

4.2.2.2. Protéines accessoires et complexes PRC2 non-canoniques 

 

D’autres facteurs peuvent être associées aux sous-unités de PRC2. Ces associations 

dépendent du contexte chromatinien et du type cellulaire, et participeraient à un niveau de 



 

 

 

  

Figure 36. Le complexe PRC2 chez les mammifères. Schéma représentant le 

complexe PRC2 ainsi que les différentes protéines accessoires qui peuvent lui être 

associées. D’après (Schuettengruber et al. 2017). 

Figure 37. Le complexe PR-DUB chez la 

Drosophile. Le complexe PR-DUB se compose 

des protéines Asx et Calypso chez la Drosophile 

et est responsable d’éliminer la marque 

H2Aub. 
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régulation plus fin par PRC2 (Fig.36). Ainsi, Polycomb-like (Pcl) a été identifié chez la 

Drosophile comme participant à la répression par les PcG sur la base d’observations 

phénotypiques. La protéine Pcl s’associe avec E(z) grâce à deux domaines PHD fingers 

(O’Connell et al. 2001) pour d’une part stimuler son activité catalytique, et d’autre part 

favoriser son recrutement à la chromatine (Nekrasov et al. 2007). Le mécanisme de 

recrutement de E(z) par Pcl a été mieux caractérisé chez les mammifères qui possèdent 3 

homologues de Pcl : PCL1, 2, et 3. En effet, ces homologues possèdent tous un domaine qui 

n’est pas retrouvé chez la Drosophile, il s’agit d’un domaine tudor qui permet entre autres, la 

reconnaissance de H3K36me3. Le recrutement de EZH2 sur les gènes transcriptionnellement 

actifs couplé à celui de déméthylases comme NO66 dans les cellules ES permet la répression 

de novo des gènes cibles (Brien et al. 2012). Ainsi, le complexe non-canonique PRC2.1 (Pcl-

PRC2 chez la Drosophile) correspond à l’association entre PRC2 et PCL, auxquels j’ajoutent 

C10ORF12 et C17ORF96 chez les mammifères. 

De même, un complexe PRC2.2 a été défini chez les mammifères. Il correspond à 

l’association de PRC2 avec deux protéines accessoires : Jumonji And AT-Rich Interaction 

Domain Containing 2 (JARID2) et AE Binding Protein 2 (AEBP2) (Hauri et al. 2016). JARID2 est 

une déméthylase de type Jumonji dont le site catalytique est inactif. Il est proposé que le site 

de fixation aux nucléosomes de JARID2 permettrait de stabiliser PRC2 à la chromatine par une 

interaction avec EZH1 (Son et al. 2013). De plus, l’interaction JARID2-EZH2 stimulerait l’activité 

HMT du complexe PRC2 (Sanulli et al. 2015). Concernant AEBP2, tout comme JARID2, ce 

facteur favoriserait l’activité catalytique de EZH1/2 tout en permettant son recrutement sur 

l’ADN par un domaine zinc-finger (Cao et Zhang 2004). 

 

4.2.3. Les autres complexes 

 

Si la marque H2Aub est déposée par le complexe PRC1, cette marque peut également 

être éliminée par un autre complexe relié aux PcG. Ainsi, l’identification du complexe PR-DUB 

composé de l’ubiquitine hydrolase Calypso et de la protéine Additional Sex Combs (Asx) a 

montré que ce complexe participait à la dé-ubiquitination de l’histone H2A (Fig.37) (Gaytán 

de Ayala Alonso et al. 2007). La suppression du domaine catalytique de Calypso ou la mutation 

de Asx conduit à une augmentation des niveaux d’H2Aub. De manière surprenante, cette 

augmentation est associée à une dérépression des gènes Hox, suggérant que les niveaux 



 

 

 

  

Figure 38. Le complexe Pho-RC 

chez la Drosophile. Le complexe 

Pho-RC se compose des pro-

téines Pho et Sfmbt. Il est 

capable de se lier directement à 

l’ADN sur la séquence des 

Polycomb Response Element 

(PRE) pour y recruter d’autres 

protéines PcG. 

Figure 39. Modèles de recrutement du complexe Polycomb. Plusieurs scénarios ont été proposés 

pour le recrutement du complexe Polycomb. Le recrutement hiérarchique implique que PRC2 

dépose en premier lieu la marque H3K27me3 pour ensuite permettre sa fixation à l’ADN et le 

recrutement de PRC1. Le recrutement alternatif est également un modèle hiérarchique non-

canonique selon lequel PRC1 dépose en premier la marque H2Aub pour ensuite permettre le 

recrutement de PRC2 via cette modification. Le recrutement de novo fait intervenir des facteurs de 

transcription dont la liaison aux Polycomb Response Element (PRE) chez la Drosophile ou aux îlots 

CpG (CGI) chez les mammifères va permettre le recrutement de PRC1 seul, de PRC2 seul, ou des 2 

complexes par des interactions protéine-protéine. Ces différents modèles sont compatibles entre 

eux et permettraient une amplification du recrutement de PRC1 et PRC2. Ils impliquent tous la 

reconnaissance d’un facteur de transcription ou d’une modification épigénétique, et aboutissent à 

l’écriture des marques associées à la répression par Polycomb. 
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d’H2Aub doivent être finement régulés pour assurer la répression par le système PcG 

(Scheuermann, Gutiérrez, et Müller 2012). Ce complexe PR-DUB est également retrouvé chez 

les mammifères. 

Un autre élément participant à la répression par le complexe Polycomb est le complexe 

Pho-RC (Fig.38). La protéine Pho appartenant à ce complexe a tout d’abord été identifiée chez 

la drosophile comme facteur de transcription capable de se lier à l’ADN grâce à quatre motifs 

en doigt de zinc (Brown et al. 2003). L’analyse biochimique de ce facteur a permis de révéler 

que Pho interagit avec la protéine Sfmbt (Klymenko et al. 2006). Sfmbt possède un domaine 

contenant quatre MBT (Malignant Brain Tumor) permettant d’une part la reconnaissance des 

marques H3K9 et H4K20 di/triméthylées, et d’autre part l’interaction avec Pho. La mutation 

de ces motifs abolie l’interaction Pho-Sfmbt et conduit à la dérépression de gènes cibles des 

PcG (Alfieri et al. 2013). Par ailleurs, comme évoqué plus haut, la protéine Sfmbt contient 

également un domaine SAM permettant une interaction avec la sous-unité Ph, suggérant que 

le complexe Pho-RC serait capable de recruter PRC1. A noter que Pho possède un homologue, 

Pho-like (Phol) qui peut également interagir avec Sfmbt. Chez les mammifères, un complexe 

constitué de SFMBT2 et de Castor Zinc Finger 1 (CASZ1), un facteur de transcription possédant 

un domaine de type doigt de zinc, a été identifié. Cela suggère que le complexe Pho-RC 

pourrait être conservé chez les mammifères. 

 

4.3. Recrutement du complexe Polycomb 

 

Les complexes PRC1 et PRC2 ne possèdent pas directement de domaine de liaison à 

l’ADN. Pour être recrutés au niveau de leurs gènes cibles, ces complexes requièrent d’autres 

éléments comme des modifications des histones, la présence de facteurs de transcription, ou 

celle de protéines accessoires (Fig.39). Le recrutement du complexe Polycomb se fait sur des 

éléments régulateurs particuliers appelés Polycomb Response Element (PRE) chez la 

Drosophile. Chez les mammifères en revanche, la fixation des PcG se fait plus particulièrement 

sur les îlots CpG (Kassis et Brown 2013). 

 

4.3.1. Interdépendance des complexes PRC1 et PRC2 

 



 

  

Figure 40. Les Polycomb Response Element (PRE) sont associés au recrutement de nombreux 

facteurs de transcription. Représentation schématique d’un PRE (marron clair) et des différents 

facteurs de transcription capables de s’y lier. Les flèches indiquent les interactions protéine-

protéine déjà caractérisées entre les différents recruteurs et les protéines PcG. D’après (Erokhin, 

Georgiev, et Chetverina 2018). 
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Le modèle initial de recrutement du complexe Polycomb impliquait que PRC2 soit 

recruté le premier afin de déposer la marque H3K27me3, se stabiliser par la reconnaissance 

de la marque par Esc, et ensuite permettre le recrutement de PRC1 également par la 

reconnaissance de H3K27me3 via le chromodomaine de Pc (Fig.39) (Kuroda et al. 2020). Ce 

recrutement hiérarchique est aujourd’hui très discuté, puisque celui-ci implique une 

colocalisation parfaite entre PRC2 et PRC1. Or, des données de ChIP-seq pour les sous-unités 

de ces deux complexes montrent l’existence de sites génomiques liés uniquement par PRC1 

ou PRC2 (Hauri et al. 2016). De plus, la caractérisation des sites de fixation de la grande variété 

de complexes PRC1 chez les mammifères indique que certains se fixent uniquement sur des 

sites enrichis en H3K27me3, alors que d’autres, dont les ncPRC1, en sont indépendants (Kim 

et Kingston 2022). Une relation de recrutement inverse a même été décrite, puisque la 

marque H2Aub déposée par le complexe ncPRC1 BCoR permettrait la stabilisation de PRC2 à 

la chromatine (Fig.39) (Blackledge et al. 2014). 

 

4.3.2. PRE et recruteurs 

 

Les PRE sont constitués de multiples sites de fixations associés à différents facteurs de 

transcription (Fig.40), et cette immense diversité de motifs rend les PRE difficiles à prédire. 

Néanmoins, un certain nombre de facteurs a été décrit comme requis pour l’activité des PRE 

dont Pho/Phol, GAGA factor (GAF, également appelé Trl pour Trithorax like), Pipsqueak (Psq), 

Zeste (Z), Dorsal Switch protein 1 (Dsp1), Sp1-like factor for pairing sensitive-silencing (Spps), 

Combgap (Cg), ou encore Grainyhead (Grh) (Kassis et Brown 2013; Kuroda et al. 2020). 

L’analyse de la localisation génomique de ces facteurs a permis de mettre en évidence la 

complexité de leur fonctionnement, puisque la plupart d’entre eux ne se fixent pas à tous les 

PRE, et ne se fixent pas uniquement aux PRE. Aussi, de nombreuses interactions protéine-

protéine ont été caractérisées entre les PcG et ces facteurs de transcription (Fig.40) (Erokhin, 

Georgiev, et Chetverina 2018). Il est admis qu’aucun de ces facteurs ne peut recruter seul le 

complexe Polycomb, mais c’est leur combinaison qui assure cette fonction. Aussi, il faut noter 

que les PRE peuvent également représenter des sites de fixation pour les TrxG. De ce fait, 

certains PRE peuvent aussi être considérés comme des Trithorax Response Element (TRE) en 

fonction des facteurs recrutés. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 41. Mécanismes de répression de la transcription par les complexes PRC1 et PRC2. Le 

complexe PRC2 réprime la transcription par la déposition de la triméthylation H3K27 alors que le 

complexe PRC1 la réprime par compaction des nucléosomes. D’après (Kassis, Kennison, et Tamkun 

2017). 
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Chez les mammifères, bien que certains facteurs de transcription soient capables de 

recruter les différents complexes Polycomb au niveau de leurs gènes cibles comme évoqué 

précédemment avec KDM2B, PCL, JARID2 et AEBP2, très peu de PRE ont été identifiés comme 

réellement capables de permettre le recrutement des PcG. A la place, les études pan-

génomiques montrent que les îlots CpG hypo-méthylés présents au niveau de promoteurs 

sont associés au recrutement du complexe Polycomb (Fig.39) (Deaton et Bird 2011).  

 

4.4. Régulation de la transcription par le complexe Polycomb 

4.4.1. Mécanismes de répression transcriptionnelle 

 

Bien avant que l’activité enzymatique de PRC1 ne soit décrite, son mode de 

fonctionnement dans la répression transcriptionnelle a été associé à la capacité de Psc à 

compacter les nucléosomes (Fig.41). En effet, chez la Drosophile, la protéine Psc seule peut 

compacter les nucléosomes in vitro (Francis et al. 2001). Chez les mammifères en revanche, 

cette activité est médiée par l’homologue de Pc CBX2 Le remplacement de CBX2 par RYBP 

n’empêche pas la compaction des nucléosomes. Ainsi, le complexe PRC1 canonique peut 

compacter les nucléosomes de lui-même, alors que les ncPRC1 peuvent médier cette activité 

probablement via des mécanismes indirects. De plus, la perte de dRING chez la Drosophile est 

associée à la dérépression des gènes Hox et à la perte globale de H2Aub, suggérant 

l’implication de cette modification post-traductionnelle dans la répression (Gutiérrez et al. 

2012). Néanmoins, des études portant sur un mutant portant un allèle codant pour une forme 

catalytique inactive de dRING indique que l’activité de mono-ubiquitination n’était pas requise 

pour la répression des gènes Hox, et qu’aucune transformation homéotique n’était observée 

malgré la perte totale de H2Aub (Pengelly et al. 2015). De plus, l’analyse de lignées mutantes 

au sein desquels les histones et variants de H2A ne peuvent plus être ubiquitinés montre que 

cette fonction n’est pas requise pour la répression par les PcG dans le disque imaginal d’aile 

(Pengelly et al. 2015). Cependant, il est à noter que la mutation de la lysine 118 de H2A en 

arginine est létale chez la Drosophile. Ainsi, ces résultats indiquent que la marque H2Aub n’est 

pas requise pour la répression transcriptionnelle médiée par PRC1. La fonction de cette 

marque épigénétique reste encore à être élucidée. 

Concernant le complexe PRC2, son activité répressive chez la Drosophile est 

entièrement due à la triméthylation du résidu H3K27 par E(z) (Fig.41). En effet, l’expression 
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d’une forme catalytiquement inactive de E(z) ou la mutation ponctuelle de la lysine 27 de 

l’histone H3 suffit à rompre la répression des gènes Hox et à récapituler les phénotypes du 

mutant E(z) (Jürg Müller et al. 2002). De même, la mutation ponctuelle du résidu H3K27 

récapitule également les phénotypes observés chez les mutants PRC2, démontrant le rôle 

central du dépôt de la marque H3K27me3 dans la répression médiée par PRC2 (Pengelly et al. 

2013). Pour être optimale, l’activité catalytique de PRC2 requière a minima l’assemblage de 

E(z) avec Su(z)12 et Esc. Le dépôt de la marque H3K27me3 prévient le dépôt de son 

antagoniste H3K27ac et bloque également le recrutement de l’ARN Pol II. Chez les 

mammifères, la délétion de EZH2 suffit à réduire drastiquement les niveaux de H3K27me3 

alors que celle de EZH1 n’a que très peu d’effet sur cette marque. EZH1 est effectivement 

capable d’induire la répression transcriptionnelle indépendamment de son activité 

catalytique en compactant les nucléosomes ce qui nécessite l’assemblage de EZH1 avec 

l’ensemble des sous-unités de PRC2 (Margueron et al. 2008). Caractérisé in vitro, ce 

mécanisme a également été observé in vivo par une diminution de l’accessibilité de la 

chromatine suite au recrutement artificiel du complexe PRC2 contenant EZH1 (Holoch et al. 

2021). 

 

4.4.2. Mécanismes d’activation transcriptionnelle 

 

Si l’activité de régulation de la transcription par les complexes Polycomb a été 

principalement associée à la répression, de récentes études révèlent que les composants de 

PRC1 peuvent également lier des gènes activement transcrits, indépendamment de PRC2, et 

contribueraient à leur activation (Pemberton et al. 2014; Loubiere et al. 2020; Pherson et al. 

2017; Schaaf et al. 2013; Morey et al. 2015; Cohen et al. 2018; 2019), pour revue voir (Giner-

Laguarda et Vidal 2020). Ces études montrent que PRC1 se lie à des promoteurs et des 

enhancers actifs chez la Drosophile et les mammifères, bien que les mécanismes d’activation 

transcriptionnelle mis en jeu ne soient pas encore bien compris. En ce sens, les PRE peuvent 

agir in vivo comme enhancer dans certaines cellules, ou comme silencer dans d’autres. Ces 

éléments régulateurs ont donc le potentiel de réguler finement l’expression des gènes de 

manière spatio-temporelle (Erceg et al. 2017). A noter que chez la Drosophile, la fixation de 

PRC1 sur des gènes actifs n’est pas observée dans l’embryon, mais seulement au sein de tissus 
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larvaires comme les disques imaginaux, suggérant que cette fonction ne pourrait apparaitre 

qu’à des moments précis du développement (Loubière et al. 2016). 

Chez les mammifères, différents mécanismes ont été proposés pour expliquer 

l’activation des gènes cibles de PRC1. Premièrement, un changement de sous-unité au sein du 

complexe PRC1 est requis pour activer la transcription. Ce phénomène intervient notamment 

lors de la différenciation des ESC. Le remplacement de CBX7 par CBX8 initie l’activation de 

gènes développementaux conduisant vers une identité de cellules ectodermique (Creppe et 

al. 2014), alors que le remplacement de CBX7 par CBX2 conduit à l’activation de gènes 

impliqués dans le développement du système cardio-vasculaire (Morey et al. 2015). Ensuite, 

l’association de PRC1 avec d’autres cofacteurs peut influencer ses capacités à réguler la 

transcription. L’association du complexe ncPRC1.5 avec Activator of transcription and 

developmental regulator 2 (AUTS2) peut conduire au recrutement de l’activateur 

transcriptionnel CBP (Gao et al. 2014). La modification post-traductionnelle de sous-unités de 

PRC1 régulerait également l’activité du complexe. Ainsi, la phosphorylation de RING1B par la 

Casein kinase 2 (CK2) conduirait à l’activation de la transcription des gènes cibles (Gao et al. 

2014). Enfin, PRC1 pourrait participer à l’activation transcriptionnelle par la modification de la 

topologie du génome. Ce mécanisme reposerait sur le rapprochement d’éléments régulateurs 

et de promoteurs. Par exemple, l’activation de Meis2 lors du développement du cerveau 

nécessiterait un rapprochement entre un enhancer et le promoteur de ce gène de manière 

dépendante de RING1B (Kondo, Ito, et Koseki 2016). De façon similaire, les résultats obtenus 

chez la Drosophile suggèrent que PRC1 participerait à l’activation de gènes 

développementaux en favorisant des interactions promoteurs-enhancers (Loubiere et al. 

2020; Gutierrez-Perez et al. 2019) 

 

4.5. Fonctions biologiques du complexe Polycomb 

4.5.1. Pluripotence et différenciation 

 

Les complexes PRC1 et PRC2 ont tout d’abord été décrits pour leur rôle dans la 

détermination de l’identité segmentaire au cours de l’embryogenèse à la fois chez la 

Drosophile et les mammifères (E. B. Lewis 1978). Ainsi, la plupart des premières études se sont 

concentrées sur le rôle des PcG dans la régulation de l’identité cellulaire. Des ESC déficientes 

pour PRC1 échouent à maintenir leur pluripotence et montrent une activation de gènes 
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développementaux (Endoh et al. 2008). De plus, un changement de la sous-unité CBX7 au 

profit de CBX2, 4 et 8 s’exerce au cours de la différenciation des ESC. En effet, si CBX7 réprime 

les gènes de la différenciation, CBX2/4/8 favorisent la différenciation en réprimant les gènes 

de la pluripotence (Klauke et al. 2013; O’Loghlen et al. 2012). Les différents gènes codant les 

sous-unités CBX s’expriment selon des patrons différents, conduisant à une spécialisation de 

l’identité cellulaire dépendante des gènes ciblés par chacune de ces protéines. 

Tout comme PRC1, PRC2 est également décrit pour réguler l’identité cellulaire. La 

déplétion de EED dans des ESC conduit à la dérépression de gènes développementaux, 

suggérant un rôle de PRC2 dans le maintien de la pluripotence (Boyer et al. 2006). Néanmoins, 

la perte de PRC2 peut induire également une dérépression de gènes de la pluripotence. Il en 

résulte une absence de différenciation, indiquant que la dérégulation des gènes de la 

pluripotence prime sur celle des gènes développementaux (Margueron et Reinberg 2011). 

 

4.5.2. Rôle dans la tumorigenèse 

 

Conformément à leur rôle de maintien du programme transcriptionnel et de l’identité 

cellulaire, des perturbations dans la régulation de la transcription par les protéines PcG sont 

associées au développement d’un état tumoral (Parreno, Martinez, et Cavalli 2022). Chez la 

Drosophile, la délétion de PRC1 dans le disque imaginal d’œil, mais pas de PRC2, conduit à une 

prolifération massive des cellules mimant l’apparition de tumeurs (Loubière et al. 2016). Dans 

ce tissu, PRC1 agit donc comme suppresseur de tumeur. A l’inverse, chez les mammifères, 

CBX7 joue un rôle déterminant dans la régulation de la prolifération des cellules souches. Son 

expression est positivement corrélée à l’apparition de cancers dont des leucémies (Klauke et 

al. 2013). Cette activité oncogène est notamment due à la répression de INK4A/ARF par CBX7, 

un locus responsable de l’induction de la sénescence et de l’apoptose. 

PRC2 a également été initialement décrit comme oncogénique puisque de hauts niveaux 

de EZH2 et H3K27me3 sont un marqueur de métastase dans le cas de cancers de la prostate 

(S. H. Park et al. 2021). De même, des mutations du domaine catalytique de EZH2 provoquant 

une augmentation de son activité sont associées au développement de leucémies et de 

lymphomes (Morin et al. 2010; Sneeringer et al. 2010). Le domaine catalytique de EZH1/2 

représente de ce fait une cible d’intérêt pour le développement d’inhibiteurs 

pharmacologiques et le traitement de certains cancers (Morin et al. 2010; Xiaojuan Yang, Xu, 
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et Yang 2023). Au contraire, dans d’autres tissus dont le cerveau, la perte de PRC2 via la 

mutation des sous-unités EZH2, EED ou SUZ12 est corrélée au développement de tumeurs 

cérébrales très agressives et caractérisées par de faibles niveaux de H3K27me3 (Lee et al. 

2014). PRC2 semble donc avoir des fonctions suppresseurs de tumeurs ou oncogéniques, 

selon les types de cancers. 

  



 

 

 

  

Figure 42. Cycle de développement de 

Drosophila melanogaster. Schéma 

représentant le développement de la 

Drosophile à 25°C. Les différents stades 

développementaux ainsi que la durée 

nécessaire pour passer de l’un à l’autre 

sont indiqués. D’après (Ong et al, 2014). 

Figure 43. Les chromosomes de Drosophila melanogaster. Schéma représentant les 4 paires de 

chromosomes de la Drosophile. Pour chaque paire, les bras gauches et droits sont respectivement 

désignés par L (left) et R (right). Les portions euchromatiques sont représentées en noire, les 

portions hétérochromatiques par des portions grises, et les centromères par des ronds. D’après 

(Kaufman 2017). 

Figure 44. Organisation du système nerveux central (SNC) embryonnaire de la Drosophile. 

Schéma du SNC en fin d’embryogenèse. Il se compose du cerveau central (CB) et de la corde 

nerveuse ventrale (VNC). A elles-deux, ces structures se composent de 19 neuromères selon l’axe 

antéro-postérieur. D’après (Crews 2019). 
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5. LE SYSTEME NERVEUX CENTRAL DE LA DROSOPHILE 

 

5.1. Le modèle Drosophila melanogaster 

 

Drosophila melanogaster, plus communément appelée mouche du vinaigre, est un 

organisme modèle très populaire chez les généticiens depuis le début du XXème siècle. En 

effet, cet insecte possède de nombreux avantages et est à l’origine d’avancées majeures 

notamment dans les domaines liés à la génétique ou au contrôle du développement. Son cycle 

de développement est très court puisqu’il faut compter environ 10 jours à 25°C pour passer 

de l’œuf au stade adulte. Il se divise en plusieurs stades, avec dans l’ordre : le développement 

embryonnaire, 3 stades larvaires, le stade pupal (durant lequel se déroule la métamorphose), 

puis le stade adulte (Fig.42). D’autre part, l’entretien des lignées s’effectue dans un espace 

réduit et à moindre coût. De nombreuses lignées génétiquement modifiées (mutantes ou 

transgéniques) ont été générées et sont partagées par la communauté. En effet, des centres 

de distribution assurent l’entretien et le partage de ces outils. 

Le génome de la Drosophile a été entièrement séquencé au début des années 2000 

(Adams et al. 2000). Cela a été grandement facilité par sa petite taille : quatre paires de 

chromosomes (3 paires d’autosomes et 2 chromosomes sexuels, X et Y) (Fig.43) pour une taille 

totale d’environ 150Mb et comprenant environ 17 000 gènes. A noter qu’environ 75% des 

gènes humains associés à des maladies possèdent un orthologue chez la Drosophile. De ce 

fait, cet organisme est un modèle de choix pour l’étude de maladies cardiovasculaires, 

musculaires, métaboliques, ou neurodégénératives ainsi que différents cancers (Bilen et 

Bonini 2005; Verheyen 2022) 

 

5.2. Développement et organisation du système nerveux central 

 

Chez la drosophile, le SNC est un organe segmenté chez l’embryon dont chaque segment 

est appelé neuromère (Fig.44) (Crews 2019). Le SNC est alors divisé en deux parties : le 

cerveau central (CB pour central brain) composé de 3 neuromères, et la corde nerveuse 

ventrale (VNC pour ventral nerve cord) qui en compte 16. Une 3ème structure se différencie 

pendant le premier et le second stades larvaires, il s’agit des lobes optiques (OL pour optic 



 

 

 

  

Figure 45. Comparaison du système nerveux central larvaire et adulte. (A) Schéma du SNC de larve 

L3. Il se compose de la VNC et du CB, divisé en deux hémisphères. Chaque hémisphère compte un 

lobe optique. (B) Schéma du SNC chez l’adulte. Ils se compose du CB, de deux lobes optiques, et du 

ganglion thoracique qui s’est formé à partir de la VNC. CB : cerveau central ; OL : lobe optique ; 

VNC : corde nerveuse ventrale. 

A B 

Figure 46. La spécification des neuroblastes. (A) Schéma d’un embryon de Drosophile au stade 5 

représentant les différents feuillets embryonnaires. (B) Schéma montrant la délamination des 

neuroblastes (NB) à partir du neurectoderme. (C) Schéma d’un embryon au stade 11 montrant la 

localisation du neurectoderme ainsi que l’organisation d’un neuroblaste et des cellules 

progénitrices de cellules nerveuses et des neurones issus de sa division. GMC : ganglion mother 

cell. D’après (Crews 2019). 

A 

B C 
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lobe) qui vont être à l’origine du système visuel chez l’adulte (Fig.45A). D’un point de vue 

histologique, le SNC se divise en deux zones : le cortex où réside l’ensemble des corps 

cellulaires, et le neuropile qui se compose des projections axonales et dendritiques formant 

les différents réseaux neuronaux. Si le développement embryonnaire du SNC représente un 

évènement relativement stéréotypé aboutissant à environ 15 000 cellules, la métamorphose 

de la larve en adulte conduit au développement d’un organe bien plus complexe dont le 

nombre de cellules dépasse 150 000. A noter que chez l’adulte, la VNC devient le ganglion 

thoracique, un équivalant fonctionnelle de la moelle épinière chez les mammifères (Fig.45B). 

 

5.3. Composition cellulaire du système nerveux central 

5.3.1. Les neuroblastes 

 

Les cellules souches neuronales chez la Drosophile sont appelés neuroblastes (NB) (K. H. 

Kang et Reichert 2015). Ces cellules se spécifient à partir du neurectoderme (Doe 1992), 

correspondant à la partie ventro-latérale du blastoderme cellulaire embryonnaire, et sont à 

l’origine de l’ensemble du SNC (Fig.46). A noter que les cellules médianes du SNC sont une 

exception, puisqu’elles ont pour origine le mésectoderme (Wheeler, Stagg, et Crews 2008), 

une région limitant le neurectoderme du mésoderme ventral. Les NB émergent du 

neurectoderme tout au long de l’axe antéro-postérieur entre les stades embryonnaires 8 et 

11, et vont s’internaliser par délamination (Fig.46). 

Les NB se divisent de manière asymétrique afin d’assurer d’une part leur 

renouvellement, et d’autre part la formation de cellules nerveuses (Homem, Repic, et 

Knoblich 2015). Trois types de NB se distinguent en fonction de l’issue de leur division 

asymétrique (Fig.47). La division de type I produit un NB et une Ganglion Mother Cell (GMC) 

qui à son tour se divisera de manière asymétrique en deux neurones. Ce mode de division 

concerne la plupart des NB du SNC. La division de type II conduit à la formation d’un NB et 

d’un progéniteur neuronal intermédiaire (INP pour intermediate neural progenitor). Les INP 

ont la capacité de se renouveler par division environ 5 fois, générant en parallèle des GMC à 

l’image des NB de type I (Bello, Holbro, et Reichert 2007; Boone et Doe 2008). La division de 

type II ne concerne qu’une population restreinte de NB présents au nombre de 8 par 

hémisphère du CB. Lors du développement, certains NB vont passer d’une division de type I à 

une division de type 0. Ce dernier mode de division conduit à la production d’un NB et 



 

 

 

  

Figure 47. Les différents modes de division des neuroblastes (NB) Les NB sont classifiés en trois 

groupes selon leurs modalités de divisions qui permettent leur renouvellement, la production de 

neurones (ou de cellules gliales), ou de cellules intermédiaires. GMC : ganglion mother cell ; INP : 

progéniteur neuronal intermédiaire ; Imm. : immature ; MP : précurseur de cellule médiane. 

D’après (Crews 2019). 
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directement d’un neurone (Baumgardt et al. 2014). A noter également que les cellules 

précurseurs de la ligne médiane (Midline precursors) ne se divisent qu’une seule fois, à l’image 

des GMC, pour former deux neurones (Wheeler et al. 2006).  

L’identité et les cellules filles de chaque NB dépendent de sa localisation au sein des 

différents neuromères. Les NB de type I peuvent générer entre 4 et 36 neurones alors que 

ceux de type II en génèrent plus de 50. Cette hétérogénéité dépend du nombre de GMC 

générées, de la fenêtre de différenciation, et du moment où un NB adopte la division de type 

0. Cette fenêtre de compétence dépend de l’expression de différents facteurs de transcription 

exprimés en cascade temporelle au fil des divisions asymétriques (Brody et Odenwald 2000; 

Isshiki et al. 2001; Maurange 2020). Ces facteurs sont eux même contrôlés par d’autres 

facteurs comme les gènes Hox, la signalisation Notch, les facteurs de transcription Distal-

antenna (Dan) et Distal-antenna related (Danr), ou encore le complexe Polycomb (Crews 

2019). 

 

5.3.2. Les neurones 

 

Les neurones de la Drosophile possèdent une morphologie et des caractéristiques 

électrophysiologiques similaires aux neurones mammifères. Une stimulation génère un 

potentiel d’action basé sur un échange d’ions Na+/K+. La communication synaptique est 

également extrêmement conservée puisqu’elle met en jeu des neurotransmetteurs connus 

chez les mammifères comme le glutamate, l’acétylcholine, la dopamine, ou l’acide g-

aminobutyrique (GABA). 

La différenciation des neurones s’effectue suite à la division asymétrique d’une GMC, 

qui produit deux neurones différents (Spana et Doe 1996). Ce processus implique l’acquisition 

de la morphologie du neurone, la guidance axonale, l’établissement de synapses, et la 

production de canaux ioniques, de neurotransmetteurs, et de récepteurs aux 

neurotransmetteurs. Ces propriétés extrêmement variées suggèrent qu’un très large panel de 

gènes contrôle la différenciation neuronale. L’une des premières signalisations impliquées 

dans cette différenciation est la voie Notch. En effet, la division asymétrique d’une GMC 

produit une cellule « Notch ON » et une cellule « Notch OFF » (Spana et Doe 1996).  

Le SNC se compose d’une grande diversité de neurones différenciés dont les neurones 

à neurotransmetteurs, tous caractérisés par au moins un gène impliqué dans la production ou 
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le transport de leur propre neurotransmetteur, comme les neurones cholinergiques (ChAT+ 

pour Choline acetyltransferase), GABAergique (Gad1+ pour Glutamic acid decarboxylase 1), 

glutamatergique (VGlut+ pour Vesicular glutamate transporter), et monoaminergique (Ddc+ 

pour Dopa decarboxylase / Trhn+ pour Tryptophan hydroxylase neuronal / Vmat+ pour 

Vesicular monoamine transporter ; en fonction du neurotransmetteur monoaminergique 

produit) (Brunet Avalos et al. 2019). Les neurones peptidergiques représentent une famille de 

neurones impliqués dans un nombre important de fonctions biologiques par la sécrétion 

d’hormones et de neuropeptides variés. Ils assurent une réponse aux fluctuations 

environnementales et permettent de réguler par exemple la prise alimentaire, le cycle 

circadien, ou le comportement reproductif. Si aucun facteur n’a encore été clairement 

identifié pour leur différenciation, les neurones peptidergiques sont néanmoins caractérisés 

par la présence de la protéine Dimmed, un facteur de transcription de type basic helix-loop-

helix (bHLH) (Hewes et al. 2003). Un autre type notable de neurone est le motoneurone qui, 

chez la Drosophile, ne provient pas d’une population précise de NB ayant un destin de 

motoneurone. Généralement, la GMC à l’origine d’un motoneurone produit en parallèle un 

interneurone. Les motoneurones projettent à l’extérieur du SNC et vont innerver les muscles 

en formant des jonctions neuromusculaires et participent de ce fait à la locomotion. Ces 

neurones particuliers sont pour la plupart caractérisés par l’expression du facteur de 

transcription Zn finger homeodomain 1 (Zfh1) (Layden et al. 2006) et des molécules 

d’adhésion Fasciclin (Fas) 2 et 3 (Zarin et al. 2014). 

 

5.3.3. Les cellules gliales 

 

Tout comme chez les mammifères, différents types de cellules gliales ont été 

caractérisés chez la Drosophile en fonction de leur morphologie et de leur relation avec les 

neurones, et elles sont caractérisées par l’expression des facteurs de transcription Glial cell 

missing (Gcm) et Reversed polarity (Repo) (Freeman 2015; Freeman et al. 2003). L’ontogénèse 

des cellules gliales repose sur des précurseurs appelés neurogliaoblastes (NGB) et glioblastes 

(GB). Ces cellules ont le potentiel de se diviser à la fois en neurones et en cellules gliales pour 

les NGB et seulement en cellules gliales pour les GB (Altenhein, Cattenoz, et Giangrande 2016). 

Toutes les cellules gliales (sauf la glie médiane) dérivent de cellules exprimant gcm, le 

régulateur clé du destin glial, puisque sa perte conduit les NGB vers un destin neuronal 



 

 

 

  

Figure 48. Les cibles de gcm. Schéma représentant les cibles directes (flèches pleines) et indirectes 

(flèches en pointillés) de gcm et de ses effecteurs. Les termes en gris sont les termes de Gene 

Ontology associés aux gènes identifiés. D’après (Altenhein, Cattenoz, et Giangrande 2016). 

Figure 49. Diversité et localisation des cellules gliales chez la Drosophile. Schéma d’une coupe 

transversale de la corde nerveuse ventrale au stade larvaire L3 montrant la localisation et la 

morphologie des différentes cellules gliales (en vert). D’après (Freeman 2015). 
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(Hosoya et al. 1995; B. W. Jones et al. 1995; Vincent, Vonesch, et Giangrande 1996). A 

l’inverse, son expression ectopique dans l’ensemble du SNC induit une différenciation des 

précurseurs vers le destin glial. Ce facteur de transcription active l’expression de gènes en aval 

dont tramtrack (ttk) qui va inhiber l’identité neuronale, ainsi que repo et pointed (pnt) qui 

vont favoriser la différenciation en cellule gliale (Fig.48). Ensuite, un haut niveau de Repo 

stabilise le destin glial et conduit à la dégradation de Gcm (Altenhein, Cattenoz, et Giangrande 

2016). 

Parmi les cellules gliales différenciées et fonctionnelles, les cellules gliales périneurales 

(PG pour perineural glia) et sub-périneurales (SPG pour sub-perineural glia) représentent les 

cellules les plus externes du SNC (Fig.49). Les PG sécrètent une couche de carbohydrates qui 

recouvre et protège le SNC et les nerfs périphériques. Cette couche est renforcée par les SPG 

qui recouvrent également l’entièreté du SNC et forment la barrière hématoencéphalique chez 

la Drosophile (BBB pour Blood Brain Barrier) (Carlson et al. 2000). Du fait de leur localisation 

périphérique, ces cellules n’établissent que très peu de contacts avec les neurones en 

comparaison avec les cellules gliales présentes plus profondément dans le SNC. 

Parmi les cellules gliales associées aux neurones, les types cellulaires majoritaires sont 

les astrocytes, la glie corticale (cortex glia), la glie de gainage (enshealting glia), et la glie 

médiane (midline glia) (Fig.49). Ces cellules assurent le développement des circuits 

neuronaux, leur fonctionnement, leur plasticité, ainsi que leur dégénérescence. Les astrocytes 

se situent à l’interface entre cortex et neuropile (Stork et al. 2014). Ils participent à la nutrition 

des cellules nerveuses et au nettoyage de l’espace synaptique en exprimant des enzymes 

impliquées dans le catabolisme de différents neurotransmetteurs comme le glutamate et le 

GABA (Rival et al. 2004; Stork et al. 2014). Cette activité est nécessaire au bon fonctionnement 

des circuits neuronaux puisqu’une absence de clairance des neurotransmetteurs synaptiques 

par les astrocytes conduit à des conséquences drastiques sur le comportement et la mobilité 

des mouches. De plus, lors de la métamorphose, les astrocytes développent une intense 

activité phagocytaire leur permettant d’éliminer les nombreux débris de neurones entrés en 

apoptose pour laisser place aux circuits neuronaux adultes, comme observé au sein du corps 

pédonculé (Watts et al. 2004). La glie corticale, située dans le cortex, entoure quant à elle 

l’ensemble des corps neuronaux (Awasaki et al. 2008). Elle communique également avec les 

SPG et permet probablement de conduire des nutriments de l’hémolymphe vers les cellules 

du SNC. Divers résultats supportent également un rôle de la glie corticale dans le contrôle de 
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la prolifération des NB (Dumstrei, Wang, et Hartenstein 2003). La glie de gainage s’étend le 

long des neuropiles et subdivise le SNC en différents compartiments distincts, séparant 

notamment la zone corticale des neuropiles (Hartenstein 2011). Ces cellules sont nécessaires 

à la bonne localisation des NB et des neurones. Lors de la différenciation d’un NB en neurone, 

son axone va se diriger vers le neuropile et être immédiatement mis en contact avec la glie de 

gainage (Dumstrei, Wang, et Hartenstein 2003). 

Enfin, la glie médiane n’est pas définie par l’expression de gcm et repo, mais par celle 

du facteur de transcription Single minded (Sim) dans le mésectoderme (Nambu et al. 1991). 

La glie médiane est requise pour le développement des connexions neuronales au sein de la 

VNC dès le stade embryonnaire (Crews 2010). Ces cellules représentent un centre de 

signalisation crucial pour le développement neuronal, puisqu’elles expriment les ligands Sli et 

Netrin (Net), tous deux requis pour la guidance axonale le long de la ligne médiane (Dickson 

et Gilestro 2006; Garbe et Bashaw 2004). Ces deux ligands interagissent respectivement avec 

les récepteurs Roundabout (Robo) dans le cas de Sli, et Deleted in Colorectal Cancer (DCC), 

Down’s syndrome cell adhesion molecule (Dscam) et UNC-5 pour Net. La glie médiane exprime 

également l’Epidermal Growth Factor Receptor (Egfr). L’activation de la signalisation Egfr par 

le ligand Spitz (Spi) permet la différenciation des neurones latéraux, démontrant également 

un rôle de la glie médiane dans le contrôle de l’identité neuronale (Estes, Fulkerson, et Zhang 

2008).  
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6. OBJECTIFS DU PROJET DE THESE 

 

Alors que les enzymes TET sont principalement décrites pour leur fonction de 

déméthylation des 5mC sur l’ADN, de récentes études suggèrent que ces enzymes peuvent 

également agir par des voies non-canoniques. L’objectif de mes travaux de thèse a été 

d’approfondir la caractérisation de ces fonctions originales en tirant profit de la Drosophile 

dont le génome est globalement dépourvu de 5mC. De ce fait, cet organisme représente un 

modèle de choix pour étudier les fonctions des enzymes TET au-delà de leur capacité à oxyder 

la marque 5mC. 

Chez la Drosophile, le mode d’action de TET a principalement été associé à la 

déméthylation de la marque 6mA. Néanmoins, les nombreuses controverses liées à la 

caractérisation de cette marque épigénétique, qui est très rare chez les métazoaires et dont 

la détection est associée à de nombreux biais, nous ont incités à réévaluer sa présence au sein 

du génome de la Drosophile par des méthodes indépendantes de l’utilisation d’anticorps ainsi 

qu’à réexaminer le rôle potentiel de TET dans l’élimination de cette marque. De plus, l’étude 

d’un mutant Tet dépourvu d’activité catalytique nous a permis d’évaluer l’importance 

fonctionnelle de l’activité catalytique de cette enzyme chez la Drosophile. Nous avons ensuite 

cherché à comprendre comment TET peut réguler l’expression des gènes dans le SNC de la 

larve de drosophile et notamment quels mécanismes sont mis en jeu pour l’activation de la 

transcription indépendamment de son activité enzymatique. Ces travaux nous ont amené à 

analyser la relation moléculaire entre TET et les complexes PRC1 et PRC2. 
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1. La marque 6mA est rare dans le génome de la Drosophile et n’est 

pas effacée par la dioxygénase TET 

 
Depuis 2015, différentes études ont détecté la présence de la marque 6mA au sein du 

génome de différents métazoaires incluant la souris, C. elegans, et la Drosophile (Boulias et 

Greer 2022). Chez la Drosophile, plusieurs études soutiennent que la marque 6mA est 

présente sur le génome et associent son élimination aux dioxygénases de la famille TET (Ismail 

et al. 2019; Yao et al. 2018; G. Zhang et al. 2015). Cependant, l’importance de cette 

modification et de son rôle en tant que marque épigénétique est controversée chez les 

métazoaires, puisque différentes études remettent en cause les méthodes employées pour 

détecter la marque 6mA (O’Brown et al. 2019; Douvlataniotis et al. 2020; Kong et al. 2022). 

Parmi les techniques couramment employées pour détecter les 6mA, le Dot-Blot et le DIP-seq 

sont des méthodes dépendantes d’anticorps dont la spécificité est insuffisante pour une 

détection fidèle de la marque chez des organismes présentant des taux très faibles de 6mA. 

La spectrométrie de masse quant à elle, est une méthode très sensible qui permet une 

estimation précise et sans ambiguïté des niveaux de 6mA, mais la contamination des 

échantillons par de l’ADN bactérien riche en 6mA peut fausser les résultats. Enfin, la 

technologie SMRT-seq discrimine lors du séquençage les bases modifiées des bases non 

modifiées permettant leur détection et leur localisation à la base près, mais est sujette à un 

taux de faux positifs élevé lorsque la modification est rare. 

Dans cette étude (en revue à eLife), nous avons ré-évalué la présence de la marque 6mA 

dans le génome de la Drosophile ainsi que le rôle potentiel de TET dans l’élimination de cette 

marque. Nos résultats de UHPL-MS/MS montrent qu’en conditions axéniques, les taux de 6mA 

sont très faibles (de l’ordre de 0.0001% 6mA/A, soit quelques centaines de bases méthylées 

par copie de génome) dans différents tissus et indépendants de Tet. De même, nos analyses 

de SMRT-seq ne révèle aucune différence dans les taux de 6mA entre le SNC larvaire de 

mouches sauvage ou mutantes pour Tet. Ces résultats nous ont incité à évaluer l’importance 

fonctionnelle du domaine catalytique de TET. Ainsi, nos analyses biochimiques et génétiques 

indiquent que le domaine catalytique de TET est incapable de déméthyler la marque 6mA in 

vitro, et que l’abolition de l’activité enzymatique de TET ne récapitule pas les phénotypes 

observés en cas de perte total de TET in vivo, suggérant une fonction majoritairement non-

catalytique pour ces enzymes chez la Drosophile.  
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Adenine methylation is very scarce in the drosophila genome and not erased 

by the Ten Eleven Translocation dioxygenase.  
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Abstract 

N6-methyladenine (6mA) DNA modification has recently been described in metazoans, 

including in drosophila, for which the erasure of this epigenetic mark has been ascribed to the 

Ten Eleven Translocation (TET) enzyme. Here, we re-evaluated 6mA presence and TET impact 

on drosophila genome. Using axenic or conventional breeding conditions, we found only 

traces of 6mA by LC-MS/MS and no significant increase in 6mA levels in the absence of TET. 

Further molecular and genetic analyses suggest that TET does not demethylate 6mA but acts 

essentially in an enzymaticindependent manner. Our results call for further caution 

concerning the role and regulation of 6mA DNA modification in metazoans. 
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Epigenetics, DNA methylation, N6-methyladenine (6mA), Ten Eleven Translocation (TET), 

liquid chromatography coupled with mass tandem mass spectrometry (LCMS/MS), single-

molecule real-time sequencing (SMRT-seq), drosophila.  
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Introduction 

 

Until recently, N6-methyl-2’-deoxyadenosine (also called N6-methyladenine or 6mA) 

was considered to be essentially restricted to the genome of prokaryotes, where this 

modification plays a well-established role in the restriction-modification system and other 

processes such as DNA replication or transcription (Sanchez-Romero & Casadesus, 2020; Wion 

& Casadesus, 2006). Since 2015, several reports detected the presence of 6mA in the DNA of 

different eukaryotic organisms (Alderman & Xiao, 2019; Boulias & Greer, 2022), including in 

metazoans (Greer et al., 2015; Koziol et al., 2016; Liu et al., 2016; Wu et al., 2016; Xiao et al., 

2018; Xie et al., 2018; Zhang et al., 2015a). Although a small fraction of all adenines seems 

methylated at N6 position (from 0.4% to 0.0001% or below), it was proposed that this 

modification participates in eukaryotic genome regulation (Wu, 2020). Yet, the significance of 

6mA in eukaryotes and the enzymes involved in its metabolism remain controversial with 

several studies questioning the existence and/or the level of this modification, particularly in 

metazoans (Douvlataniotis et al., 2020; Kong et al., 2022; Liu et al., 2021; Musheev et al., 2020; 

O'Brown et al., 2019; Schiffers et al., 2017). Part of the controversy stems from the 

technologies used to detect 6mA (Boulias & Greer, 2022; Li et al., 2021). Notably, antibody-

based techniques such as dot blot or DNA immunoprecipitation followed by sequencing (DIP-

seq) have been particularly called into question to study low levels of 6mA (Bochtler & 

Fernandes, 2021; Douvlataniotis et al., 2020; Lentini et al., 2018). If liquid chromatography 

coupled with tandem mass spectrometry (LCMS/MS) provides a sensitive method to identify 

6mA and measure its absolute levels unambiguously, bacterial contaminations can affect the 

results (Douvlataniotis et al., 2020; Kong et al., 2022; O'Brown et al., 2019). Finally, single-

molecule real-time sequencing (SMRT-seq) can detect 6mA presence (and location) on 

genomic DNA but is prone to give rise to a high false discovery rate when 6mA is rare 

(Douvlataniotis et al., 2020; O'Brown et al., 2019; Zhu et al., 2018). 

Notwithstanding, 6mA presence appears strongly supported in drosophila genome (He 

et al., 2019; Ismail et al., 2019; Shah et al., 2019; Yao et al., 2018; Ye et al., 2017; Zhang et al., 

2015a), where this modification was described to be associated with transposable element 

silencing and activation of gene transcription (He et al., 2019; Yao et al., 2018; Zhang et al., 

2015a). Unexpectedly, 6mA demethylation in drosophila was attributed to the Ten Eleven 

Translocation (TET) enzyme (Zhang et al., 4 2015a), a member of the 5-methylcytosine (5mC) 



 

 

 

  

Figure 1. 6mA levels in axenic drosophila larvae are very low and not affected by TET loss. (a) The 

presence of bacterial contaminations in wild type (wt) and Tetnull/+ adult flies was checked by PCR 

using universal primers against bacterial 16S rDNA and against the endosymbiotic bacteria gene 

wsp. PCR were performed on DNA from parental (F0) flies and after 3 generations of breeding in 

axenic conditions (F3). (b-d) 6mA levels were measured by LC-MS/MS in gDNA from whole larvae 

(b) or dissected CNS (c, d) generated from axenic flies reared on holidic medium (b,c) or 

conventional flies reared on classic medium (c,d). (e) 5mC levels were measured by LC-MS/MS in 

gDNA from dissected CNS generated flies reared on classic medium. (f, g) 6mA levels were 

measured by LC-MS/MS in embryos (f) and dissected adult brains (g) collected from crosses with 

conventional or axenic (Ax.) individuals raised on classic fly medium supplemented (Ax.) or not with 

antibiotics. wt: wild type (w1118); Tetnull: Tetnull/null; Tet1/2: TetDMAD1/DMAD2. Filled circles: conventional 

flies; open triangles: axenic flies. Individual values, means and standard deviations are plotted. No 

statistically significant differences were observed between wt and Tet mutant samples (Mann-

Whitney test). 
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dioxygenase family (Iyer et al., 2009). Here, we re-evaluated 6mA levels in drosophila and 

reassessed the impact of TET on this mark. Using LC-MS/MS, we show that 6mA is present at 

very low levels in drosophila in axenic conditions and that the absence of TET does not lead to 

any consistent increase in 6mA levels in the larval central nervous system, nor in the whole 

larva, the embryo or the adult brain. Furthermore, our genetic and molecular analyses suggest 

that TET is not involved in 6mA demethylation and that its function during drosophila 

development is largely catalytic-independent. 

 

Results and discussion 

 

Previously reported levels of 6mA measured by LC/MS-MS in drosophila ranged from 

0.07% to 0.0006% (6mA/A), with the highest levels in the early embryo (Yao et al., 2018; Zhang 

et al., 2015a). However, a recent study reported much lower levels (0.0002%) even in early 

embryos and showed that initially reported “high” levels of 6mA were likely due to bacterial 

contaminations (Kong et al., 2022). Indeed, the contamination of genomic DNA (gDNA) by 

bacterial DNA is a major confounding factor for LC-MS/MS experiments (Douvlataniotis et al., 

2020; Kong et al., 2022; O'Brown et al., 2019). Moreover, the presence of intracellular bacteria 

can also be a source of 6mA (Douvlataniotis et al., 2020). Along that line, it is worth noting 

that the genome of Wolbachia, a frequent endosymbiont in drosophila, codes for DNA 

Adenine methyltransferases (Saridaki et al., 2011). In addition, 6mA derived from exogenous 

sources might be incorporated into gDNA via the salvage pathway (Musheev et al., 2020), and 

independently of autonomously-directed adenine methylation (O'Brown et al., 2019; Schiffers 

et al., 2017). To exclude these possible sources of contamination, we generated germ-free 

drosophila and reared the larvae on chemically-defined (“holidic”) food devoid of exogenous 

DNA contribution (see Methods). The absence of exogenous or endosymbiotic bacteria in the 

resulting flies was confirmed by PCR (Fig. 1a). In these conditions, we observed 0.00025% of 

6mA in whole larvae (Fig. 1b) and 0.0005% in the larval central nervous system (CNS) (Fig. 1c). 

Noteworthy, this corresponds to around 200 to 400 methylated adenines per haplogenome. 

In addition, similar levels of 6mA were measured in the CNS when non-axenic larvae were 

reared on classic medium without antibiotic treatment (Fig. 1c), suggesting that 

contamination by exogenous sources is not a major problem in this tissue. These results 

confirm the presence of a very small fraction of methylated adenines in drosophila DNA. 
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Changes in 6mA levels following genetic manipulations of putative adenine methylases 

or demethylases have brought further credence to the existence and role of this modification 

in metazoans (Boulias & Greer, 2022). In drosophila, the absence of TET (also called DMAD, 

for DNA Methyl Adenine Demethylase) was associated with a strong increase in 6mA levels in 

embryo or adult ovary and brain (Yao et al., 2018; Zhang et al., 2015a). In addition, in vitro 

experiments suggested that drosophila TET can demethylate 6mA (Yao et al., 2018; Zhang et 

al., 2015a). However, that TET mediates 6mA oxidation is at odd with the well-characterized 

function of this family of enzymes in 5mC oxidation in metazoans (Lio et al., 2020). Moreover, 

the other enzymes involved in methyladenine oxidation/demethylation belong to the AlkB 

family (Boulias & Greer, 2022; Xu & Bochtler, 2020), which is related to, but distinct from the 

TET family (Iyer et al., 2009; Jia et al., 2017). Indeed, conserved residues involved in TET 5mC 

recognition differ from those found within the AlkB family and may not be able to 

accommodate a purine residue instead of a pyrimidine (Hu et al., 2013; Iyer et al., 2009; Parker 

et al., 2019; Xu & Bochtler, 2020). Nevertheless, the fact that the drosophila genome presents 

extremely low levels of 5mC and does not code for any 5mC DNA methyltransferase (Iyer et 

al., 2011; Krauss & Reuter, 2011) prompted the idea that TET could catalyze other forms of 

DNA modifications and notably 6mA oxidation/demethylation in the absence of its canonical 

substrate (Zhang et al., 2015a). As Tet was shown to be highly expressed in the larval CNS 

(Delatte et al., 2016; Wang et al., 2018), we first focused on its impact on 6mA in this tissue. 

Yet, we found that the levels of 6mA measured by LC-MS/MS in the absence of TET (Tetnull, an 

allele that abolishes Tet transcription (Delatte et al., 2016), were similar to wild type in the 

larval CNS using either axenic flies raised on holidic medium or non-axenic flies raised on 

classic medium (i.e. conventional conditions) (Fig. 1c). Of note, TET loss did not show any 

impact on 6mA level either in whole larvae (Fig. 1b). As previous experiments showing an 

increase in 6mA in the absence of TET were performed under conventional conditions with 

TetDMAD1/TetDMAD2 mutant alleles (Yao et al., 2018; Zhang et al., 2015a), which introduce a 

premature stop codon in Tet open reading frame before its catalytic domain (Zhang et al., 

2015a), we repeated the analyses with this allelic combination. Yet, we did not find any 

increase of 6mA levels in the larval CNS in this setting either (Fig. 1d). Moreover, consistent 

with previous results showing that TET does not control 5mC oxidation in drosophila (Zhang 

et al., 2015a), we observed very low levels of 5mC (around 0.001%) in the larval CNS and no 

increase upon TET loss (Fig. 1e). In addition, the first product of 5mC oxidation, 5hmC (5-



 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. SMRT-seq analysis of larval CNS gDNA does not reveal an increase in 6mA in the absence 

of TET. (a) Percentage of adenines identified as 6mA in the wild type fusion dataset depending on 

the QV and coverage values used for 6mA selection. The dashed grey line indicates the level of 6mA 

measured by LC-MS/MS (0.0005%). (b) Influence of the QV and the coverage values on the 

proportion of 6mA identified in the wild type fusion dataset and in the three original samples. (c) 

Percentage of adenines covered at least 25x and identified as 6mA in each of the 3 wild type (wt) 

or Tet null datasets depending on the QV. Means and standard deviations are represented. (d) 

Fraction of methylation in wt or Tet null datasets depending on the QV (coverage≥25x). Means and 

standard deviations are represented. 
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hydroxymethylcytosine), was below the detection limit (0.00001%). These results suggest that 

TET is not involved in 6mA (or 5mC) demethylation in the drosophila larval CNS. 

To test whether the lack of impact of TET on 6mA levels that we observe here contrary 

to previous studies (Yao et al., 2018; Zhang et al., 2015a), could be due to a tissue-specific 

effect or to breeding conditions, we assessed 6mA levels in embryos and adult brains using 

conventional or germ-free flies (see Methods). As Tetnull homozygote mutation is pupal lethal 

(Zhang et al., 2015a), only TetDMAD1/DMAD2 could be used for adult brains. The presence/absence 

of bacterial contaminants in conventional versus germ-free stocks was validated by PCR 

(Supplementary Figure S1a). Moreover, by performing gDNA sequencing, we found around 

2% of bacterial DNA contaminant in gDNA in conventional flies versus less than 0.003% in 

germ-free flies (Supplementary Figure S1b). Hence, possible traces of bacterial 

contaminations in axenic samples should have negligible impact on LC-MS/MS measurements. 

LC-MS/MS analyses showed that 6mA levels were higher in embryos (Fig. 1f) or adult brains 

(Fig. 1g) using conventional flies as compared to their germ-free siblings. They were also more 

variable across samples in non-axenic conditions. It is thus likely that 6mA levels measured in 

non-axenic conditions do not solely reflect endogenous 6mA in the drosophila genome and 

variations between genotypes should be interpreted with caution. Still, we did not observe 

any significant increase in 6mA levels in the absence of TET in non-axenic conditions (Fig. 1f, 

g). Importantly, the same observation was made in axenic conditions (Fig. 1f, g). All together, 

we did not find evidence that TET loss caused an increase in 6mA levels in embryos, whole 

larvae, larval CNS or adult brain. 

As an alternate method to study TET impact on 6mA, we used SMRT sequencing (Boulias 

& Greer, 2022). We generated SMRT-seq data on CNS gDNA from three biological replicates 

of wild type and Tetnull larvae. As genome coverage is an important parameter to analyze 

SMRT-seq data, we first merged the three replicates to increase read density. In the resulting 

fusion datasets, around 95% of all the adenines were covered at least 25x (Supplementary 

Figure S2 and Table S1). The detection of 6mA by SMRT-seq is based on a modification quality 

value (mQV or QV), reflecting the consistency by which a specific modification is observed at 

a given position in a subread. Using standard parameters (coverage ≥25x and QV≥20), we 

found respectively, 0.158% and 0.172% of potential 6mA in the CNS of wild type and Tetnull 

larvae (Fig. 2a, Supplementary Table S2), which is much more than expected based on LC-

MS/MS measurements. However, when we considered the methylation status of these 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. TET does not oxidize 6mA. (a, b) In vitro assays showing TET activity profile on 5mC (a) 

and 6mA (b) containing double stranded oligonucleotide substrates. The levels of 5mC and its 

oxidised products (5hmC and 5fC) are represented relative to 5mC level at t=0. The levels of 6mA 

are represented relative to 6mA level at t=0. Error bars denote standard deviations from 3 

independent experiments. 
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adenines in the individual samples, only 2.6% were labeled as 6mA in all 3 replicates and 13.7% 

in at least two replicates (Fig. 2b, Supplementary Figure S3 and Table S3), consistent with the 

idea that SMRT-seq gives a high rate of false positives in organisms containing low 6mA levels 

(Douvlataniotis et al., 2020; Kong et al., 2023; Schadt et al., 2013; Zhu et al., 2018). 

Interestingly, increasing the QV strongly ameliorated the fraction of replication and drastically 

reduced the proportion of potential 6mA both in wild type and Tetnull datasets, whereas 

increasing the coverage had little effect (Fig. 2a, b, Supplementary Figure S3 and Table S3). 

We thus analyzed SMRT-seq results from wild type and Tetnull replicates using a coverage≥25x 

and increasing QV. However, we did not observe any significant differences either in the 

percentage of 6mA/A or in the fraction of methylation of these potential 6mA even with 

stringent QV values (Fig. 2c, d and Supplementary Table S4). Hence, while SMRT-seq data are 

noisy, as cautioned in previous studies, they did not reveal an increase in 6mA levels in the 

absence of TET. 

To directly test whether TET demethylates 6mA, we then assessed its activity in vitro. 

Accordingly, the recombinant catalytic domain of drosophila TET was incubated with double-

stranded DNA (dsDNA) containing either a 5mC or a 6mA modification and the level of 

modified bases was quantified by LC-MS/MS at different time-points. Under our experimental 

conditions, 5mC levels were drastically reduced in 1 min with the concomitant appearance of 

5mC oxidation products (5hmC and 5fC) (Fig. 3a). In sharp contrast, the level of 6mA remained 

constant even after 30 min of incubation (Fig. 3b). Hence, contrary to 5mC, 6mA does not 

seem to be a good substrate for drosophila TET in vitro. Of note, only traces of 5mC, 5hmC, 

5fC or 6mA were observed when recombinant TET was incubated with non-modified dsDNA, 

indicating that the levels measured in the presence of modified dsDNA were not due to 

contaminations (Supplementary Figure S5). Besides, it is worth mentioning that a distant TET 

homolog in the fungus Coprinosis cinerea was recently shown to oxidize both 5mC and 6mA 

(Mu et al., 2022). Yet, its peculiar capacity to bind and demethylate 6mA requires key residues 

within its catalytic domain which are not conserved in other TET homologs including in 

drosophila (Supplementary Figure S6). These observations support our results showing that 

drosophila TET does not demethylate 6mA. 

Although previous reports suggested that TET controls fly viability, ovarian development 

or adult brain formation by demethylating 6mA (Yao et al., 2018; Zhang et al., 2015a), the 

functional importance of TET enzymatic activity has never been tested genetically as available 



 

Figure 4. TET catalytic activity is largely dispensable in drosophila. (a, b) Schematic representation 

of Tet locus (a) and main protein isoforms (b). (a) Tet is transcribed from two alternative promoters 

giving rise to Tet-long (Tet-l) and Tet-short (Tet-s) isoforms. Filled boxes represent exons; non-

coding exons (UTR) are depicted in green, coding exons in black or according to their domain-

associated color. Introns are represented as gray lines (not to scale). The Tet null, DMAD1, DMAD2 

and catalytic dead (CD) alleles are depicted in red. The location of the GFP insertion generated by 

CRISRP/Cas9-mediated knock-in is also indicated. (b) The conserved domains of TET are colored; 

pink: CXXC DNA binding domain, orange: Cystein-rich domain, blue: double-stranded ß helix (DSBH) 

domain, red: HxD (iron binding motif). Amino acid positions are indicated according to the longest 

TET-l and TET-s isoforms. 
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Tet alleles either abolish its expression or delete the whole catalytic domain. In view of our 

results and to address this issue, we generated a catalytic dead mutant allele of Tet (TetCD). 

Accordingly, the conserved HxD ironbinding motif required for the catalytic activity of 

TET/AlkB dioxygenase family of enzymes (Hu et al., 2013; Tahiliani et al., 2009; Xu & Bochtler, 

2020) was mutated by CRISPR/Cas9-mediated homologous recombination using a Tet-GFP 

knock-in which allows to tag all protein TET isoforms with GFP (Fig. 4a, b). Of note, 

immunostaining in the larval CNS confirmed that TET is widely expressed in this tissue and 

showed that the H1947Y/D1949A mutation does not alter TET expression or its nuclear 

localization (Fig. 4c-h). Strikingly, while Tetnull homozygote individuals die at the pupal stage 

(Delatte et al., 2016), we found that TetCD/CD as well as TetCD/null pupae had a normal hatching 

rate and gave rise to viable adult flies (Fig. 4i). We did not observe lethality of TetCD/CD 

individuals at earlier developmental stage either (Supplementary Figure S7). Then, we 

assessed whether this mutation affected adult wing positioning, ovarian development or 

mushroom body formation as reported upon TET loss of expression (Wang et al., 2018; Yao et 

al., 2018; Zhang et al., 2015a). Yet, TetCD/CD flies did not exhibit the “held out” wing positioning 

defects present in TetDMAD1/DMAD2 adult escapers (Fig. 4j, j', j'’). Similarly, atrophied ovaries or 

mushroom body projection defects observed in the absence of TET expression were not 

reproduced when only its catalytic activity was impaired (Fig. 4k, k’, k'’ and 4l, l’, l’’). Thus, TET 

function in drosophila seems essentially independent of its enzymatic activity, indicating that 

TET-mediated regulation of 6mA level, if it truly happens, is not essential either for fly 

development. 

 

Conclusions 

 

In sum, our results confirm that 6mA is present only at very low levels in the drosophila 

genome. With only a few hundred methylated adenines per haplogenome, we argue that 6mA 

is unlikely to play a major regulatory function in normal conditions. In addition, we did not 

find any evidence that TET loss promotes 6mA accumulation. Rather, our results strongly 

suggest that this conserved enzyme is not a methyladenine demethylase and that its catalytic 

activity is largely dispensable for drosophila development. Further experiments will be 

necessary to firmly establish whether regulated adenine methylation/demethylation takes 

place and what are the enzymes involved, not only in drosophila but also in other metazoans. 



  

Figure 4. (c-h) Expression pattern of the wild type and catalytic-dead versions of TET in the larval 

CNS. Tet-GFP (c-e) and TetCD-GFP (f-h) knock-in lines were used to detect TET proteins by confocal 

imaging after immunostaining against GFP (green). Nuclei were labelled with DAPI (blue). (c, f): 

stitched images showing dorsal views of the entire CNS. Scale bar: 100 µm. (d, e, g, h): high-

magnification views of TET expression in the ventral nerve cord (d, g) or the central brain (e, h). 

DAPI only and GFP only channels are presented in the middle (‘) and lower (‘’) panels, respectively. 

Scale bar: 10 µm. (i) Percentage of adult flies of the indicated genotypes hatching from their pupal 

case. Means and standard deviations from 4 independent experiments. (j-l) Wing positioning (j), 

ovaries (k) and mushroom bodies (l) of wild type adult flies (ctrl: Tet-GFP) as compared to flies 

lacking TET expression (Tet1/2: TetDMAD1/DMAD2 adult escapers) or TET enzymatic activity (TetCD). (l-l”) 

Immunostaining against Fas2 on adult brains was used to label mushroom body a, b and g lobes. 

(k-k”) Scale bar 500µm. (l-l”) Scale bar 50µm. 
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Methods 

 

Fly strains and breeding 

The following D. melanogaster strains were used: w1118 (control, Bloomington), Tetnull 

(Delatte et al., 2016), TetDMAD1, TetDMAD2 (Zhang et al., 2015b). The Tet-GFP knock-in line was 

generated by InDroso Functional Genomics (Rennes, France) using CRISPR/Cas9-mediated 

homologous recombination to insert the EGFP in frame with the last amino-acid of TET. 

Similarly, the catalytic dead TetCD flies were generated by CRISPR/Cas9-mediated homologous 

recombination in the Tet-GFP background to mutate TET HRD motif into YRA (dm6: 

chromosome 3L:2,791,624 ”A” to ”C” and 3L:2,791,631 ”C” to ”T”). In both cases, the resulting 

flies were validated by sequencing. 

Unless otherwise specified, stock maintenance and sample collection were performed 

using classic fly medium (75 g/l organic corn flour, 28 g/l dry yeast, 40 g/l sucrose, 8 g/l agar, 

10 ml/l Moldex 20%) with a 12 h dark:light cycle. Germ-free drosophila lines were generated 

as described (Sabat et al., 2015). Briefly: embryos were collected on grape juice agar plates, 

dechorionated with 2.7% bleach for 2-3 min, washed in sterile ddH2O and transferred to 

standard fly medium supplemented with antibiotics (50 µg/ml amoxicillin, tetracyclin, 

kanamycin and puromycin) for at least two successive generations. When “holidic” medium 

was used to avoid any source of contamination by exogenous DNA, embryos from germ-free 

adults were collected on grape juice agar plates, dechorionated, washed with ddH2O and 

transferred to a chemically-defined medium, using the amino acid ratio of the FLYAA recipe 

(Piper et al., 2017), together with antibiotics to maintain axenic conditions. All crosses and 

larvae collections were performed at 25°C. 

 

Viability assays 

Embryos were collected at 25°C from 1-week-old flies over 8h on grape juice agar plates. 

For each genotype, batches of 100 embryos were transferred to corn flour-yeast-agar plates; 

the number of first instar larvae was counted after 30h, the number of pupae was counted at 

day 9 and the number of hatched adults was counted from days 10 to 15. Each experiment 

was repeated at least four times. 

 

Immunostainings 
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Third instar larvae or adult fly brains were dissected in 1X Phosphate Buffer Saline (PBS) 

and fixed for 25 min in PBS containing 4% paraformaldehyde. Fixed samples were washed 

rapidly twice with PBS and 3 times for 15 min with PBS-0.3% Triton X100 (PBT) before being 

pre-incubated for 1h in PBT-1% bovine serum Albumin (BSA, Sigma). Samples were incubated 

overnight at 4°C with primary antibody diluted in PBT-1% BSA, washed 3 times for 15 min in 

PBT, and incubated with respective secondary antibodies diluted in PBT-1% BSA for 3h at room 

temperature or overnight at 4°C. Samples were washed in PBT and mounted in Vectashield-

DAPI (Vector Laboratories). Images were acquired using a Leica LSM800 confocal microscope. 

The following antibodies were used: goat anti-GFP (Abcam, 1/500), mouse anti-Fasciclin II 

(DSHB, 1/25), donkey anti-goat Alexa fluor 488 (Invitrogen, 1/1000), donkey anti-mouse Cy3 

(Jackson Immuno, 1/1000). 

 

Bacterial contamination assays 

The presence of bacterial DNA contamination in parental and “germ-free” derived 

stocks was checked by PCR using universal primers targeting bacterial 16S rDNA (16S-s: 5’-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’, 16S-r: 5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’ (Weisburg et al., 1991)) 

and primers amplifying the wsp gene from the endosymbiont Wolbachia (wsp-s: 5’-

TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC-3’, wsp-r: 5’- AAAAATTAAACGCTACTCCA-3’ (as from 

(Jeyaprakash & Hoy, 2000)). The presence of any contaminant was also checked by DNA 

sequencing: for each sample, genomic DNA from 10 adult flies (5 males/5 females) was 

extracted using DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen). DNA was resuspended and sheared in 1X 

TE (0.1 mM EDTA, 10 mM Tris HCl pH 8.0) by sonication for 20 min (30 sec ON/30 sec OFF) 

using the Bioruptor Pico (Diagenode) to obtain an average size of ~300pb. DNA libraries were 

prepared from 1µg DNA using the NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit (Illumina) following 

manufacturer’s instructions and sequencing was performed by Novogene (Cambridge, UK) 

using NovaSeq 6000 (paired-end, 150pb). Between 15 to 19 million reads were obtained per 

sample. To assess the presence of contamination, the resulting reads were first aligned to the 

drosophila reference genome (dm6 Ensembl release 70) with Bowtie2. Unaligned reads were 

then processed for blast search to bacteria, viral and fungal genomes using the DecontaMiner 

tool (Sangiovanni et al., 2019). 

 

LC-MS/MS analyses 
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For DNA purification, whole larvae, bleach-dechorionated embryos or dissected adult 

brains of the required genotypes were washed in sterile PBS, crushed in lysis buffer (100 mM 

Tris-HCl pH 9, 100 mM EDTA, 1% SDS), incubated at 70°C for 30 min and then in 1 M potassium 

acetate at 4°C for 30 min. After centrifugation at 12000 g for 20 min, the supernatant was 

digested with RNAse A and RNAse H for 3 h at 37°C, extracted twice with phenol-chloroform-

isoamyl alcohol (25:24:1) and precipitated with isopropanol. DNA from dissected third instar 

larval brains (around 100 per sample) was extracted using DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen), 

digested with RNAse A and RNAse H for 3 h. In both types of extraction, DNA was precipitated 

with 500 mM ammonium acetate (pH 6.2). DNA pellets were dissolved in ddH2O, and their 

concentration, as the absence of RNA contamination, were checked on a Qubit 3.0 

fluorometer (Invitrogen). 

Up to 1200 ng of DNA per sample were digested to nucleosides using 0.6 U nuclease P1 

from P. citrinum (Sigma-Aldrich), 0.2 U snake venom phosphodiesterase from C. adamanteus 

(Worthington), 0.2 U bovine intestine phosphatase (Sigma-Aldrich), 10 U benzonase (Sigma-

Aldrich), 200 ng Pentostatin (Sigma-Aldrich) and 500 ng Tetrahydrouridine (Merck-Millipore) 

in 5 mM Tris (pH 8) and 1 mM MgCl2 for 2 h at 37°C. 1000 ng of digested DNA were spiked 

with internal standard (D3-5mC and D2, 15N2-5hmC, 250 fmol each) and subjected to analysis 

by LC-MS (Agilent 1260 Infinity system in combination with an Agilent 6470 Triple Quadrupole 

mass spectrometer equipped with an electrospray ion source (ESI)). The solvents consisted of 

5 mM ammonium acetate buffer (pH 5.3, adjusted with acetic acid; solvent A) and LC-MS 

grade acetonitrile (solvent B; Honeywell). A C18 reverse HPLC column (SynergiTM 4 µM 

particle size, 80 Å pore size, 250 × 2.0 mm; Phenomenex) was used at a temperature of 35°C 

and a constant flow rate of 0.5 mL/min was applied. The compounds were eluted with a linear 

gradient of 0-20% solvent B over 10 min. Initial conditions were regenerated with 100% 

solvent A for 5 min. The four main nucleosides were detected photometrically at 254 nm via 

a diode array detector (DAD). The following ESI parameters were used: gas temperature 

300°C, gas flow 7 L/min, nebulizer pressure 60 psi, sheath gas temperature 400°C, sheath gas 

flow 12 L/min, capillary voltage 3000 V, nozzle voltage 0 V. The MS was operated in the 

positive ion mode using Agilent MassHunter software in the MRM (multiple reaction 

monitoring) mode. Therefore, the following mass transitions were used to detect the 

respective modifications: 6mA 266->150; 5mC 242->126; D3-5mC 245->129; 5hmC 258->142; 

D2, 15N2-5hmC 262->146; 5fC 256->140. For absolute quantification, internal and external 
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calibrations were applied as described previously (Kellner et al., 2014), except for 6mA and 

5fC, for which only external calibration was performed. 

 

SMRT sequencing analyses 

Around 250 brains from w1118 or Tetnull third instar larvae were dissected for each 

sample. Tissues were crushed in lysis buffer (100 mM Tris-HCl pH 9, 100 mM EDTA, 100 mM 

NaCl,1% SDS), digested with RNase A for 15 min at room temperature and 30 min at 65°C, 

before being incubated with 4 volumes of 3.2 M LiCl, 0.9 M KAc for 30 min at 4°C. After 

centrifugation at 12000 g for 20 min at 4°C, the supernatant was extracted twice with phenol-

chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1) and DNA was precipitated with isopropanol. 5 µg of DNA 

were used to prepare each sequencing library. 

SMRT-seq was performed at the Gentyane Sequencing Platform (Clermont-Ferrand, 

France) with a PacBio Sequel Sequencer (Pacific Biosciences, Menlo Park, CA, USA). The 

SMRTBell libraries were prepared using a SMRTbell Express 2 Template prep kit, following the 

manufacturer’s recommendations. High Molecular Weight Genomic DNA (5 µg) was sheared 

with the 40 kb program using a Diagenode Megaruptor (Diagenode) to generate DNA 

fragments of approximately 30 kb. Assessment of the fragment size distribution was 

performed with a Femto Pulse (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Sheared genomic 

DNA was carried into enzymatic reactions to remove single-strand overhangs and to repair 

any damage that may be present on the DNA backbone. An A-tailing reaction followed by the 

overhang adapter ligation was conducted to generate the SMRTBell templates. After a 0.45X 

AMPure PB beads purification, the samples were size-selected using the BluePippin (Sage 

Science, Beverly, MA, USA) to recover all the material above 15 kb. The samples were then 

purified with 0.45X AMPure PB Beads to obtain the final libraries of around 30 kb. The 

SMRTBell libraries were quality inspected and quantified on a Femto Pulse and a Qubit 

fluorimeter with Qubit dsDNA HS reagent Assay kit (Life Technologies). A ready-to-sequence 

SMRTBell Polymerase Complex was created using a Binding Kit 3.0 (PacBio) and the primer V4, 

the diffusion loading protocol was used, according to the manufacturer's instructions. The 

PacBio Sequel instrument was programmed to load a 6 pM library and samples were 

sequenced on PacBio SMRTCells v2.0 (Pacific Biosciences), acquiring one movie of 600 min per 

SMRTcell. 
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For each sequenced sample, SMRT-seq reads were aligned using pbmm2 tool 

(https://github.com/PacificBiosciences/pbmm2) on Drosophila genome (dm6 Ensembl 

release 70). For each condition (wild type or Tetnull), a fusion of alignments of the three 

biological replicates was done using « samtools merge » (Li et al., 2009). 6mA detection was 

performed on individual and on merged samples with IpdSummary tool from KineticTools 

(http://github.com/PacificBiosciences/kineticsTools) applying the following parameters: --

identify m6A --numWorkers 16 --pvalue 0.01 --identifyMinCov 5 --methylFraction. To detect 

6mA with higher confidence, we applied several thresholds on coverage and modificationQV 

(QV) with homemade scripts in bash and R. 6mA genomic repartition was obtained using 

Annotatepeaks tool from Homer suite (Heinz et al., 2010). To find associated motifs for 6mA, 

we used MEME web application (Bailey et al., 2009). The different heatmaps were generated 

with R package “pheatmap” (V.1.0.12). Other graphics were mainly done with ggplot2 

(V.3.3.2) R package or Prism9. The SMRT-seq data are deposited under GEO accession number 

GSE206852. 

 

Purification of drosophila TET catalytic domain 

The catalytic domain of drosophila TET (dTET) was cloned in pET28a expression vector. 

The His-tagged protein was overexpressed in E. coli BL21 (DE3) CodonPlus RIL cells for 17 h at 

16°C. Cells were resuspended in lysis buffer (50 mM HEPES pH 7.5, 20 mM imidazole, 500 mM 

NaCl, 1 mM DTT, 10% glycerol and supplemented with protease inhibitor 0.2 mM PMSF) and 

disrupted using Bandelin Sonoplus ultrasonic homogenizer. The cell lysates were cleared by 

centrifugation (Lynx 600 (Thermo), Fiberlite F21-8x50y) at 38.300 g for 30 min at 4°C and the 

supernatant was loaded onto an affinity column packed with Ni-NTA agarose beads 

(Genaxxon, Germany). The column was washed with wash buffer (50 mM HEPES pH 7.5, 20 

mM imidazole, 500 14 mM NaCl, 1 mM DTT, 10% glycerol) then the recombinant protein was 

eluted with elution buffer (50 mM HEPES pH 7.5, 250 mM imidazole, 500 mM NaCl, 1 mM 

DTT, 10% glycerol). Purified protein was dialyzed against dialysis buffer I (50 mM HEPES pH 

7.5, 1 mM DTT, 300 mM NaCl and 10% glycerol) followed by dialysis buffer II (50 mM HEPES 

pH 7.5, 1 mM DTT, 300 mM NaCl and 50% glycerol). 

 

TET activity assays 
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The double-stranded DNA substrates were prepared by annealing forward oligos and 

reverse complement counterpart by heating at 95°C followed by bringing temperature to RT 

slowly on the heat block in Annealing Buffer (10mM Tris-HCl pH7.5 100mM NaCl). Forward 

oligos sequences containing a 5mC or 6mA modified nucleotide were the following: 5mC 5'-

GTAAGTCTGGCA5mCGTGAGCCTCAGAG-3', 6mA 5'- GTAAGTCTGGCG6mAGTGAGCCTCAGAG-

3'. The reaction was performed with 0.5 μM DNA substrate and 2 μM recombinant dTET in 

Reaction Buffer (50 mM HEPES pH 6.8, 100 μM Ammonium ion(II) sulfate hexahydrate, 1 mM, 

α-ketoglutarate, 1 mM ascorbic acid and 150 mM NaCl) at 37 °C. Reaction was stopped at 

different time points by adding 2µl of 0.5 M EDTA to a 40µl volume reaction followed by 

heating at 90°C for 5 min. Samples were treated with proteinase K for 1 h at 50°C and 

precipitated with ethanol. The level of 6mA, 5mC, 5hmC and 5fC was analyzed by LC-MS/MS 

as described above. 
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Supplementary Figure S1. Detection of bacterial contamination in parental stocks and after 3 

generations of breeding in axenic conditions. (a) The presence of bacterial contamination in adult 

flies of the indicated genotypes was checked by PCR using universal primers against bacterial 16S 

rDNA and against the endosymbiotic bacteria gene wsp. (b, b’) Genome-wide sequencing was used 

to assess the presence of contamination in gDNA from adult flies of the indicated genotypes. Between 

15 and 19 million reads were analysed per sample. The absolute numbers of reads mapping to 

bacteria, virus or fungi genomes are represented in b, and their proportions normalized to the total 

number of reads are presented in b’. Tet1/2: TetDMAD1/DMAD2. 

Supplementary Figure S2. Proportion of 

the drosophila genome covered in wild 

type (wt) and Tetnull SMRT-seq fusion 

datasets according to coverage density. 

Supplementary Figure S3. Influence of the QV and the 

coverage values on the proportion of 6mA identified 

in the wt fusion dataset and in the three original 

samples. The percentage of 6mA identified in at least 

2 out of 3 replicates is shown. 



 

 

 

  

Supplementary Figure S4. (a) Percentage of all adenines identified as 6mA by SMRT-seq in the Tetnull 

fusion dataset depending on the QV and coverage values used for 6mA selection (log10 scale). (b, 

b’) Influence of the QV and the coverage values on the proportion of 6mA identified in the Tetnull 

fusion dataset and in the three original samples (b: percentage of 6mA identified in at least 2 out of 

3 samples; b’: percentage of 6mA identified in all 3 samples). 

Supplementary Figure S5. In vitro assays showing TET activity profile on double stranded 

oligonucleotide substrates containing or not 5mC (a) or 6mA (b). The levels of 5mC, 5hmC and 5fC 

normalized to dC (a) or 6mA normalized to dA (b) are represented. Error bars denote standard 

deviations from 3 independent experiments. Only background levels of modified nucleosides were 

detected when purified 23 recombinant TET catalytic domain was incubated with unmodified (ctr) 

oligonucleotides. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Supplementary Figure S6. Multiple sequence alignment of TET/JBP family members. 

The sequence surrounding the HxD motif in Coprinopsis cinerea TET (ccTET), 

Trypanosoma brucei JBP1, Drosophila melanogaster TET (dTET) and Homo sapiens 

TET1, TET2, TET3 is shown. Conserved amino-acids between TET homologs are boxed 

in yellow. The two key amino acids required for 6mA oxidation by ccTET are labelled 

with a star. 

Supplementary Figure S7. Survival assays showing the percentage of hatching 

embryos, larvae and adults of the indicated genotypes. Means and standard deviations 

are from at least 6 independent experiments. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Table S1. Genome 

coverages of wild type and Tetnull 

fusion datasets in SMRT-seq. 

coverage wild type Tet null wild type Tet null

cov ≥ 1 78 654 968 78 739 986 99,02 99,13

cov ≥ 5 78 395 357 78 519 317 98,70 98,85

cov ≥ 10 77 726 188 77 925 530 97,85 98,11

cov ≥ 15 76 953 823 77 227 836 96,88 97,23

cov ≥ 20 76 177 160 76 563 241 95,90 96,39

cov ≥ 25 75 379 803 75 976 049 94,90 95,65

cov ≥ 30 74 379 637 75 260 111 93,64 94,75

cov ≥ 35 72 931 699 74 300 152 91,82 93,54

cov ≥ 40 70 726 685 72 872 299 89,04 91,74

cov ≥ 45 67 535 617 70 594 244 85,02 88,88

cov ≥ 50 63 275 085 67 191 865 79,66 84,59

cov ≥ 60 51 840 207 56 773 516 65,27 71,48

cov ≥ 70 34 271 787 40 171 883 43,15 50,57

cov ≥ 80 15 245 823 20 154 960 19,19 25,37

cov ≥ 90 4 890 026 7 195 785 6,16 9,06

cov ≥ 100 2 063 633 2 812 939 2,60 3,54

cov ≥ 110 1 433 215 1 800 184 1,80 2,27

cov ≥ 120 1 171 957 1 471 374 1,48 1,85

adenines % genome

Supplementary Table S2. Percentages of 6mA/A according to QV and coverage cutoff in wild type 

and Tetnull fusion datasets. 

wild type QV ≥ 20 QV ≥ 30 QV ≥ 40 QV ≥ 50 QV ≥ 60 QV ≥ 70 QV ≥ 80 QV ≥ 90 QV ≥ 100 QV ≥ 110 QV ≥ 120

cov ≥ 20 0,15743 0,11492 0,06314 0,02978 0,01373 0,00654 0,00325 0,00162 0,00082 0,00043 0,00022

cov ≥ 25 0,15837 0,11589 0,06378 0,03009 0,01387 0,00661 0,00329 0,00164 0,00083 0,00043 0,00023

cov ≥ 30 0,15929 0,11695 0,06456 0,03049 0,01406 0,00670 0,00333 0,00166 0,00084 0,00044 0,00023

cov ≥ 40 0,16212 0,12004 0,06698 0,03187 0,01475 0,00703 0,00350 0,00175 0,00089 0,00046 0,00024

cov ≥ 50 0,16697 0,12502 0,07128 0,03442 0,01612 0,00774 0,00389 0,00195 0,00099 0,00051 0,00027

cov ≥ 60 0,17401 0,13175 0,07713 0,03828 0,01829 0,00890 0,00455 0,00232 0,00119 0,00062 0,00032

cov ≥ 70 0,18519 0,14214 0,08607 0,04440 0,02196 0,01102 0,00583 0,00311 0,00167 0,00089 0,00047

cov ≥ 80 0,20235 0,15834 0,10042 0,05483 0,02849 0,01501 0,00834 0,00476 0,00283 0,00164 0,00096

cov ≥ 90 0,22953 0,18335 0,12391 0,07346 0,04029 0,02321 0,01372 0,00853 0,00556 0,00362 0,00235

cov ≥ 100 0,26589 0,21835 0,15778 0,10108 0,05830 0,03508 0,02132 0,01405 0,00935 0,00678 0,00480

cov ≥ 110 0,28830 0,24093 0,17841 0,11813 0,07110 0,04340 0,02707 0,01828 0,01235 0,00928 0,00670

cov ≥ 120 0,30556 0,25624 0,19284 0,12953 0,07927 0,04872 0,03123 0,02142 0,01476 0,01101 0,00802

Tet
null

QV ≥ 20 QV ≥ 30 QV ≥ 40 QV ≥ 50 QV ≥ 60 QV ≥ 70 QV ≥ 80 QV ≥ 90 QV ≥ 100 QV ≥ 110 QV ≥ 120

cov ≥ 20 0,17148 0,12640 0,07067 0,03367 0,01578 0,00780 0,00397 0,00206 0,00113 0,00060 0,00033

cov ≥ 25 0,17225 0,12719 0,07119 0,03393 0,01590 0,00786 0,00400 0,00207 0,00114 0,00060 0,00034

cov ≥ 30 0,17300 0,12806 0,07180 0,03424 0,01605 0,00794 0,00404 0,00209 0,00115 0,00061 0,00034

cov ≥ 40 0,17508 0,13032 0,07359 0,03525 0,01655 0,00820 0,00417 0,00216 0,00119 0,00063 0,00035

cov ≥ 50 0,17940 0,13475 0,07727 0,03747 0,01772 0,00881 0,00451 0,00234 0,00129 0,00068 0,00038

cov ≥ 60 0,18610 0,14122 0,08276 0,04101 0,01979 0,01003 0,00519 0,00273 0,00152 0,00080 0,00045

cov ≥ 70 0,19525 0,14991 0,09056 0,04653 0,02322 0,01206 0,00643 0,00353 0,00200 0,00109 0,00062

cov ≥ 80 0,20923 0,16239 0,10206 0,05504 0,02870 0,01548 0,00855 0,00493 0,00298 0,00175 0,00109

cov ≥ 90 0,23155 0,18259 0,12108 0,06949 0,03891 0,02250 0,01330 0,00856 0,00567 0,00363 0,00247

cov ≥ 100 0,26684 0,21700 0,15219 0,09328 0,05610 0,03484 0,02172 0,01426 0,01024 0,00683 0,00483

cov ≥ 110 0,30064 0,24820 0,17998 0,11427 0,07094 0,04566 0,02927 0,01961 0,01433 0,00989 0,00705

cov ≥ 120 0,32235 0,26601 0,19451 0,12614 0,07945 0,05192 0,03398 0,02297 0,01679 0,01176 0,00850

% 6mA/A



 

 

Supplementary Table S3. Proportions of replicated 6mA (triplicated and/or duplicated). 

wild type QV ≥ 20 QV ≥ 30 QV ≥ 40 QV ≥ 50 QV ≥ 60 QV ≥ 70 QV ≥ 80 QV ≥ 90 QV ≥ 100 QV ≥ 110 QV ≥ 120

cov ≥ 20 2,5 3,5 6,2 12,6 23,1 36,3 50,6 63,1 72,0 80,0 84,7

cov ≥ 25 2,5 3,5 6,2 12,6 23,1 36,3 50,6 63,1 72,0 80,0 84,7

cov ≥ 30 2,6 3,5 6,3 12,6 23,1 36,3 50,6 63,1 72,0 80,0 84,7

cov ≥ 40 2,6 3,6 6,3 12,7 23,1 36,3 50,6 63,1 72,0 80,0 84,7

cov ≥ 50 2,8 3,7 6,5 12,8 23,3 36,5 50,8 63,2 72,0 80,0 84,7

cov ≥ 60 3,1 4,0 6,8 13,1 23,5 36,5 51,0 63,0 72,2 80,1 85,1

cov ≥ 70 3,5 4,6 7,5 13,9 24,3 37,7 52,2 63,3 72,8 80,0 85,1

cov ≥ 80 4,5 5,8 9,0 15,7 26,0 38,5 51,8 62,4 72,0 79,6 84,4

cov ≥ 90 6,7 8,3 12,1 19,2 29,8 42,3 55,6 65,9 71,0 76,8 82,6

cov ≥ 100 9,7 11,8 15,8 23,0 33,7 46,0 58,2 65,9 70,5 75,7 82,8

cov ≥ 110 11,5 13,7 17,9 25,2 35,9 48,6 60,1 67,9 72,3 76,7 82,3

cov ≥ 120 12,4 14,7 18,9 26,3 36,9 49,4 59,8 67,3 71,7 76,0 81,9

% triplicated

wild type QV ≥ 20 QV ≥ 30 QV ≥ 40 QV ≥ 50 QV ≥ 60 QV ≥ 70 QV ≥ 80 QV ≥ 90 QV ≥ 100 QV ≥ 110 QV ≥ 120

cov ≥ 20 13,6 18,2 29,2 46,1 63,8 77,6 87,3 94,2 96,5 98,2 100,0

cov ≥ 25 13,7 18,3 29,3 46,1 63,8 77,6 87,3 94,2 96,5 98,2 100,0

cov ≥ 30 13,8 18,3 29,3 46,1 63,8 77,6 87,3 94,2 96,5 98,2 100,0

cov ≥ 40 14,1 18,6 29,4 46,1 63,8 77,6 87,3 94,2 96,5 98,2 100,0

cov ≥ 50 14,7 19,2 29,7 46,1 63,7 77,6 87,3 94,2 96,5 98,2 100,0

cov ≥ 60 15,6 20,1 30,4 46,4 63,6 77,4 87,4 94,2 96,4 98,1 100,0

cov ≥ 70 16,9 21,5 31,5 46,9 63,6 77,5 87,6 94,4 96,3 98,0 100,0

cov ≥ 80 19,4 24,1 33,7 48,1 63,5 76,7 86,7 93,5 96,1 98,0 100,0

cov ≥ 90 24,6 29,8 39,2 52,1 65,6 76,7 87,2 93,8 95,2 97,7 100,0

cov ≥ 100 30,8 36,0 44,3 55,2 68,0 78,0 87,7 93,1 95,3 97,1 100,0

cov ≥ 110 34,1 39,2 47,0 57,3 69,2 78,8 87,4 92,7 94,9 97,0 100,0

cov ≥ 120 36,0 41,1 48,5 58,2 69,8 79,2 87,2 92,8 94,8 96,9 100,0

% triplicated or duplicated

Tet null QV ≥ 20 QV ≥ 30 QV ≥ 40 QV ≥ 50 QV ≥ 60 QV ≥ 70 QV ≥ 80 QV ≥ 90 QV ≥ 100 QV ≥ 110 QV ≥ 120

cov ≥ 20 2,6 3,6 6,4 12,6 23,2 36,4 50,1 62,2 71,6 80,0 84,0

cov ≥ 25 2,7 3,6 6,4 12,6 23,2 36,4 50,1 62,2 71,6 80,0 84,0

cov ≥ 30 2,7 3,6 6,4 12,6 23,2 36,4 50,1 62,2 71,6 80,0 84,0

cov ≥ 40 2,7 3,6 6,4 12,7 23,2 36,4 50,1 62,2 71,6 80,0 84,0

cov ≥ 50 2,8 3,8 6,5 12,8 23,2 36,4 50,0 62,0 71,6 80,0 84,0

cov ≥ 60 3,1 4,0 6,8 13,1 23,3 36,4 50,0 61,9 71,5 80,0 84,0

cov ≥ 70 3,5 4,5 7,4 13,7 23,8 36,7 50,2 62,2 71,7 80,7 84,4

cov ≥ 80 4,3 5,5 8,6 15,1 25,2 38,0 51,0 63,8 72,3 81,6 85,0

cov ≥ 90 6,2 7,8 11,5 18,7 28,9 41,9 54,0 65,7 73,8 82,4 84,8

cov ≥ 100 9,2 11,2 15,5 23,3 33,2 45,4 56,1 66,3 71,5 80,2 85,3

cov ≥ 110 11,2 13,5 18,0 25,9 35,8 47,3 57,1 66,6 70,5 79,8 85,0

cov ≥ 120 12,3 14,7 19,5 27,4 37,2 48,4 57,8 66,9 70,9 79,8 84,8

% triplicated

Tet null QV ≥ 20 QV ≥ 30 QV ≥ 40 QV ≥ 50 QV ≥ 60 QV ≥ 70 QV ≥ 80 QV ≥ 90 QV ≥ 100 QV ≥ 110 QV ≥ 120

cov ≥ 20 13,8 18,3 28,9 45,4 63,2 77,3 86,9 92,6 95,4 98,2 98,0

cov ≥ 25 13,8 18,3 28,9 45,4 63,2 77,3 86,9 92,6 95,4 98,2 98,0

cov ≥ 30 13,9 18,4 28,9 45,4 63,2 77,3 86,9 92,6 95,4 98,2 98,0

cov ≥ 40 14,1 18,6 29,0 45,4 63,2 77,3 86,9 92,6 95,4 98,2 98,0

cov ≥ 50 14,5 19,0 29,3 45,5 63,1 77,3 86,9 92,5 95,4 98,2 98,0

cov ≥ 60 15,2 19,6 29,6 45,5 62,9 77,1 86,8 92,6 95,4 98,2 98,0

cov ≥ 70 16,4 21,0 30,8 46,0 62,9 76,9 86,3 92,0 95,0 98,2 98,0

cov ≥ 80 18,3 23,0 32,5 47,3 62,8 76,4 85,4 91,6 94,8 98,0 97,7

cov ≥ 90 22,4 27,6 37,1 51,3 65,5 77,9 85,2 91,9 94,9 98,1 97,8

cov ≥ 100 28,2 33,5 42,4 55,7 68,4 80,1 86,4 92,5 95,1 98,4 98,5

cov ≥ 110 31,9 37,1 45,3 57,4 69,7 81,0 86,7 92,6 95,3 98,9 99,2

cov ≥ 120 33,8 39,3 47,6 59,3 71,3 82,3 87,6 93,2 96,0 98,8 99,2

% triplicated or duplicated
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2. TET agit avec PRC1 pour activer l’expression des gènes 

indépendamment de son activité catalytique 

 

Les enzymes de la famille TET sont des régulateurs clés de l’expression des gènes du fait 

de leur capacité à oxyder les 5mC sur l’ADN (Lio et al. 2020). Cependant, de récentes études 

montrent grâce à l’utilisation d’allèles permettant l’expression de protéines TET dépourvues 

d’activité catalytique que ces enzymes peuvent également agir par des voies non-

enzymatiques (K. Ito et al. 2019; Flores et al. 2023). Par exemple, les protéines TET peuvent 

contrôler l’expression de leurs gènes cibles via des interactions protéine-protéine avec des 

facteurs de transcription ou d’autres enzymes épigénétiques. Ainsi, TET2 chez les mammifères 

peut s’associer à OGT pour activer la transcription (Q. Chen et al. 2013), et TET1 interagit avec 

les complexes sin3A et PRC2 pour la réprimer (Chrysanthou et al. 2022). Cependant, l’étude 

des modes d’action des enzymes TET reste complexe chez les vertébrés due à une redondance 

fonctionnelle entre ces protéines. De manière intéressante, le génome de la Drosophile code 

pour un gène Tet bien conservé, mais pas pour une DNMT capable de déposer la marque 5mC, 

et est globalement dépourvu de cette marque épigénétique (Bewick et al. 2017). Cet 

organisme représente de ce fait un modèle de choix pour caractériser les fonctions non-

canoniques des enzymes TET. De plus, nos résultats précédents indiquent que l’activité 

catalytique de TET n’est pas requise pour le développement des mouches. Cela suggère que 

les enzymes TET agissent majoritairement par un mode d’action non-enzymatique chez la 

Drosophile, mais le mécanisme sous-jacent est encore inconnu. 

L’objectif de cette étude a été de mieux caractériser le mode d’action de TET dans le 

SNC larvaire de la Drosophile. La comparaison des phénotypes associés à la perte totale de 

TET ou de son activité catalytique seulement montre que TET participe à l’activation de ses 

gènes cibles majoritairement de façon non-enzymatique. TET se lie principalement à des 

régions actives du génome et colocalise avec les protéines PcG. Plus précisément, TET interagit 

avec le complexe PRC1, et ces deux facteurs peuvent promouvoir leur recrutement sur les 

gènes cibles de TET afin d’activer leur transcription indépendamment de PRC2. Nos résultats 

apportent une meilleure compréhension des modes de régulation de l’expression des gènes 

par les enzymes TET, puisqu’ils mettent en lumière un nouveau mode d’action non-

enzymatique pour cette famille d’enzyme.  



 

  



 82 

Drosophila TET acts together with PRC1 to activate gene expression 

independently of its catalytic activity. 
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Abstract 

Enzymes of the Ten Eleven Translocation family play a key role in the regulation of gene 

expression in many species by oxidizing 5-methylcytosine (5mC), a prominent epigenetic 

mark, into 5-hydroxymethylcytosine (5hmC). Yet, TET proteins also have non-canonical modes 

of action beyond 5mC oxidation, notably in Drosophila whose genome is devoid of this 

epigenetic mark. As our recent data showed that TET catalytic activity is largely dispensable 

for its function in Drosophila, here we further investigated how TET regulates gene expression. 

The comparison of null and catalytic dead mutant alleles revealed that TET controls larval 

central nervous system (CNS) development mainly through a catalytic-independent process. 

Interestingly, genome-wide profiling of TET binding to chromatin revealed that TET is mostly 

recruited to enhancer and promoter regions and that its binding sites strongly overlap with 

Polycomb Group Complex (PcG) proteins, particularly on genes whose transcription is 

activated by TET. Actually, we found that TET colocalizes preferentially with PRC1 on 

chromatin and interacts with PRC1 but not with PRC2. Besides, our data show that PRC1 but 

not PRC2 knock-down affects the expression of TET-activated genes in the larval CNS. 

Furthermore, TET loss causes a decrease in the binding of the PRC1 component Ph on those 

genes and vice versa but does not affect the binding of the PRC2 protein E(z). Altogether, our 

data indicate that TET mainly acts in a catalytic-independent manner to promote larval CNS 

development and interacts with PRC1 to activate gene expression. 
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Introduction 

 

Epigenetic enzymes are involved in reversible modifications of DNA or histones, which 

impact chromatin structure and recruitment of chromatin binding factors (Villasenor and 

Baubec, 2021). Thereby, they play an important role in genome biology notably by regulating 

gene transcription, DNA replication or genome stability. Accordingly, the balanced action of 

writers, which deposit these modifications, and erasers, which remove these marks, controls 

cell fate choice and differentiation in multicellular organisms. Indeed, mutations affecting 

these enzymes can cause developmental defects and various pathologies, including cancers 

and neurodegenerative disorders (Armstrong et al., 2019; Lee and Kim, 2022). The 

development of drugs targeting the enzymatic activity of these factors has thus emerged as a 

promising therapeutic avenue for these diseases (Sahafnejad et al., 2023; Valencia and 

Kadoch, 2019). Yet, recent studies revealed that several epigenetic enzymes also possess 

crucial catalytic-independent functions (Morgan and Shilatifard, 2023), calling for a careful 

reexamination of the bases for their loss-of-function phenotypes.  

Since their discovery in 2009, members of the Ten Eleven Translocation (TET) family 

have emerged as key players in the epigenetic regulation of gene expression (Iyer et al., 2009; 

Lio et al., 2020 #305). Indeed, TET proteins are Fe2+- and 2-oxoglutarate- dependent 

dioxygenases capable of oxidizing 5-methylcytosine (5mC) on DNA into 5-

hydroxymethylcytosine (5hmC) and further oxidized derivatives, which serve as intermediate 

products in the cytosine demethylation cascade or as stable epigenetic marks with distinct 

regulatory roles (Bachman et al., 2014; He et al., 2011; Ito et al., 2011; Spruijt et al., 2013; 

Tahiliani et al., 2009). Since 5mC is a prevalent epigenetic mark in many species (Schmitz et 

al., 2019), the discovery of 5mC “demethylases” has sparked much interest. Indeed, TET 

enzymes are conserved across evolution in metazoans and their functions have been 

particularly well studied in mammals, where the three TET paralogs (TET1-3) are implicated in 

a variety of biological processes including regulation of embryonic stem cell pluripotency, 

blood cell differentiation and immune response, or nervous system development and 

neuronal plasticity (MacArthur and Dawlaty, 2021; Yang et al., 2020). Their role is also 

highlighted in human pathologies as somatic mutations affecting TET genes are frequently 

associated with the development of various cancers, in particular leukemia (Delhommeau et 

al., 2009; Langemeijer et al., 2009; Lio et al., 2019), and TET2 germline mutations have been 
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linked to blood cell transformation (Duployez et al., 2020; Stremenova Spegarova et al., 2020; 

Zink et al., 2017), or neurodevelopmental and neurodegenerative disorders for TET1 (Beck et 

al., 2020; Cochran et al., 2020; Seyama et al., 2022). 

So far, TET protein activity has been largely associated with their capacity to oxidize 

5mC, thereby regulating transcription by promoting DNA hypomethylation after their 

recruitment to chromatin by specific transcription factors (Lio et al., 2020 #305). Consistently, 

most studies focused on the link between TET and 5mC/5hmC levels, in particular in 

pathological contexts such as leukemia or neurodevelopmental and neurodegenerative 

disorders (Lio et al., 2019; MacArthur and Dawlaty, 2021). Still, less studied non-canonical 

modes of actions have been described that contribute to TET functions (Yang et al., 2020). 

First, TET proteins also oxidize 5-methylcytosine on RNA (m5C) (Basanta-Sanchez et al., 2017; 

Fu et al., 2014). Along that line, both TET1 and TET2 bind RNA (He et al., 2021; He et al., 2016; 

Lan et al., 2020), and it was proposed that TET-mediated hydroxymethylation of mRNA 

(Delatte et al., 2016; Guallar et al., 2018; Lan et al., 2020; Li et al., 2023; Shen et al., 2018) or 

tRNA (He et al., 2021; Shen et al., 2021) regulates gene expression at the post-transcriptional 

level. Second, it was shown in vertebrates by overexpression and rescue experiments or using 

catalytic-dead alleles, that some functions of TET1 (Damal Villivalam et al., 2020; Gao et al., 

2016; Kaas et al., 2013; Stolz et al., 2022; Tsai et al., 2014; van der Veer et al., 2023), TET2 (Ito 

et al., 2019; Montagner et al., 2016; Zhang et al., 2015b) or TET3 (Montagner et al., 2016; Xu 

et al., 2012) are independent of their enzymatic activity. Notably, TET proteins also control 

gene expression indirectly by interacting with other factors implicated in chromatin regulation 

(Yang et al., 2020). For instance, mammalian TETs interact with the O-linked N-

acetylglucosamine transferase (OGT) to activate transcription (Chen et al., 2013; Deplus et al., 

2013; Vella et al., 2013), whereas TET1 was shown to bind the Sin3A deacetylase (Williams et 

al., 2011) and the Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) to repress transcription (Neri et al., 

2013; Wu et al., 2011). Actually, there is strong evidence in embryonic stem cells that TET1 

can promote gene repression in a catalytic-independent manner by recruiting PRC2 and Sin3A 

to target Histone H3 lysine 27 (H3K27) modifications (Chrysanthou et al., 2022; van der Veer 

et al., 2023). However, the analyses of TET functions and modes of action in vertebrates are 

difficult due to partial gene redundancy and cross-regulatory interactions between TET 

proteins (Dawlaty et al., 2013; Lu et al., 2014; Stolz et al., 2022; van der Veer et al., 2023).  



 

  



 86 

Interestingly, the Drosophila genome contains a single and well-conserved Tet gene 

even though it does not code for 5mC DNA methyltransferase and is largely devoid of this 

epigenetic mark (Bewick et al., 2017; Iyer et al., 2011; Iyer et al., 2009). This insect thus stands 

as a valuable model system to investigate TET non-canonical functions. The complete loss of 

Tet expression is lethal at the pupal stage (Delatte et al., 2016; Wang et al., 2018; Zhang et al., 

2015a), indicating that TET plays a vital role in this organism. Further analyses showed that 

Tet loss or knock-down affects ovarian development (Wang et al., 2018; Zhang et al., 2015a), 

zygotic genome activation in the early embryo (He et al., 2019), larval locomotion (Wang et 

al., 2018), as well as larval and adult brain development (Delatte et al., 2016; Frey et al., 2022; 

Ismail et al., 2019; Yao et al., 2018). At the molecular level, TET function was attributed either 

to the oxidation of m5C on mRNA to promote translation (Delatte et al., 2016), or to the 

oxidation of 6-methyladenine (6mA) on DNA to control transcription (Yao et al., 2018; Zhang 

et al., 2015a). However, the direct impact of TET enzymes on mRNA epitranscriptome remains 

disputed notably because hm5C is essentially detected on tRNAs (He et al., 2021; Shen et al., 

2021; Yao et al., 2018). In addition, the presence and potential significance of 6mA in 

metazoan genomes remain highly controversial (Boulias and Greer, 2022), and the capacity of 

drosophila TET to oxidize 6mA is at odd with the conserved structure of its catalytic domain, 

which lacks crucial amino acids necessary for 6mA recognition and oxidation in more distant 

TET homologs or in the related AlkB family of 6mA-demethylase, strongly suggesting that TET 

cannot demethylate 6mA (Iyer et al., 2016; Mu et al., 2022). Indeed, our recent results further 

support the conclusion that TET does not act as a 6mA-demethylase in drosophila and showed 

that, in contrast to its expression, TET catalytic activity is dispensable for adult fly emergence, 

survival and reproduction (Boulet et al., 2023). Thus, TET essentially acts via a catalytic-

independent manner in drosophila, but the underlying molecular mechanisms remain 

unknown. 

To fill this gap, we further dissected TET mode of action in the larval central nervous 

system (CNS). By comparing the phenotypes associated with the absence of TET expression or 

only of its catalytic activity and using a combination of genetics, transcriptomics and 

chromatin profilings, we show that TET can directly activate gene transcription independently 

of its catalytic activity. Our results show that TET binding sites strongly overlap with PcG 

proteins and we found that TET preferentially colocalizes with PRC1 than with PRC2 on 

chromatin. Moreover, TET interacts with PRC1 but not with PRC2 in the larval CNS, and only 
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PRC1 is required for the activation of TET target genes. In addition, we found that TET and 

PRC1 facilitate each other recruitment to chromatin on TET-activated target genes. Our results 

highlight a novel mode of gene expression regulation by TET which does not require its 

catalytic activity and bring further evidence for PRC1 implication in the activation of gene 

transcription independently of PRC2. 

 

Materials & Methods 

 

Fly strains and husbandry 

The following D. melanogaster strains were used: w1118, Tetnull (Delatte et al., 2016), Tet-

GFP, TetCD-GFP (TetCD) (Boulet et al., 2023), UAS-RNAi white (BL33623), UAS-RNAi ph (Vienna 

Drosophila Resource Center, VDRC50028), UAS-RNAi E(z) (BL33659), UAS-RNAi Tet (BL62280), 

sim-GAL4 (BL9150), sgs3-GAL4 (BL6870), tub-GAL4, tub-GAL80ts (BL86328). UAS-HA-Tet 

transgenic flies were generated by cloning the full-length Tet cDNA (NP_001261344.1) in 

frame with an N-terminal 3xHA tag into the pUASTattB vector. The resulting plasmid was used 

by CBM Drosophila Transgenesis Facility (Madrid) to generate transgenic flies using phiC31-

based integration system (Bischof et al., 2007). Unless otherwise specified, stock maintenance 

and sample collection were performed using classic fly medium (75 g/l organic corn flour, 28 

g/l dry yeast, 40 g/l sucrose, 8 g/l agar, 10 ml/l Moldex 20%) with a 12 h dark:light cycle at 

25°C. For ph and E(z) RNAi knock-down experiments, UAS-RNAi flies were crossed to tub-GAL4, 

tub-GAL80ts flies at 18°C. Following 8h of egg-laying, adult flies were discarded, and the tubes 

were kept at 18°C for 96h before being transferred at 29°C for 48h to collect third instar larvae. 

 

Immunostainings and Imaging  

For CNS immunostaining, wandering third instar larvae were dissected in 1X Phosphate 

Buffer Saline (PBS) and fixed for 30 min in PBS containing 4% paraformaldehyde. Fixed samples 

were washed rapidly twice with PBS and 3 times for 15 min with PBS- 0.3% Triton X-100 (PBT) 

before being pre-incubated for 1h in PBT – 1% bovine serum Albumin (BSA, Sigma). Samples 

were incubated overnight at 4°C with primary antibody diluted in PBT- 1% BSA, washed 3 

times for 15 min in PBT, and incubated with respective secondary antibodies diluted in PBT-

1% BSA for 2h at room temperature or overnight at 4°C. Samples were washed in PBT and 

larval CNS were further dissected and mounted in Vectashield - DAPI (Vector Laboratories).  
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For polytene chromosome preparation, UAS-HA-Tet flies were crossed to sgs3-GAL4 

flies at 18°C. Third instar larvae were collected, and salivary glands were dissected in 1X PBS, 

fixed for 30 sec in 1X PBS, 1% Triton X-100, 3.7% PFA, and for 2 min 30 sec in 1X PBS, 3.7% 

PFA, 50% acetic acid. Salivary glands were squashed between a coverslip and a poly-L-lysine-

treated slide to spread chromosomes. Slides were then snap-frozen in liquid nitrogen. 

Coverslips were quickly removed, and slides were washed twice for 15 min in 1X PBS before 

incubation for 1h in blocking solution (1X PBS, 1% BSA). Antibodies diluted in blocking solution 

were then incubated with the slides at 4°C overnight in a humid chamber. Slides were washed 

twice in washing solution (1X PBS, 300mM NaCl, 0.2% NP40, 0.2% Tween20) before being 

incubated for 2h at room temperature with the appropriate secondary antibodies diluted in 

the blocking solution. Chromosome preparations were then washed twice in washing solution 

and mounted in Vectashield - DAPI (Vector Laboratories). 

The following antibodies were used: mouse anti-Slit (DSHB C555.6D, dilution 1/50), 

mouse anti-Fasciclin III (DSHB 7G10, 1/50), rat anti-HA (Sigma #11867423001, 1/500), goat 

anti-Ph (1/500) (Grimaud et al., 2006), rabbit anti-E(z) (1/500) (Gambetta et al., 2009), donkey 

anti-rabbit, anti-mouse or anti-goat Alexa Fluor 488 (Invitrogen, 1/1000), donkey anti-rat or 

anti-mouse Cy3 (Jackson ImmunoResearch, 1/1000). Images were acquired using a Zeiss SP8 

confocal microscope.  

 

RNA-seq and data analysis 

Total RNA was isolated from 30 third instar larval brains dissected in ice-cold PBS using 

TrizolTM extraction. RNA quality and concentration were assessed with Agilent TapeStation 

and Qubit device. Libraries were prepared using the Illumina TruSeq RNA Library Prep kit and 

sequenced by Novogene (Cambridge, UK) on Novaseq 6000 (paired-end, 150pb). Reads were 

filtered and trimmed to remove adapter-derived or low-quality bases using Trimmomatic 

Cutadapt and checked again with FASTQC. Illumina reads were aligned to the Drosophila 

reference genome (dm6 Ensembl release 70) with Hisat2. Read counts were generated for 

each annotated gene using HTSeq-Count. RPKM (Reads Per Kilobase of exon per Megabase of 

library size) values were calculated using Cufflinks. Read normalization, variance estimation 

and pair-wise differential expression analysis with multiple testing corrections were 

conducted using the R Bioconductor DESeq2 package. Gene set enrichment analyses were 

performed with Pangea (Hu et al., 2023), using all the genes expressed in the larval CNS as a 
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background universe. Enrichment in Gene Ontology terms and Pathways (KEGG, Panther, 

Reactome) were considered significant for a P-value<0.01 using the Benjamini-Hochberg 

correction. 

 

ChIP-seq and ChIP-qPCR  

ChIP-seq and ChIP-qPCR were performed as previously described (Loubiere et al., 2017) 

with minor modifications. Briefly, for ChIP-seq, ~400 third instar larvae brains were dissected 

per replicate in ice-cold PBS and experiments were performed in duplicates for each genotype. 

For ChIP-qPCR, ~50 CNS were used per replicate and experiments were performed in 

triplicates. Samples were fixed for 15 min in 1.8% PFA with shaking before quenching for 5 

min by adding glycine to a final concentration of 350 mM. Tissues were lysed in 1% SDS lysis 

buffer (140mM NaCl, 15mM HEPES, 1mM EDTA, 0.5mM EGTA, 1% Triton, 0.5mM DTT, 0.1% 

sodium deoxycholate, 10 mM sodium butyrate, 1X Merck cOmplete EDTA-free protease 

inhibitor cocktail) before sonication using a Bioruptor pico device (Diagenode) with the 

following settings: 18 cycles, 30 sec ON / 30 sec OFF. The size of DNA fragments was confirmed 

on agarose gel (200-300pb). Samples were pre-cleared with a 50/50 mix of protein-A-agarose 

beads (Sigma, P7786) and protein-G-Sepharose Fast Flow beads (Sigma, P3296) for 4h at 4°C. 

Beads were removed and anti-GFP (Abcam Ab290), anti-Ph (Grimaud et al., 2006) or anti-Ez 

(Gambetta et al., 2009) antibodies diluted in 1/1000 were added and incubated overnight with 

the samples. Beads were added for another incubation of 4h at 4°C and then washed. DNA 

was de-crosslinked at 65°C before purification with Phenol: Chloroform (Sigma 77617) and 

precipitation overnight in ethanol. For ChIPs followed by qPCR, inputs were diluted in 1/100 

and samples in 1/10. QPCRs reactions were performed with SsoFast EvaGreen reagent 

(Biorad) on a LightCycler 480 Instrument II (Roche Life Science). Primer sequences used for 

ChIP-qPCR are provided in Supplementary Table 1. For ChIP-sequencing, libraries were 

prepared using the NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit for Illumina (NEB E7103) following 

the manufacturer’s instructions. Finally, sequencing was performed by Novogene (Cambridge, 

UK) on a Novaseq 6000 device (paired-end, 150pb).  

 

CUT&RUN 

CUT&RUN was performed as previously described (Ahmad and Spens, 2019). For each 

sample, around 30 third instar larval CNS were dissected in cold 1X PBS. All experiments were 
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performed in duplicates. Tissues were bound to BioMag Plus Concanavalin-A-conjugated 

magnetic beads (Polysciences Inc) before blocking and permeabilization in dbe+ buffer (20mM 

HEPES, 150mM NaCl, 0.1% BSA, 0.5mM spermidine, 2mM EDTA, 5% digitonin, 1X Merck 

cOmplete EDTA-free protease inhibitor cocktail). The antibodies (cf. Supplementary Table 1) 

were diluted (1/100) in dbe+ buffer before overnight incubation at 4°C. Samples were washed 

with dbe+ buffer and then incubated for 1h at RT with CUTANA pAG MNase (EpiCypher #15-

1016) diluted in dbe+ buffer. After a wash in dbe+ buffer, DNA was cleaved in wash+C buffer 

on ice for 30 min. The cleavage reaction was stopped and samples were treated with RNAse 

A for 30 min at 37°C. After 2h of proteinase K treatment at 50°C, DNA was recovered using 

Ampure XP beads (Beckman Coulter). Library preparation and sequencing was performed as 

detailed for ChIP-seq. 

 

Processing of ChIP-seq and CUT&RUN data 

Sequencing Adapters were removed using TrimGalore (v0.6.6, --paired, --stringency 6). 

Resulting reads were mapped to the dm6 genome using bowtie2 (v2.4.2) reporting at most 

one hit for each read (the best one). Peaks were called using MACS2 (v2.2.7.1) to capture 

narrow (-q 0.05 -g dm) and broad peaks (-q 0.05 -g dm –broad –broad-cutoff 0.1). As a control, 

we used a ChIP with IgGs for each condition except for TET-GFP and TETCD-GFP for which ChIPs 

were compared to ChIPs with GFP in a w1118 background. Final peak calling was done on 

merged replicates. 

 

RT-qPCR 

For RT-qPCR, RNA samples were prepared from dissected larval CNS using RNeasy kit 

(Qiagen) with an additional on-column DNAse treatment with RNase-Free DNase Set (Qiagen). 

Reverse transcription was performed with SuperScript IV Reverse Transcriptase 

(ThermoFisher) according to the manufacturer’s instructions on 100ng of RNA, using a mix 

(1:1) of random primers (Promega) and oligo dT (Promega). QPCRs were performed with 

SsoFast EvaGreen reagent (Biorad) on a LightCycler 480 Instrument II (Roche Life Science). 

Primer sequences used in RT-qPCR are provided in Supplementary Table 1. qPCR data were 

analyzed with ∆∆Ct method and gene expressions were normalized to gadph. All experiments 

were performed in biological quadruplicates. 
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Co-immunoprecipitations 

Immunoprecipitation reactions were carried out as described in (Ray et al., 2016). 

Proteins from dissected 3rd instar larval CNS were extracted after dissection in cold 1X PBS 

supplemented with cOmplete EDTA-free protease inhibitor cocktail (Merck). Tissues were 

crushed with a motorized pestle in HEMG buffer (25mM HEPES, 0.1mM EDTA, 12.5mM MgCl2, 

10% glycerol, 0.01% NP-40, 10mM NaCl, 1X cOmplete EDTA-free protease inhibitor cocktail) 

before sonication with the Bioruptor pico device (Diagenode) (settings: 3 cycles, 30 sec ON / 

30 sec OFF). Protein concentration was assayed by DC Protein Assay (Bio-Rad) and 1mg of 

protein was used per reaction. Proteins were pre-cleared with a 50:50 mix of protein-A-

agarose beads (Sigma) and protein-G-Sepharose Fast Flow beads (Sigma) for 4h at 4°C. After 

beads elimination, samples were incubated with anti-Ph or anti-Ez (1/200) overnight at 4°C. 

Beads were then added to the samples for 4h at 4°C. After 3 washes in HEMG buffer, proteins 

were boiled directly in 4X Laemmli sample buffer before being subjected to Western-Blot 

analysis (see below). 

 

Western blots 

Proteins were loaded on 7.5% or 4-20% Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Gels (Bio-Rad) 

after the addition of 4x Laemmli sample buffer and denaturation at 95°C for 5 min. After 

migration, proteins were transferred to a nitrocellulose blotting membrane (Amersham). 

Membranes were washed in 1X Tris-Buffered Saline (TBS) and then blocked 1h at RT in 

blocking solution (1X TBS, 10% milk, 0.1% Tween-20). The following primary antibodies were 

diluted in washing buffer (1X TBS, 2% milk, 0.1% Tween-20) and incubated with the 

membranes overnight at 4°C at the following concentrations: anti-Ph (1/1000), anti-Ez 

(1/1000), anti-Pho (1/1000, a kind gift from J. Kassis), anti-GFP (1/1000, Takara JL-8) and anti-

Tubulin (1/1000, Sigma DM1A). Membranes were washed 3 times in washing solution and 

incubated with appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies for 2h 

at RT. Detection was performed using Clarity Western ECL substrate (Bio-Rad) according to 

the manufacturer’s instructions and the signals were analyzed with the ChemiDoc MP Imaging 

System (Bio-Rad). 

 

Results 

 



 

 

Figure 1. TET controls larval CNS development mainly in a catalytic-independent manner.  
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TET controls larval CNS development mainly in a catalytic-independent manner 

To analyze TET catalytic and non-catalytic function in the larval CNS, we made use of 

two alleles: Tetnull (Delatte et al., 2016), which carries a deletion abolishing the transcription 

of all Tet isoforms, and TetCD (Boulet et al., 2023), which carries a double point mutation in the 

conserved iron binding motif (HrD to YrA) required for the catalytic activity of TET/AlkB family 

of enzymes (Xu and Bochtler, 2020). It was shown that RNAi-mediated Tet knock-down or 

allelic combinations causing a strong decrease in Tet expression lead to a reduction in the 

expression of the axon guidance ligand Slit (Frey et al., 2022; Ismail et al., 2019), which is 

normally expressed in midline glial cells of the larval CNS. Consistent with the role of Slit, this 

reduction was associated with axon guidance defects in the ventral nerve cord (VNC) as 

revealed by immunostaining against the adhesion molecule Fasciclin 3 (Fas3) (Frey et al., 2022; 

Ismail et al., 2019). In line with these observations, Slit levels were strongly decreased in the 

VNC of Tetnull larvae as compared to control (Fig. 1A, B, D). However, they were not affected 

in TetCD (Fig. 1A, C, D). Similarly, Fas 3 immunostainings revealed that longitudinal axon 

projections were interrupted (white arrowheads) in ~66% of the cases in the absence of Tet 

expression while they were not affected in TetCD larvae or in wild type conditions (Fig. 1E-H). 

Thus, TET controls Slit expression and axonal projections independently of its enzymatic 

activity.  

To gain broader molecular insights into the possible catalytic and non-catalytic functions 

of TET, we established the genome-wide expression profile of Tetnull, TetCD and wild type third 

instar larval CNS by RNA-seq. Principal components analyses revealed that the biological 

replicates were clustered together but the three genotypes were clearly separated 

(Supplementary Figure 1) suggesting that the loss of TET expression or of its catalytic activity 

leads to distinct phenotypes. Differential gene expression analyses showed that complete TET 

loss was associated with the activation of the expression of 505 genes and the down-

regulation of 468 genes (Adjusted p-value<0.01; fold change >1.2) (Fig. 1I, Supplementary 

Table S2). Similarly, the loss of TET catalytic activity led to the up-regulation of 543 genes and 

the down-regulation of 350 genes (Fig. 1J, Supplementary Table S3). Heatmap hierarchical 

clustering and Venn diagram analyses also showed a clearly distinct pattern of gene 

deregulation between these two conditions, with limited overlap between the genes either 

up or down-regulated in the CNS of Tetnull and TetCD larvae (Fig. 1K). Indeed, around 70% 



 

  

Figure 1. TET controls larval CNS development mainly in a catalytic-independent manner. (A-C) 

Immunostaining showing Slit expression in the ventral nerve cord of wild type (A, wt), Tetnull (B) and 

TetCD (C) third instar larvae. Scale bar 50 µm. (D) Quantifications of Slit expression levels. ****: One-

way ANOVA p<0.0001. (E-G) Immunostaining showing Fas3 expression in the ventral nerve cord of 

wild type (E), Tetnull (F) and TetCD (G) third instar larvae. Interruptions in the axonal chain are 

indicated by white arrowheads. Scale bar 50 µm. (H) Quantifications of the proportion of larvae 

with axonal chain interruptions. ****: Fisher’s t-test p<0.0001. (I, J) Volcano plots showing 

differentially expressed genes (DEG) between wild type and Tetnull (I) or TetCD (J) CNS as determined 

by RNA-seq. (K) Heatmap and hierarchical clustering of the differentially expressed genes for the 

indicated genotypes. (L) Venn diagrams showing the overlap between the genes either down-

regulated (upper panel) or up-regulated (lower panel) in the absence of TET expression (Tetnull) or 

of its catalytic activity (TetCD). (M) Main Gene Ontology (GO) categories over-represented among 

either the up- or the down-regulated genes in Tetnull or TetCD third instar larval CNS. 
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(680/973) of the genes deregulated in Tetnull are not affected in TetCD, suggesting that TET 

mostly controls gene expression in a catalytic-independent manner in the larval CNS (Fig. 1L).  

Consistently, gene set enrichment analyses identified very few common terms between 

Tetnull and TetCD, except for genes associated with sensory perception of sweet taste, which 

were enriched among up-regulated genes in both conditions (Fig. 1M, Supplementary Table 

S4). Otherwise, up-regulated genes were associated with heat response or transmembrane 

transport in Tetnull whereas they were implicated in tracheal and cuticle development or chitin 

metabolism in TetCD. Down-regulated genes were associated with cell adhesion or epidermal 

growth factor receptor (EGFR) signaling pathway in Tetnull, but no significant enrichment was 

found in TetCD. In Tetnull, enriched terms were essentially contributed by genes deregulated in 

a catalytic-independent manner. For instance, out of the 10 genes of the EGFR pathway down-

regulated in Tetnull, 9 were not affected in TetCD and 8 coded for negative regulators, 

suggesting that TET contributes in an enzymatic-independent manner to the regulation of the 

EGFR pathway, which is important for ventral midline glial cells development (Gallio et al., 

2004; Scholz et al., 1997). Reminiscent of the projection defects observed specifically in Tetnull 

larvae (Fig. 1E-H), many genes implicated in axonal guidance including slit as well as Ephrin 

receptor tyrosine kinase (Eph) (Boyle et al., 2006), Ephrin (Bossing and Brand, 2002), failed 

axon connections (fax) (Hill et al., 1995), Fasciclin 2 (Fas2) (Grenningloh et al., 1991), Laminin 

A (LanA) (Stevens and Jacobs, 2002) or off-track (otk) (Winberg et al., 2001) were down-

regulated in Tetnull but not in TetCD (Supplementary Tables S2 & S3). 

These results show that the loss of TET enzymatic activity does not recapitulate its total 

loss-of-function in the larval CNS as TetCD and Tetnull mutations elicit distinct changes. Our data 

also suggest that TET expression rather than its catalytic activity is key for the proper 

activation of genes implicated in CNS development. 

 

TET binds to enhancers and active transcriptional start sites to activate gene expression in a 

catalytic-independent manner 

Next, to characterize TET mode of action, we sought to determine its genomic binding 

profile. Accordingly, we performed ChIP-seq on dissected third instar larval CNS from Tet-GFP 

or TetCD-GFP knock-in flies as well as w1118 flies (as negative control) using an anti-GFP antibody 

(Fig. 2A). The experiments were performed in duplicates and TET peak calling was assessed 

against w1118 ChIP-seq results. We detected 7612 binding sites for wild type TET-GFP fusion 



 

Figure 2. Genome-wide binding profile of TET binding to chromatin in the larval CNS. (A) 

Integrative genomics viewer (IGV) tracks showing peaks following anti-GFP ChIP-seq on dissected 

CNS from TET-GFP, TETCD-GFP or w1118 third instar larvae. (B) Venn diagrams showing the overlap 

between TET-GFP and TETCD-GFP peaks. (C) Pie chart of TET-GFP peaks distribution according to 

RefSeq genomic annotations. (D) Heatmap showing TET-GFP enrichment according to genomic 

features. (E) Enrichment of TET-GFP, TETCD-GFP and the top 20% TET-GFP peaks to the different 

chromatin states of the larval CNS as defined by ChromHMM using ChIP-seq or CUT&RUN signals 

for RNA pol II, H2AK118ub, H3K4me1, H3K4me3, H3K27Ac, H3K27me3, H3K36me3 and HP1a. (F) 

Proportion of differentially expressed genes (DEG) between wild type and Tetnull larval CNS with TET 

peaks within 2kb of their TSS or in their gene body (TET+). (G) Enrichment of TET peaks among up- 

or down-regulated genes as compared to random sets of genes. **: Exact Fisher’s test p<0.001. (H) 

Profiles of H3K4me3 (upper panels) or H3K27ac (lower panels) CUT&RUN signals on differentially 

expressed TET+ target genes in the CNS of wt (blue) or Tetnull (red) larvae. TSS: transcription start 

site. TTS: transcription termination site. 
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protein and 7953 for its catalytic dead counterpart, with more than 92% of overlap between 

the two sets (Fig. 2B), indicating that the HrD to YrA mutation has a minor impact on TET 

binding site repertoire. As compared to annotated genomic regions, around 38% of TET peaks 

were in introns, 28% in intergenic regions and 24% in promoters (±2kb of transcription start 

site (TSS)) (Fig. 2C). No notable difference was observed with TET CD (Supplementary Figure 

2A). Using RefSeq D. melanogaster genome annotations, we observed a slight over-

representation for TET peaks at promoter regions (Fig. 2D). The over-representation seen for 

miRNA and ncRNA was due to a very small fraction of TET peaks (n=120) and deemed 

insignificant. Conversely, TET was under-represented in 3’UTR, exons and transcription 

termination sites (TTS). Of note, similar over- and under- representations were found for TET 

CD peaks (Supplementary Figure 2B). To obtain a more representative vision of TET binding 

sites repartition, we sought to determine the main chromatin states in the larval CNS. 

Accordingly, we performed ChIP-seq or CUT&RUN for the following histone marks: H3K4me3, 

H3K27ac, H3K27me3, H2AK118ub. In addition, we collected public datasets for H3K4me1, 

H3K36me3, RNA polymerase II and the heterochromatin-associated protein HP1a (see M&M). 

We then performed a chromatin state discovery and genome annotation analysis using 

ChromHMM (Ernst and Kellis, 2017). With a 6-state model, we found that TET essentially 

targets enhancers (42% of peaks) and active TSS/promoter regions (17% of peaks) (Fig. 2E and 

supplementary Figure 3). Again, a similar distribution was observed when analysing TET CD 

peaks. In addition, focusing on the top 20% TET peaks, we also observed that TET primarily 

binds enhancers (Fig. 2E and supplementary Figure 3).  

The integration of the ChIP-seq and RNA-seq results showed that 29.7% (289/973) of 

the genes deregulated in Tetnull have a TET binding site within 2kb of their TSS or in their gene 

body (Fig. 2F) with TET peaks significantly more frequently found in down-regulated than in 

up-regulated genes (38.5% versus 21.6%, p-val<0.001) (Fig. 2F). Actually, as compared to 

random gene sets, TET peaks were over-represented in down-regulated genes but not in up-

regulated ones (Fig. 2G), suggesting that TET may play a more prominent role in gene 

activation than gene repression. As gene transcription is correlated with H3K4me3 levels 

around the promoter region, we monitored the levels of this histone mark across TET target 

genes in the larval CNS by CUT&RUN. As compared to wild type, the H3K4me3 profile of TET 

target genes was not affected among the genes up-regulated in Tetnull larvae but we observed 

lower levels of H3K4me3 among the down-regulated genes, suggesting that TET contributes 



 

Figure 3. TET colocalizes with PRC1 and PRC2. (A) De novo motif discovery analysis at TET binding 

sites with their abundance and the associated factors. (B) Integrative genomics viewer (IGV) ChIP-

seq tracks showing the binding of TET, Ph, E(z) and Pho on the engrailed (en) locus in the CNS of 

third instar larvae. (C) Heatmaps of binding sites of Polycomb subunits (Ph, Psc; E(z)), Polycomb 

recruiters (Spps, GAF, Cg) or insulators (CP190, CTCF) on all TET peaks (±3kb of the center) or on 

the top 20% of TET peaks. 
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to their transcriptional activation (Fig. 2H). Similar experiments in TetCD larvae showed that 

the loss of TET enzymatic activity did not alter the H3K4me3 profile of either up or down-

regulated TET targets (Supplementary Figure 4). To confirm the impact of TET on gene 

activation, we also analyzed the H3K27ac profile and found that this activation mark was 

reduced around the promoter of Tetnull down-regulated genes, whereas no difference was 

observed in up-regulated genes (Fig. 2H). Altogether, these data suggest that TET can directly 

contribute to gene transactivation in a catalytic-independent manner. 

 

TET colocalises with PRC1 and PRC2 on chromatin 

In parallel, we performed de novo motif discovery analyses at TET peaks. Besides a very 

significant enrichment for Tango (Tgo) consensus binding sites, which were present in 6% of 

TET peaks, we primarily recovered motifs corresponding to binding sites for the transcription 

factors Pleiohomeotic (Pho) (30%), Crooked-legs (Crol) (21%), Combgap (Cg), Klumpfuss (Klu) 

and Sp1 for pairing-sensitive silencing (Spps) (14%), or GAGA factor (GAF) and Pipsqueak (Psq) 

(7%), which are well-established recruiters for PcG proteins (Kassis et al., 2017) (Fig. 3A). 

Similarly, binding sites for Adult enhancer factor 1 (Aef1), which were previously found to be 

enriched at Polycomb Response Elements (PRE) (Orsi et al., 2014), were associated with 22% 

of TET peaks. These observations enticed us to further examine the relationships between TET 

and PcG. 

PcG proteins are organized into two main complexes, PRC1 and PRC2, which act 

together to maintain repressive chromatin states, with PRC2 depositing the H3K27me3 

repressive mark and PRC1 the H2AK118ub mark (Kassis et al., 2017; Parreno et al., 2022). 

However, PcG complexes are also found in active chromatin regions and several lines of 

evidence indicate that PRC1 can act independently of PRC2 to activate gene expression, 

notably in Drosophila (Brown et al., 2018; Giner-Laguarda and Vidal, 2020; Loubiere et al., 

2016; Loubiere et al., 2020; Pherson et al., 2017; Schaaf et al., 2013). First, we compared TET 

binding to previously published ChIP-seq datasets for members of the PRC1 (Polyhomeotic – 

Ph) or PRC2 (Enhancer of Zeste - E(z)) complexes as well as PcG recruiters in the larval CNS. In 

line with the above results, we observed that TET colocalizes with these factors on well-

characterized Polycomb Response Elements (PRE), such as on the engrailed locus (Fig. 3B). 

When we plotted the ChIP-seq signals for each of these factors across a ±3kb region 

surrounding TET peaks, we observed that Ph, Posterior sex combs (Psc) (a component of 



  

Figure 3. TET colocalizes with PRC1 and PRC2. (D) Venn diagrams showing the overlaps of TET peaks 

with the indicated Polycomb factors/recruiters. (E, F) Immunostaining on salivary gland polytene 

chromosomes from sgs3-GAL4; UAS-HA-TET third instar larvae showing the expression of Ph (E) or 

E(z) (F) and a HA-tagged version of TET (E’, F’). E” and F”: merged panels. DNA was stained with 

DAPI (blue). Scale bar 10 µm. (G) Quantifications of the colocalization between HA-TET positive 

bands and Ph or E(z) immunostaining on 10 polytene chromosome regions. ***: p<0.001. 
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PRC1), E(z), Pho, Spps, GAF and Cg colocalized with TET and that the stronger TET peaks are 

associated with stronger binding for these factors (Fig. 3C), whereas we found little or no 

association with the architectural proteins CP190 and CTCF, which mark boundary/insulator 

elements (Chetverina et al., 2022; Sexton et al., 2012), in particular for the top 20% TET peaks. 

Furthermore, considering a direct overlap between MACS2-defined peaks for TET and these 

factors, we found that 53% of TET peaks colocalized with Psc, 49% with Ph, 29% with Cg, 28% 

with Pho, 26% with GAF and 12% with E(z) peaks (Fig. 3D). Conversely, 38% of GAF, 36% of 

Pho, Cg, or Ph, 35% of Psc and 11% of E(z) and peaks colocalized with TET. Hence, these results 

suggest that there is a stronger overlap between TET and PRC1 (Ph or Psc) than with PRC2 

(E(z)).  

When we examined the colocalization of TET with PRC1 (Ph or Psc), PRC2 (E(z)) and other 

chromatin features defined by K-mean clustering, we found distinct patterns of bindings 

(Supplementary Figure 5A). Notably, around 9% of TET pics colocalized with PRC1 & PRC2 at 

broad H3K27me3 and H2AK118Ub-enriched regions (cluster 2), which correspond to typical 

large PcG-repressed domains (Kassis et al., 2017; Parreno et al., 2022), suggesting that TET 

binds to repressed PREs. Besides, around 18% of TET peaks coincided with PRC1 on regions 

with low levels of H3K27me3 but enriched in H2AK118Ub (cluster 3) (Supplementary Figure 

5A). This cluster was also enriched in active histone modification marks such as H3K27Ac or 

H3K4me3 and H3K4me1 (Loubiere et al., 2016; Pherson et al., 2017) and could reflect 

developmental enhancers, which were previously shown to bind PRC1 and PcG recruiters in 

larval eye disc and S2 cells (Gutierrez-Perez et al., 2019; Loubiere et al., 2020). Along that line, 

using a combination of chromatin features to distinguish housekeeping enhancers (H3K4me3 

high, H3K4me1 low and enriched CP190) versus developmental enhancers (H3K4me1 high, 

H3K4me3 low and depleted for CP190) (Cubenas-Potts et al., 2017), we found that, like Ph and 

unlike E(z), TET is enriched at developmental enhancers (Supplementary Figure 5B). 

As the larval CNS is composed of many cell types, it is possible that the above analyses 

do not reflect the concomitant binding of TET and PcG proteins. Therefore, to assess whether 

TET colocalizes with PcG on chromatin in vivo, we analyzed the pattern of binding of TET, Ph 

and E(z) on polytene chromosomes by immunostaining. As TET is not expressed in the larval 

salivary gland (Supplementary Figure 6), we ectopically expressed an HA-tagged version of TET 

in these cells. In line with our ChIP-seq results, we observed discrete TET signals on all 

chromosome arms, confirming that drosophila TET binds chromatin (Supplementary Figure 6). 



 

Figure 4. PRC1 but not PRC2 is required for the activation of TET target genes. (A) Venn diagrams 

showing the proportion of TET+ genes up- or down-regulated in Tetnull larval CNS and bound by Ph 

and/or E(z). (B) Enrichment for peaks of the indicated factors among up- or down-regulated genes 

bound by TET as compared to random sets of genes. Exact Fisher’s test. * p<0.01; *** p<0.0001. 

(C, D) Profiles of H3K27me3 (C) and H2AK118ub (D) CUT&RUN signals in wild type larval CNS for 

TET target genes activated or repressed in Tetnull or TetCD mutants. (E) IGV tracks showing the 

binding of TET, Ph and E(z) and the histone modification profiles as indicated, along the slit gene. 

(F-I) Immunostaining showing Slit expression in the ventral nerve cord of third instar larvae 

expressing an RNAi against white (w, F), Tet (G), Ph (H) or E(z) (I) in the ventral midline glial cells 

(sim-GAL4 driver). Scale bar 50 µm. (J) Corresponding quantifications of Slit levels in the ventral 

midline. One-way ANOVA test. **: p<0.01; ***: p<0.001. (K) Western blots showing the expression 

of Ph, Tubulin (Tub) or E(z) in the CNS of tub-GAL4, tub-GAL80ts third instar larvae expressing an 

RNAi against w, ph or E(z) since the early second larval stage. 
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Furthermore, we found that some TET-positive bands colocalized with Ph as well as with E(z) 

(Fig. 3E, F). Interestingly though, it seemed that TET was more frequently associated with Ph 

than E(z). Indeed, reminiscent of our ChIP-seq results, quantifications on polytene 

chromosome immunostainings showed that 46% of Ph bands colocalized with TET against 18% 

for E(z) (Fig. 3G). 

In sum, these data show that TET is present at the sites bound by PcG proteins in 

particular in active regions and suggest that TET preferentially colocalizes with PRC1.  

 

PRC1 but not PRC2 is required for the catalytic-independent activation of gene expression 

by TET 

To assess the potential functional relationship between TET and PcG, we then focused 

on TET target genes. Looking for the presence of binding sites for either Ph or E(z) within 2kb 

of their TSS or in their gene body, we found that 86% and 62% of the genes activated by TET 

as well as 75% and 48% of the genes repressed by TET were bound by Ph or E(z), respectively 

(Fig. 4A). As compared to random gene sets, PRC1, PRC2 and PcG recruiters were significantly 

enriched on TET targets genes which were down-regulated in the absence of TET, but not on 

those which were up-regulated (Fig. 4B). Consistent with these results, CUT&RUN experiments 

for H3K27me3 and H2AK118ub in wild type larval CNS showed that the histone marks 

deposited by PRC2 and PRC1 were present at higher levels among genes down-regulated in 

the absence of TET as compared to up-regulated ones (Fig. 4C, D). H3K27me3 enrichment was 

observed both upstream of the promoter and within the transcribed regions (with a sharp 

drop around the TSS and after the TTS), whereas H2AK118ub enrichment was limited to the 

transcribed region of the gene. These two marks were also higher in Tetnull down-regulated 

genes as compared to TetCD deregulated genes. We thus surmised that PcG proteins could 

antagonize or favor the catalytic-independent activation of gene expression by TET. Still, a 

closer examination of the binding profile on the genes activated by TET revealed a 

colocalization between TET and Ph or TET and E(z) peaks in 76% and 25% of the cases, 

respectively (Supplementary Figure 7), suggesting a tighter association between TET and PRC1 

than with PRC2, and possibly distinct functions for these two complexes in the regulation of 

TET target genes activation.  

To test these hypotheses, we first asked whether PRC1 and/or PRC2 regulated slit 

expression. Indeed, we found that slit RNA and protein levels are down-regulated in Tetnull but 



 

 

  

Figure 4. PRC1 but not PRC2 is required for the activation of TET target genes. (L-M) RT-qPCR 

showing the relative expression of Abd-B and eve, two targets of PcG-mediated repression (L), and 

of TET target genes sli, otk, Pura, tap, Dscam3 (M) in the indicated RNAi genotypes. One-way 

ANOVA test. **: p<0.01; ***: p<0.001.  
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not in TetCD context (Fig. 1A-D and Supplementary Tables 2 & 3) and we observed TET, Ph and 

E(z) binding on this gene (Fig. 4E). Moreover, slit locus was decorated with PcG-associated 

marks (H3K27me3 and H2AK118ub) as well as with activating marks (H3K4me1 and 

H3K4me3). In line with a direct/cell-autonomous regulation of slit expression by TET in the 

ventral midline glial cells, RNAi-mediated knock-down of TET in these cells using the sim-GAL4 

driver led to a decrease in Slit levels (Fig. 4F, G, J). Furthermore, the re-expression of TET in 

these cells in a Tetnull background was sufficient to restore Slit expression (Supplementary 

Figure 8). Strikingly, the knock-down of ph in the ventral midline glial cells also caused a 

reduction in Slit expression whereas E(z) knock-down had no effect (Fig. 4H-J), suggesting that 

PRC1 acts independently of PRC2 and promotes TET-induced gene activation.  

To extend our analysis of Ph and E(z) impact on other TET targets in the larval CNS, we 

then used the ubiquitous tub-GAL4 driver combined with tub-GAL80ts to bypass the early 

lethality associated with ph or E(z) loss and inhibit their expression by RNAi only during the 

larval stages. Under these conditions, we achieved a strong reduction in Ph or E(z) expression 

in the larval CNS as shown by western blot (Fig. 4K and Supplementary Figure 9). In addition, 

RT-qPCR analyses showed that Abdominal-B (Abd-B) and even skipped (eve), two known 

targets of PcG-mediated repression, were strongly up-regulated by the knock-down of either 

ph or E(z) (Fig. 4L), indicating that their function was efficiently impaired. Yet, in line with the 

above results, we still observed a decrease in Slit expression in the ventral midline only upon 

ph knock-down (Supplementary Figure 9). Furthermore, RT-qPCR experiments showed that 

the expression of genes activated by TET (slit, otk, Pura, tap and Dscam3) was reduced upon 

ph knock-down but not upon E(z) knock-down (Fig. 4M). Actually, otk expression was 

increased in the absence of E(z), suggesting that PRC2 could repress its expression. Therefore, 

PRC1, but not PRC2, seems required for the activation of TET target genes in the larval CNS.  

 

TET and Ph interact together and cross-control their recruitment to chromatin  

Considering the above results, we next asked whether TET interacts with Ph and/or E(z) 

in vivo. Accordingly, we performed co-immunoprecipitation experiments using third instar 

larval CNS protein extracts. As shown in Fig. 5A-C, an antibody directed against Ph co-

precipitated both TET and the PcG recruiter Pho. In contrast, an antibody directed against E(z), 

still co-precipitated Pho but not TET. Of note, Ph but not E(z) also interacted with TET CD, 

indicating that the interaction is independent of TET catalytic activity. Furthermore, neither 



 

Figure 5. TET and PRC1 interact and promote each other binding to TET target genes. (A, B) Co-

immunoprecipitation experiments testing the interaction between Ph (A) or E(z) (B) and TET, 

TETCD or Pho in larval CNS cell extracts from the indicated genotypes. (C) Western blots showing 

the inputs used in (A, B). (D, E) ChIP-qPCR for Ph (D) or E(z) (E) showing their recruitment on 

canonical PREs (antp, eve, bxd) or on genes activated by TET independently of its enzymatic 

activity (aos, sli, DIP-n, otk, Gprk2, CG42747, C7991, CenG1A). PGRP-LE and Ras64B served as 

controls without Ph or E(z) binding sites. Mock ChIP were performed with IgGs. Student’s t-test 

between wt and Tetnull conditions, *: p<0.01, **: p<0.001. (F, G) CUT&RUN signals of TET-activated 

target genes between their TSS and TTS (±5kb) for H2AK118ub (F) and H3K27me3 (G) in wild type 

or in Tetnull larval CNS. 



 99 

TET, TET CD or Pho were immunoprecipitated with control IgGs. Hence, these results suggest 

that TET specifically interacts with PRC1 but not with PRC2. 

Accordingly, we hypothesized that TET could promote PRC1 recruitment and the 

deposition of H2AKub118 at the genes it activates while it would not affect PRC2 binding. To 

test this possibility, we first performed ChIP-qPCR for Ph and E(z) in wild type or Tetnull larval 

CNS to assess their binding to chromatin. We observed enriched binding for Ph and E(z) at 

canonical PRE in Antp, eve and Ubx (bxd PRE), as well as on several genes activated by TET 

independently of its enzymatic activity, such as slit, otk or the EGFR negative regulator argos 

(aos) (Fig. 5D, E). The binding of E(z) or Ph on PRE, as well as the binding of E(z) on TET targets, 

were not affected by TET loss. In contrast, and consistent with our hypothesis, Ph binding to 

TET targets was significantly reduced in 6 out of 8 cases in the absence of TET. Second, we 

performed CUT&RUN experiments to compare the profile of H2AK118ub and H3K27me3 on 

TET targets in the CNS of wild type and Tetnull larvae. In line with our hypothesis, H3K27me3 

levels remained unchanged on TET target genes (Fig. 5F and Supplementary Figure 10). In 

contrast, H2AK118ub levels were slightly decreased on the genes down-regulated in the 

absence of TET (Fig. 5G), while no change was apparent for up-regulated genes 

(Supplementary Figure 10). TET thus contributes to Ph recruitment and H2AK118ub 

deposition on the genes it activates. 

Finally, we assessed the impact of Ph loss on TET recruitment (Fig. 5H). We found that 

TET binding to Choline acetyltransferase (ChAT) or dachs (d), which do not contain Ph binding 

sites and are not regulated by TET, was not affected upon ph knock-down. However, on genes 

activated by TET and harboring a Ph binding site, such as slit, otk or aos, we observed a strong 

reduction of TET binding. These results indicate that TET and Ph could promote/stabilize each 

other binding to activate TET target genes. 

Altogether, these data strongly support our conclusion that TET specifically interacts 

with PRC1 but not with PRC2 in the larval CNS and are consistent with a model whereby TET 

cooperates with PRC1 to induce the transactivation of its target genes independently of its 

enzymatic activity. 

 

Discussion 

 



Figure 5. TET and PRC1 interact and promote each other binding to TET target genes. (H) ChIP-

qPCR for TET-GFP in dissected CNS from tub-GAL4,tub-GAL80ts,TET-GFP third instar larvae 

expressing an RNAi against w or ph since the second larval stage. Analysis of TET recruitment to 

genes containing a TET binding site which are not regulated by TET (ChAT, d) or activated by TET 

independently of its enzymatic activity (sli, DIP-n, otk, aos, otk, Dscam3). PGRP-LE and Ras64B 

served as controls that do not contain TET binding sites. Mock ChIP were performed with IgGs. 

Student’s t-test was performed between RNAi w and RNAi ph conditions. * p<0.01; ** p<0.001. 
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In contrast to vertebrates and many other species, drosophila genome does not code 

for 5mC DNA methyltransferase and is largely devoid of this epigenetic mark, suggesting that 

TET may rather act via a non-canonical mode of action in this model organism. In this study, 

we investigated how drosophila TET regulates gene expression in the larval CNS. Our data 

show that TET acts mainly in a catalytic-independent manner to ensure the proper 

development of the larval CNS. At the molecular level, TET largely colocalizes with PcG 

proteins genome-wide and interacts with the PRC1 component Ph but not with the PRC2 

component E(z). Furthermore, our results suggest that TET acts specifically with PRC1 to 

activate gene expression in a catalytic-independent manner. 

Previous works using Tet null or hypomorphic alleles as well as RNAi-mediated knock-

down showed that TET expression is critical for larval CNS development (Delatte et al., 2016; 

Frey et al., 2022; Ismail et al., 2019). While antibody-based approaches suggested that TET 

loss was associated with an increase in 6mA levels in DNA (Frey et al., 2022; Ismail et al., 2019) 

or a decrease in hm5C levels in RNA (Delatte et al., 2016; Ismail et al., 2019), the functional 

importance of TET enzymatic activity was not assessed. Our data show that abolishing TET 

catalytic activity does not recapitulate the CNS phenotypes observed in Tet null mutant larvae. 

Indeed, the large majority of the genes deregulated in Tetnull was not affected in TetCD, 

indicating that TET mostly act in an enzymatic-independent manner to control larval CNS 

development. In particular, several genes implicated in axon guidance were only deregulated 

in Tetnull, which is consistent with the axonal projection defects observed specifically in this 

condition. Similarly, the EGFR pathway, which controls the development of ventral midline 

glial cells (Gallio et al., 2004; Scholz et al., 1997), was also affected only in Tetnull. Interestingly 

too, recent single-cell transcriptomic experiments indicate that Tet is enriched in larval and 

adult astrocytes (Allen et al., 2020; Corrales et al., 2022; Dillon et al., 2022), and several 

astrocyte markers, such as Gaba transporter (Gat), heartless (htl) and stumps are down-

regulated specifically in Tetnull, suggesting that TET could control the development of this glial 

cell population in a catalytic-independent manner. Indeed, the fibroblast growth factor 

receptor Htl and its adaptor Stumps are required for astrocyte development and the down-

regulation of Gat or astrocyte ablation leads to crawling and muscular contraction defects 

(Stork et al., 2014) as observed in Tet mutant larvae (Wang et al., 2018). Moreover, astrocytes 

are required for axon pruning in the brain mushroom bodies during pupariation (Hakim et al., 

2014; Tasdemir-Yilmaz and Freeman, 2014) and TET loss is associated with mushroom body 
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abnormalities in the adult (Yao et al., 2018) (Boulet et al., 2023). Hence, essential processes 

underlying CNS formation are controlled by TET independently of its enzymatic activity.  

Still, a number of genes were deregulated in the CNS of TetCD larvae. We cannot rule out 

that the HRD to YRA mutation in the TET catalytic domain might cause unexpected alterations, 

but it does not seem to modify TET recruitment to DNA, consistent with similar analyses on 

TET1 in mouse ESCs (Chrysanthou et al., 2022). Thus, TET probably exerts some of its functions 

via a catalytic-dependent mechanism. Although one might have expected that most genes 

deregulated in TetCD were also affected in Tetnull, there was a limited overlap between the two 

conditions. This likely reflects that CNS cells in TetCD larvae have followed a different 

developmental trajectory as compared to the null condition. Gene set enrichment analyses 

showed that this was accompanied by the up-regulation of genes whose function is not 

directly associated with CNS development or function (tracheal system and cuticle 

development, chitin metabolism…), except for those implicated in sweet taste perception, 

which were also up-regulated in Tetnull. Furthermore, in contrast with Tetnull, genes down-

regulated in TetCD did not exhibit any significant GO enrichment. Hence, the functional 

importance of TET catalytic activity in the CNS appears more limited.  

Based on the current literature, TET catalytic function might be mediated through the 

oxidation of 6mA DNA, m5C RNA or 5mC DNA. We showed recently that the extremely low 

levels of 6mA levels present in the larval CNS (~400 methylated adenines per haplogenome) 

do not increase in the absence of TET and that TET is unable to demethylate 6mA in vitro 

(Boulet et al., 2023). Actually, the capacity of a distant fungal TET homolog to target 6mA 

requires specific amino acids which are not conserved among metazoan TETs (Mu et al., 2022). 

It is thus doubtful that TET catalytic function in the larval CNS is mediated by 6mA 

demethylation. However, it may involve m5C on RNA. Indeed, several publications showed 

that drosophila and mammalian TETs can oxidize m5C into hm5C and thereby control gene 

expression at the post-transcriptional level by regulating transcript stability, mRNA translation 

or tRNA maturation (Basanta-Sanchez et al., 2017; Delatte et al., 2016; Fu et al., 2014; Guallar 

et al., 2018; He et al., 2021; Lan et al., 2020; Li et al., 2023; Shen et al., 2021; Shen et al., 2018). 

Of interest, a recent preprint suggested that TET controls slit expression in the larval CNS by 

oxidizing 5mC in its mRNA (Singh et al., 2023). In contrast, our data rather show that TET binds 

slit regulatory regions and directly activates its transcription independently of its enzymatic 

activity. In particular, we observed no difference in slit RNA or protein levels in TetCD, while 
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both were reduced in Tetnull. Besides, it remains possible that TET targets 5mC DNA in 

drosophila, as very low levels of 5mC (0.001 to 0.03%) have been observed in its genome 

(Boulet et al., 2023; Capuano et al., 2014; Deshmukh et al., 2018; Gowher et al., 2000; 

Rasmussen et al., 2016; Zhang et al., 2015a). Whereas global levels of 5mC are not increased 

in the absence of TET (Boulet et al., 2023; Zhang et al., 2015a) and 5hmC levels are extremely 

low (less than 100 cytosines per genome) (Rasmussen et al., 2016; Zhang et al., 2015a), local 

differences in 5mC/5hmC repartition might affect gene expression, directly or indirectly. The 

absence of 5mC DNA methyltransferase and the lack of a defined methylation pattern in 

drosophila (Raddatz et al., 2013) suggest that cytosine methylation is not an enzyme-regulated 

process and the impact, if any, of 5mC on drosophila genome biology remains to be 

established. Finally, TET might target other yet unknown substrates at the DNA, RNA or 

potentially protein levels. Further experiments beyond the scope of this work will be 

necessary to decipher TET catalytic mode of action in drosophila. 

Focusing on TET enzymatic-independent mode of action, our study highlights an 

unexpected link between TET and Ph/PRC1. The integration of our RNA-seq and ChIP-seq 

results indicates that TET binding mostly promotes gene expression. This conclusion agrees 

with a study in BG3C2 cells and adult brains showing that TET is important for 

neurodevelopmental gene activation and H3K4me3 accumulation (Yao et al., 2018). At the 

molecular level, Yao et al. proposed that TET interacts with Will die slowly (Wds, WDR5 in 

mammals), a component of the COMPASS H3K4 methylation complex, to activate 

transcription and demethylate 6mA in gene bodies to prevent Polycomb recruitment and gene 

repression (Yao et al., 2018). While Wds might also contribute to TET-induced gene activation 

in the larval CNS, we found that TET can activate gene expression in an enzymatic-

independent manner and that the PcG protein Ph is required in this process. Furthermore, our 

data show that TET promotes Ph recruitment and the deposition of H2AK118ub at the genes 

it activates. Conversely, Ph contributes to TET recruitment to DNA, suggesting that these two 

factors cooperate to regulate gene activation in the larval CNS. Previous works in mammals 

showed that TET1 interacts with PRC2 to repress transcription (Chrysanthou et al., 2022; Neri 

et al., 2013; van der Veer et al., 2023; Wu et al., 2011). Larval CNS ChIP-seq data analyses and 

polytene chromosome immunostainings indicate that TET less frequently colocalizes with the 

PRC2 component E(z) than with Ph/PRC1. Moreover, contrary to Ph, E(z) did not co-precipitate 

TET and E(z) knock-down did not affect the expression of TET targets or its recruitment to 
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chromatin. Conversely, TET loss did not seem to modify E(z) binding nor to affect H3K27me3 

deposition. It thus appears that TET does not functionally interact with PRC2 in the larval CNS. 

The presence of high levels of both H3K27me3 and H2AK118ub at TET-activated targets could 

reflect CNS cell type heterogeneity, whereby TET and Ph/PRC1 promote gene expression in 

some cells, whereas E(z)/PRC2 might bind and repress the same genes in other cells. As E(z) 

knock-down was not sufficient to induce an over-expression of the TET targets we tested 

except for otk, other transcriptional regulators are probably required to activate these genes. 

In sum, we propose that TET interacts specifically with Ph/PRC1 to activate gene expression. 

Still, a better understanding of TET-mediated transactivation would benefit from the 

identification of other TET partners and it is anticipated that progress in interactome 

technologies will be instrumental to unveil the non-canonical mode(s) of gene expression 

regulation by TET.  

Since around 50% of TET peaks colocalized with PRC1 and Ph knock-down reduced TET 

binding, TET is most probably recruited there together with PRC1 by the combinatorial action 

of PcG recruiters such as GAF or Cg, which are strong PRC1 interactors (Chetverina et al., 

2022). However, other determinants could be involved. For instance, interactions with non-

coding RNA (ncRNA) might be important for TET/PRC1 recruitment. Along that line, in 

mammals both TET proteins and PRC1 can interact with ncRNA and are recruited to R-loops 

(Arab et al., 2019; Cerase and Tartaglia, 2020; Lan et al., 2020; Shukla et al., 2022; Skourti-

Stathaki et al., 2019; Zhang et al., 2021). Furthermore, other transcription factors or chromatin 

features likely contribute to TET recruitment. Notably, we observed consensus binding sites 

for Tango in ~6% of TET peaks, including in slit. As Tango directly activates the expression of 

slit in the ventral midline glia (Sonnenfeld et al., 1997), it could help target TET/PRC1 to this 

gene. Along that line, Tango is the homolog of hypoxia-inducible factor 1ß (HIF1ß) which 

dimerizes with HIF1α, and it was shown that TET1 interacts with and serves as a coactivator 

for HIF1α independently of its enzymatic activity in cell culture (Tsai et al., 2014; Yang et al., 

2023).  

Of note, our data bring further evidence that PRC1 can function independently of PRC2 

and contribute to gene activation (Giner-Laguarda and Vidal, 2020). Indeed, besides the 

typical implication of both complexes in gene repression at PRE and H3K27me3 domains 

(Blackledge and Klose, 2021; Parreno et al., 2022), PRC1 was shown to bind active genes and 

promote their transcription independently of PRC2 (Cohen et al., 2019; Loubiere et al., 2016; 



 

  



 104 

Loubiere et al., 2020; Morey et al., 2015; Pherson et al., 2017; Schaaf et al., 2013). Yet, how 

PRC1 mediates gene activation is still unclear. Notably, it was shown that PRC1 can assist 

transcription by modulating RNA polymerase II phosphorylation or the pausing-elongation 

factor Spt5 occupancy (Pherson et al., 2017), and it can contribute to specific chromatin loops 

favoring promoter/enhancer interactions (Loubiere et al., 2020). It is tempting to speculate 

that similar mechanisms could underlie the Ph-dependent activation of TET target genes. 

However, further investigations along those lines are hindered by larval CNS cellular 

heterogeneity and the accumulation of defects over time. It is anticipated that the 

development of lineage-restricted chromatin profiling approaches such as NanoDam (Tang et 

al., 2022) as well as acute depletion techniques based on Auxin Induced Degron (Bence et al., 

2017) will be instrumental to gain a finer resolution of TET and PRC1 impact and mode of 

action in vivo. 

In conclusion, our work brings strong evidence that TET acts in an enzymatic-

independent process to control drosophila CNS development and reveals an unexpected link 

between TET and PRC1 for gene activation in vivo. Given the conservation of these factors 

across evolution and their multiple roles during normal development and in diseases, it will 

be interesting to decipher more precisely the molecular mechanisms underlying their mode(s) 

of cooperation. 
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Supplementary Figure S1. Principal 

component analysis of wild type 

(wt), Tetnull and TetCD RNA-seq 

quadruplicates. 

Supplementary Figure S2. 

Analyses of TETCD-GFP ChIP-

seq peaks repartition in the 

drosophila genome. (A) Pie 

chart of TETCD-GFP peaks 

distribution according to 

RefSeq genomic annotations. 

(B) Heatmap showing TETCD-

GFP enrichment according to 

genomic features. 

Supplementary Figure S3. 

Proportion of TET ChIP-seq 

peaks associated with each 

of the 6 chromatin states 

defined using ChromHHM 

in Fig. 2E. 



 

Supplementary Figure S4. 

Enrichment of H3K4me3 CUT 

&RUN signals on differentially 

expressed (down-regulated: left 

panel, up-regulated: right panel) 

TET+ target genes in the CNS of wt 

(green) or TetCD (pink) larvae. TSS: 

transcription start site. 

Supplementary Figure S5. (A) Heatmap showing ChIP-seq or CUT&RUN signals for various proteins 

or histone modifications surrounding TET binding sites ±5kb. All ChIP-seq and CUT&RUN signals are 

from third instar larval CNS. K-mean clustering was performed using histone marks as well as RNA 

pol II and HP1a signals. (B) Heatmap of the CNS larval chromatin states. Developmental and 

housekeeping enhancers were identified with the ChromHMM package using ChIP-seq or 

CUT&RUN signals for H3K4me1, H3K4me3, H3K27Ac, GAF and CP190. States 3 and 5 correspond 

respectively to developmental or housekeeping enhancers, as confirmed by the projection of the 

STARR-seq signals from the neuronal cell line BG3-c2 cells for these two categories of enhancers. 

B 



  

Supplementary Figure S6. (A) 

Immunostaining against GFP showing 

the expression of the endogenous TET 

protein tagged with GFP (TET-GFP 

knock-in) in the larval salivary gland 

(SG) and surrounding fat body (FB). 

Left panel: DAPI and GFP. Right panel: 

GFP only. (B) Immunostaining against 

HA on salivary gland polytene 

chromosomes showing the ectopically 

expressed HA-tagged TET protein 

(sgs3-GAL4; UAS-HA-TET). DNA was 

stained with DAPI. 

Supplementary Figure S7. (A) IGV tracks 

showing the distinct binding pattern of TET, Ph 

and E(z) on otk. (B) Proportion of TET+ genes 

down-regulated in Tetnull larval CNS where at 

least one Ph or E(z) peak is aligned with TET 

peaks. 



  

Supplementary Figure S8. Left panels: immunostaining showing Slit expression in the ventral nerve 

cord of third instar larvae of the indicated genotypes. Scale bar 50 µm. Right panel: quantification 

of Slit levels. ****: One-way ANOVA p<0.0001. The re-expression of TET in the ventral midline of 

Tetnull larvae using the sim-GAL4 driver is sufficient to rescue SLIT expression. 

Supplementary Figure S9. tub-GAL4, tub-GAL80ts individuals carrying UAS-RNAi transgene directed 

against white (w), ph or E(z) were raised at 18°C for 104 h then switched at 29°C for 48 h and their 

CNS were dissected. (A, B) Quantifications by western blot of Ph and E(z) relative protein levels in 

the larval CNS (cf. Fig. 4K). Student’s t-test ****: p<0.0001, **: p<0.01. (C-F) Immunostaining 

showing Slit expression in the ventral nerve cord of third instar larvae of the indicated genotypes 

(C-E) and corresponding quantifications of Slit levels in the ventral midline (F). Scale bar 50 µm. 

One-way ANOVA **: p<0.01, n.s. non-significant. 



  

Supplementary Figure S10. Enrichment of H3K27me3 (left panel) and H2AK118ub (right 

panel) CUT&RUN signals in the CNS from wild type (wt, blue) or Tetnull (red) larvae on TET 

target genes up-regulated in the absence of TET expression. TSS: transcription start site. 

TTS: transcription termination site. 



 

  



 

 

Transcript Forward primer sequence Reverse Primer sequence

gapdh AATCAAGGCTAAGGTCGAGGAG TAACCGAACTCGTTGTCGTACC

sli GATTCCTTCGCAGTGCCAC ACGCTGGTCAGACTCTTCTC

otk CTCGTTCTGGTCAAAGCCCT CCAGCAGGAACTGCTTGAGA

ru CCTTAGCTATGCCCTGCTCC AGCAAGGCGTAAACTCCTCC

Pura GTGGAGGTGGAATCAAGGGG TGGATGCACTCGTCGTTGAA

tap GTTCGGACGAATGTTCCCCT TGGACTCCTGCTGGGGATTA

Dscam3 AATAACAGCAGCAAGGGGCT CAGCGCCTTTTCCAGGACTA

eve CTCGCCAAATGAATGCCTATC GTGCGATAGCGGCGTAC

abd-b TTCGAGCAGCAACCACAACCAC CAAGGGTCACTGGTGCATCTTG

Locus Forward primer sequence Reverse Primer sequence

pgrp-le CCTGGTGAATGATAGCTTACTCTG CTTACTCAAAACCGAAGAGATCG

Ras64B GAGGGATTCCTGCTCGTCTTCG GTCGCACTTGTTACCCACCATC

ChAT ATCATGCCCATCGACATCCT GGCGGGGTCATAACATTGTC

sli (promoter/Ez qChIP) AGTTGTACTACACACATTG CTGGTTCAAAGAACCAGTTC

sli (intron/TET-GFP & Ph qChIP) AGACTTCAGTTAACCGTGTGC ATCTTACGTCTGGGTCGGG

aos CCGGTCTCTTTCACAGTCTT CGCGGTTTGTATGCAGGTAA

DIP-eta TGTTGTTGCTGGGCCACATT TTCACGCGCCCAAAAGTATG

antp TGGCCGAGTTTATATCGAAGCG CGGCCAACTTGTGTTGTTGTTC

eve AGATGGCATGTGGCTCTCTCCC TTTGGGTCTGAGGCGGTTCC

bxd GCCATAACGGCAGAACCAAAG ATGAGGCCATCTCAGTCGC

otk TCCTCTTGGCTGGGCTTAAC TGTTCCCTCGTCTCGTATCG

dachs TACCTTCGAACGTCCAGACC ATGCTGTCCTCGAACTTGGA

dscam3 TGGCTGAGGTTAAACGTTCC CGATTCAACAGCTCCGTCT

Gprk2 ATGGTGTAGGGCTGTTGGAA CCATACCAACAGCGACACAG

CenG1A CGTTGCCAGGACATTCTACC TTACCTGGACCGAATGCCTG

CG42747 ATTCCTGTGAGCCGAACTTC TGAAGAGAGTGGGGAACGAG

CG7991 GAAGACCTCCTGCTCCACTT ATCCTCCTGGCCAGATGATG

RT-qPCR

qChIP

Primers

Antibody Ref. Species Experiment

anti-GFP Abcam (ab290) Rabbit ChIP (1:200)

anti-GFP Takara (JL-8) Mouse WB (1:1000)

anti-Tub Sigma (DM1A) Mouse WB (1:1000)

anti-Ph (Grimaud et al., 2006) Goat

ChIP (1:200)

IP (1:200)

WB (1:1000)

Immunostaining (1:200)

anti-Ez (Gambetta et al., 2009) Rabbit

ChIP (1:200)

IP (1:200)

WB (1:1000)

Immunostaining (1:200)

anti-Pho (Brown et al., 2003) Rabbit WB (1:1000)

anti-H3K4me3 Abcam (ab8580) Rabbit Cut&Run (1:100)

anti-H3K27ac Abcam (ab4729) Rabbit Cut&Run (1:100)

anti-H3K27me3 Active Motif (39055) Rabbit Cut&Run (1:100)

anti-H2AubK118 Cell Signaling (D27C4) Rabbit Cut&Run (1:100)

anti-Fas3 DSHB (7G10) Mouse Immunostaing (1:100)

anti-SLIT DSHB (C555.6D) Mouse Immunostaing (1:50)

anti-HA Sigma (#11867423001) Rat Immunostaing (1:1000)

anti-IgG Alexa Fluor 488 Invitrogen Donkey Immunostaining (1:1000)

anti-IgG Cy3 Jackson ImmunoResearch Donkey Immunostaing (1:1000)

Antibodies

Supplementary Table 1. List of primers and antibodies used in this study. 



  

Supplementary Table 2. List of differentially expressed genes between Tetnull and wild type third 

instar larval CNS. 

Supplementary Table 3. List of differentially expressed genes between TetCD and wild type third 

instar larval CNS. 

Supplementary Table 4. Enriched Gene Ontology terms for differentially expressed genes in the 

CNS of Tetnull or TetCD larvae. 

Les tableaux suivants sont trop volumineux pour être intégrés au manuscrit et ne sont disponibles 

qu’en format informatique : 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 50. Validation du knock-down de Tet. (A-

D) Expression de TET-GFP dans le cerveau central 

(CB) (A,B) et la chaine nerveuse ventrale (VNC) 

(C,D) en contexte Tet-GFP (A,C) et Tet-GFP, 

Tub>ARNi Tet (B,D). Barre d’échelle : 50µm. (E) 

Pourcentage d’éclosion des adultes en contexte 

knock-down pour Tet (UAS-ARNi) avec les pilotes 

Act5C-Gal4, nSyb-Gal4, wor-Gal4 et sim-Gal4. 

Figure 51. Impact de la perte de Tet et Polycomb sur les connexions des neurones Fas3+ dans la 

VNC. Marquage Fas3 dans la VNC de larves knock-down pour Tet dans (A) les neurones, (B) les 

neuroblastes, et (C) les cellules gliales, ou mutantes pour(F,J) Pc, (G,K) Su(z)12, et/ou (I,J,K) Tet. 

(D,H,L) Quantification des défauts observés. Les flèches blanches indiquent des défauts. Barre 

d’échelle : 25µm. Test exact de Fisher (D,H) ou d’ajustement du Khi2 (L). 

E 
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3. Résultats complémentaires 

 
3.1. Rôle de Tet dans le système nerveux central larvaire 

 
Des données de scRNA-seq générées en SNC larvaire (Dillon et al. 2022), ainsi que des 

immunomarquages réalisés à divers stades développementaux montrent que Tet est exprimé 

dans différents types cellulaires au sein du SNC (Delatte et al. 2016; F. Wang et al. 2018; Yao 

et al. 2018; Ismail et al. 2020; Frey et al. 2022). Pour tester l’importance fonctionnelle de Tet 

dans les différents types cellulaires du SNC larvaire, nous avons utilisé le système UAS/Gal4 

couplé à un ARNi dirigé contre Tet pour induire un knock-down conditionnel. Le knock-down 

constitutif de Tet grâce au pilote Act5C permet d’abolir l’expression de TET (Fig.50A-D), et 

induit une létalité au stade pupal (Fig.50E). Ainsi le knock-down de Tet phénocopie la létalité 

observée en contexte Tet null. En revanche, un knock-down conditionnel dans les neurones 

matures (nSyb-Gal4), les cellules gliales (repo-Gal4), les NB (wor-Gal4) ou les cellules de la 

ligne médiane (sim-Gal4) n’induit aucune létalité (Fig.50E), suggérant que ce phénotype n’est 

pas dû à une contribution spécifique de Tet dans l’un des types cellulaires majeurs du SNC. De 

plus, un marquage Fas3 dans la VNC en condition knock-down pour Tet dans les NB révèle des 

défauts de guidance axonal similaires à ceux observés en contexte Tet null (Fig.51A-D). Ces 

défauts n’ont pas été observés quand l’expression de Tet est inhibée spécifiquement dans les 

neurones ou les cellules gliales. Ce résultat suggère donc que ces défauts sont dus à une 

contribution spécifique de Tet dans les NB. 

Afin de tester si, à l’image de Tet, le complexe Polycomb est également impliqué dans 

les connexions des neurones dans la VNC, un immunomarquage Fas3 a été réalisé sur des SNC 

larvaires en contexte Pc3/+ et Su(z)123/+. Les résultats montrent que seul les mutants Pc3/+ 

présentent des défauts de connexion axonal (Fig.51E-H), suggérant que PRC1 est également 

impliqué dans ce phénomène indépendamment de PRC2. De façon intéressante, les doubles 

mutants Pc3/+, Tet-/- présentent plus de défauts que le mutant Tet-/- (Fig.51I-L), suggérant une 

interaction génétique entre Tet et Pc. La mutation Su(z)123, elle, ne semble pas aggraver les 

phénotypes associés à la perte de Tet. 

Une étude récente montre que dans un contexte déficient pour Tet, le nombre de 

cellules gliales (positives pour le marqueur Repo) dans le cerveau central larvaire est plus 

important du fait d’une augmentation de la prolifération de ces cellules (Frey et al. 2022). 

Contrairement à ces résultats, nos données indiquent que le nombre de cellules gliales Repo+ 



 

 

 

Figure 52. Nombre de cellules gliales dans le CB des mutants Tet. Marquage Repo dans le CB en 

condition (A) WT, (B) Tetnull et (C) TetCD. Barre d’échelle : 50µm. (D) Quantification par Imaris du 

nombre de cellules Repo+ par hémisphère. Barre d’échelle : 50µm. Test one-way ANOVA **** : 

p<0,0001. 

Tableau 1. Viabilité des mouches 

surexprimant TET-L ou TET-C avec 

différents pilotes. 

Figure 53. La réexpres-

sion de TET-C restaure 

les niveaux de SLIT dans 

la VNC. (A-E) Marquage 

Slit dans la VNC en 

condition WT ou Tet null 

avec ou sans les trans-

gènes UAS:TET-C et sim-

Gal4. (F) Quantifications 

correspondantes de Slit 

pour chaque génotype. 

Barre d’échel-le : 50µm. 

Test one-way ANOVA. 

**** : p<0.0001 

Figure 54. Colocalisation entre TET-C et Ph sur chromosomes polytènes. Marquages 

HA et Ph sur des chromosomes polytènes de larves sgs3>HA-TET-C. Les flèches blanches 

montrent des loci sur lesquels TET-C et Ph colocalisent. Barre d’échelle : 10µm. 
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diminue significativement en contexte Tetnull/null (Fig.52). De plus, le nombre de cellules Repo+ 

n’est pas altéré en contexte TetCD/CD (Fig.52), démontrant que Tet pourrait contrôler le 

développement des cellules gliales indépendamment de son activité catalytique. 

Le gène Tet code pour deux isoformes protéiques. Le premier correspond à une protéine 

TET « pleine taille » (2921 acides aminés) alors que le second correspond à une protéine plus 

courte (2056 acides aminés) dépourvue notamment du domaine CXXC. Les domaines 

d’expression relatifs de ces deux isoformes et leurs fonctions respectives restent encore mal 

déterminés. Néanmoins, les données de l’équipe et de la littérature (Ismail et al. 2019; Frey 

et al. 2022) suggèrent que, dans les différents tissues larvaires, l’isoforme longue a un patron 

d’expression plus restreint que l’isoforme courte, mais qu’elle est fortement exprimée dans 

le SNC. 

Pour tester l’importance fonctionnelle des deux isoformes protéiques de TET dans le 

SNC, le système UAS/Gal4 a été utilisé pour surexprimer TET-long (TET-L) ou TET-court (TET-

C). De manière intéressante, la surexpression de TET-L mais pas celle de TET-C est létale avec 

les pilotes nSyb-Gal4 et repo-Gal4 (Table.1). Cela suggère que des niveaux trop élevés ou 

ectopiques de TET-L sont toxiques pour les cellules ou induisent des effets délétères au cours 

du développement, alors que ce n’est pas le cas pour TET-C. D’autre part, nos résultats 

indiquent que l’expression de TET-L dans les cellules de la ligne médiane du SNC en contexte 

Tet null est suffisante pour restaurer les niveaux de Slit (cf. manuscrit 2, Figure S8). De manière 

intéressante, l’expression de TET-C dans les cellules médianes en contexte Tet null permet 

également de restaurer les niveaux de Slit (Fig.53), suggérant une redondance fonctionnelle 

entre les deux isoformes pour la régulation de l’expression de sli. 

Enfin, l’expression de TET-C dans les glandes salivaires (sgs3-Gal4) montre que cette 

isoforme se fixent également à la chromatine des chromosomes polytènes (Fig.54A) et 

colocalise avec Ph (Fig.54B-D), comme TET-L (cf. manuscrit 2, Figure 3 et S6). Le domaine CXXC 

de TET ne semble donc pas nécessaire au recrutement de TET à la chromatine ni à sa 

colocalisation avec PRC1. 

 

3.2. Rôle de Tet dans la structure 3D de l’ADN 
 

Le recrutement du complexe PRC1 a récemment été corrélé avec la formation de 

boucles d’ADN (i.e. des interactions longues distances entre deux positions génomiques), les 



 

 

 

 

 

Figure 55. TET n’exerce pas d’effet insulator. (A) Capture de HiC montrant les TADs sur une portion 

du chromosome 2L. (B) Nombre de TADs en contexte WT et Tetnull. (C) Nombre de frontières ayant 

un pic de TET et (D) nombre de pics de TET présents au niveau des frontières entre deux TADs. 

Enrichissement des facteurs (E) CTCF, (F) CP190 et (G) TET au centre des bordures de TADs +/-10kb. 

(H) Score d’insulation au niveau des pics de CTCF, CP190 et TET +/-100kb. (I) Comparaison entre les 

scores d’insulation WT et Tetnull au niveau des pics de CTCF, CP190 et TET. 
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différentes sous-unités et recruteurs du complexe PRC1 étant enrichis aux ancres des boucles. 

Ainsi il a été proposé que le complexe PRC1 pourrait participer à l’activation de gènes 

développementaux par le rapprochement de séquences régulatrices et de promoteurs lors de 

transitions développementales (Gutierrez-Perez et al. 2019; Loubiere et al. 2020). De plus, une 

étude récente montre que la perte des gènes Tet2 et 3 est associée à des remaniements de 

contacts longues distances impliquant le facteur insulator CTCF dans des kératinocytes de type 

I (G.-D. Chen et al. 2023). 

Pour tester l’implication éventuelle de Tet dans l’établissement des structures 3D de 

l’ADN dans le SNC larvaire chez la Drosophile, nous avons généré, en collaboration avec 

l’équipe du Dr. G Cavalli (IGH, Montpellier), des données de HiC de haute résolution (2kb) dans 

ce tissu en condition WT et Tetnull (en duplicats, 500 millions de reads/échantillon). 

Premièrement, l’inspection visuelle des cartes de HiC montre que le paysage tridimensionnel 

de la chromatine n’est pas drastiquement impacté suite à la perte de Tet (Fig.55A). En ce sens, 

2288 et 2310 TADs ont été respectivement détectés en contexte WT et Tetnull en utilisant 

HiCExplorer (Ramírez et al. 2018) (Fig.55B). A noter que le nombre de TADs observé dans nos 

expériences est cohérent avec celui obtenu dans une étude précédente (2126 TADs dans les 

cellules Kc (Eagen, Aiden, et Kornberg 2017)). L’intégration des données de ChIP-seq de TET 

montre que 26,4% des frontières entre TADs sont liées par TET (Fig.55C), néanmoins cela ne 

représente que 8.5% des peaks de TET (Fig.55D) indiquant que TET est majoritairement 

localisé à l’intérieur de ces domaines. En ce sens, l’analyse du signal de ChIP montre que TET 

n’est pas enrichi aux bordures de TADs en comparaison des facteurs insulators CTCF et Cp190 

(Fig.55E-G), des protéines se liant principalement sur ces frontières (Kaushal et al. 2021; 2022). 

Enfin, le score d’insulation, qui reflète le nombre d’interactions entre chaque position 

génomique (Crane et al. 2015), a été calculé sur l’ensemble du génome. Les sites de fixations 

de TET ne sont pas associés à un enrichissement négatif central du score d’insulation (Fig.55H), 

et sa perte n’est pas non plus associée à une modification de ce score (Fig.55I), indiquant que 

Tet n’exerce pas d’effet insulator au niveau global. 

La présence de TET aux sites d’ancrage des boucles Polycomb a aussi été analysée. La 

détection des boucles d’ADN en utilisant SIP (Rowley et al. 2020) nous a permis de détecter 

182 boucles d’ADN montrant un enrichissement central du score de HiC (z-score) (Fig.56A-B) ; 

un nombre similaire à celui détecté dans d’autres tissus dont le disque d’œil et les cellules S2 

(Gutierrez-Perez et al. 2019; Loubiere et al. 2020). Parmi ces boucles, 127 possèdent un site 



 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 56. TET se lie aux ancres des boucles Polycomb. (A) Metaplot représentant le score 

d’interaction (z-score) aux ancres des boucles d’ADN détectées par SIP. (B) Nombre de boucle 

d’ADN présentant un pic de Ph sur les deux ancres. (C) Nombres de boucles Polycomb liées par TET 

sur les deux ancres. (D) Enrichissement de TET et Ph au niveau des ancres des boucles Polycomb. 

(E) Capture de HiC montrant une boucle Polycomb liée par TET et reliant les promoteurs des gènes 

NetA et NetB. (F) Metaplot représentant le score d’interaction moyen au boucles Polycomb en 

contexte WT (gauche) et Tetnull (droite). (G) MA-plot représentant la différence de niveau 

d’interaction pour chaque boucle Polycomb. 
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de fixation pour Ph aux deux ancres, et ont donc été définies comme boucles Polycomb 

(Fig.56B). 53.5% (68) d’entre-elles possèdent un site de fixation pour TET également aux deux 

ancres (Fig.56C). De plus, TET est enrichi aux ancres gauches et droites des boucles d’ADN 

(Fig.56D), comme observé sur la boucle reliant les promoteurs des gènes NetA et NetB 

(Fig.56E). Ces résultats suggèrent que TET peut être recruté aux boucles Polycomb, mais que 

cela n’est pas systématique. De plus, la perte de Tet n’a pas d’impact global sur la fréquence 

d’interaction de ces boucles (Fig.56F), et individuellement très peu de boucles ont une 

fréquence de contact fortement impactée par la perte de Tet (Fig.56G), suggérant que Tet 

n’est pas requis pour la stabilité et/ou la mise en place de ces interactions. 
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1. TET ne déméthyle pas la marque 6mA 

 

Nos résultats indiquent par différentes méthodes indépendantes d’anticorps que la 

perte de Tet n’est pas associée à une augmentation des niveaux de 6mA comme 

précédemment décrit dans différents tissus chez la Drosophile (Yao et al. 2018; G. Zhang et al. 

2015; Ismail et al. 2019). Cependant, la plupart des études de la marque 6mA chez la 

Drosophile ont eu recours à des approches dépendantes d’anticorps tel que le DIP-seq ou le 

dot-blot. Comme évoqué dans l’introduction, l’utilisation d’anticorps pose des questions 

quant à leur spécificité (Bochtler et Fernandes 2021). 

En effet, ces anticorps discriminent faiblement (ou pas du tout) les 6mA des m6A, 

impliquant que des traces d’ARN (sur lesquels la marque m6A est abondante) peut biaiser les 

niveaux de 6mA détectés. En ce sens, de nombreux ARN sont localisés au niveau de l’ADN 

comme les R-loops qui sont des hybrides ADN-ARN et peuvent présenter la modification 6mA. 

De récentes études montrent que TET peut justement être recruté aux sites formant des R-

loops (Arab et al. 2019; Sabino et al. 2022) et qu’un nombre important de R-loops ne sont pas 

résolues en absence de TET (Shukla et al. 2022). Du fait de la faible discrimination entre 6mA 

et m6A par les anticorps anti-6mA, il est donc imaginable que des variations artéfactuelles des 

niveaux de 6mA puissent être observées à l’échelle génomique dans des régions retenant des 

R-loops en absence de TET. De plus, des lectures (« reads ») correspondant à des jonctions 

exon-exon ont été détectées dans des expériences de DIP-seq au niveau de sites enrichis en 

6mA, suggérant que des contaminations ARN peuvent être à l’origine de faux positifs 

(Douvlataniotis et al. 2020). Bien qu’un traitement avec la RNAse A soit préconisé dans ce type 

d’expérience, cette famille de RNAse dégrade préférentiellement les ARN simple brin, et ne 

permet donc pas une élimination complète des ARN impliqués dans les structures hybrides 

ARN:ADN telles que les R-loops (Z. Z. Zhang et al. 2015). Ainsi, un traitement complémentaire 

à la RNAse H est nécessaire pour éliminer complètement les ARN présents au niveau des R-

loops (Cerritelli, Sakhuja, et Crouch 2022). A noter que ces traitements ne sont pas décrits 

dans les méthodes des publications ayant détecté un impact de Tet sur le niveau et la 

répartition génomique des  6mA (S. He et al. 2019; Yao et al. 2018; G. Zhang et al. 2015). 

Par ailleurs, la reconnaissance des adénines non modifiées par ces anticorps est 

également préoccupante, puisque pour des taux de 6mA de l’ordre de 10ppm comme ceux 

communément retrouvés chez les métazoaires, une préférence de 100 000 fois pour la 
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marque 6mA par rapport à une adénine non méthylée est requise pour détecter correctement 

la modification. Cependant, une étude montre que les anticorps commerciaux ont une 

préférence qui n’est que 300 fois supérieure pour la 6mA (Douvlataniotis et al. 2020). Très 

récemment, il a été montré que les anticorps anti-6mA utilisés ne présentaient qu’une très 

faible sélectivité pour la marque, limitant leur potentiel d’utilisation chez les eucaryotes 

(Debo, Mallory, et Stergachis 2023). Néanmoins, cette étude montre que l’un des anticorps 

commerciaux testés est suffisamment spécifique pour permettre une reconnaissance de la 

marque jusqu’à des niveaux d’environ 10ppm. L’utilisation de cet anticorps révèle d’une part 

par Dot-Blot que les niveaux de 6mA sont très faibles dans l’embryon de Drosophile à 45min 

de développement. D’autre part, des expériences de DIP-seq sur ce même tissu et avec ce 

même anticorps montrent que les enrichissements de 6mA sont rares et aspécifiques (Debo, 

Mallory, et Stergachis 2023). Chez la Drosophile, les niveaux de 6mA ont été estimés entre 6 

et 26 ppm notamment dans le cerveau adulte et les ovaires (Yao et al. 2018; G. Zhang et al. 

2015). Ces niveaux sont donc trop faibles pour permettre une reconnaissance fiable de la 

marque par un anticorps anti-6mA. 

Une autre méthode qui permet de mesurer les niveaux précis de 6mA dans un 

échantillon d’ADN est la UHPC-MS/MS. Le principal biais associé à cette technique correspond 

aux contaminations d’origine bactérienne qui induisent une surestimation des niveaux de 

6mA (O’Brown et al. 2019). Une étude récente a ainsi montré que les niveaux « élevés » de 

6mA relevés par Zhang et collaborateurs (Yao et al. 2018; G. Zhang et al. 2015) au tout début 

de l’embryogenèse sont probablement dus à des contaminations bactériennes (Kong et al 

2022). Un élément permettant d’expliquer les variations des niveaux de 6mA entre différents 

fonds génétiques est lié à la quantité de bactéries présentes entre les lignées. L’endosymbiote 

Wolbachia par exemple, est communément retrouvé dans les lignées de Drosophile, dans 

lesquelles cette bactérie intracellulaire colonise les ovaires. Pour pallier ces problèmes, nous 

avons généré des mouches axéniques (i.e. dépourvues de toute contamination bactérienne et 

entretenues sur un milieu stérile). De plus, afin d’éviter l’apport d’une source potentielle de 

6mA via le milieu de culture (qui contient notamment de la levure et de la farine de maïs), 

nous avons élevé ces mouches sur un milieu synthétique (ou « holidique »). Nos résultats ne 

montrent pas de différence dans les niveaux de 6mA entre milieu classique et synthétique 

dans le SNC, suggérant que l’apport de 6mA exogène n’est pas un problème majeur au sein 

de ce tissu. En revanche, la comparaison d’échantillons provenant de mouches élevées en 
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conditions axéniques ou non montrent des différences notables, avec plus de 6mA en 

condition non axénique et aussi une plus forte variabilité entre échantillons. Les différentes 

études ayant attribué à TET un rôle de déméthylation de la marque 6mA n’avaient pas réalisé 

ce type de contrôles. Il est donc possible que les différences de niveaux de 6mA 

précédemment rapportées soient en partie dues à une contamination différentielle des 

lignées utilisées, ou à une contamination exogène apportée au cours de l’expérience. 

Comme seconde méthode d’analyse, nous avons eu recours à la technologie de 

séquençage SMRT-seq (Pacbio) pour à la fois quantifier le niveau de 6mA et déterminer la 

position exacte des 6mA dans le génome de la Drosophile à partir d’ADN extrait du SNC 

larvaire. Cette technologie a déjà été employée pour détecter les 6mA dans le génome 

d’autres métazoaires comme C. elegans (Greer et al. 2015) et dans des cellules ES chez la 

souris (T. P. Wu et al. 2016). Cependant l’utilisation des paramètres standards préconisés par 

PacBio pour détecter les 6mA (mQV>20 et couverture >25x) indique que les taux de cette 

marque dans le SNC larvaire seraient respectivement de 0.158% et 0.172% en contexte WT et 

Tetnull. Ce résultat n’est pas en accord avec nos données de UHPL-MS/MS qui indiquent des 

taux d’environ 0.0005% dans ce tissu, et nous avons observé un très faible niveau de 

réplication de la détection des 6mA entre les triplicats biologiques que nous avons généré, ce 

qui semble confirmer que la détection de 6mA par SMRT-seq est sujette à de nombreux faux 

positifs chez des organismes dont les niveaux en 6mA sont très faibles (Douvlataniotis et al. 

2020; Kong et al. 2022). L’utilisation de paramètres d’identification des 6mA beaucoup plus 

stricts (mQV>100) nous a permis d’augmenter le taux de réplication entre nos trois 

échantillons (~80%) et de diminuer drastiquement le nombre de 6mA détectées. Cependant, 

même dans des conditions strictes, nos analyses ne révèlent aucune différence significative 

dans les niveaux de 6mA estimés entre les conditions WT et Tetnull.  Nous avons aussi étudié 

les caractéristiques génomiques des 6mA identifiées dans ces conditions strictes, mais là 

encore nos résultats n’ont pas révélé de différence significative entre les conditions WT et 

Tetnull (résultats non montrés). 

Enfin, il était important de tester directement, in vitro, l’activité enzymatique de TET vis 

à vis des 6mA sur l’ADN. Nos résultats montrent que si le domaine catalytique de TET de 

Drosophile oxyde très efficacement les 5mC, il est incapable de déméthyler les 6mA dans les 

mêmes conditions expérimentales. Même si on ne peut pas exclure qu’in vivo TET puisse avoir 

une spécificité de substrat différente, l’ensemble de nos résultats nous amène à conclure que 
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TET n’agit pas chez la Drosophile en déméthylant les 6mA, contrairement au modèle proposé 

jusqu’ici. 

 

2. TET agit majoritairement via un mode d’action non-enzymatique 

2.1. Fonction non-enzymatique de Tet 

 

Les études précédentes attribuent la fonction de TET à la déméthylation des marques 

6mA sur l’ADN ou à l’hydroxylation des m5C sur les ARNm chez la Drosophile. Cependant, les 

expériences des publications précédentes ont été réalisées avec des allèles mutants « null » 

ou en condition knock-down pour Tet et l’importance de l’activité catalytique de TET n’a pas 

été évaluée directement dans ces études. L’utilisation d’un mutant de Tet (TetCD)) dépourvu 

d’activité catalytique nous a permis de montrer que son activité catalytique n’est pas requise 

pour le développement de la Drosophile. En effet, le mutant TetCD ne récapitule pas les 

phénotypes observés en contexte Tetnull (i.e. létalité au stade pupe ou péri-éclosion, ovaires 

atrophiées, défauts de projection des corps pédonculés dans le cerveau, port des ailes « held 

out »). Au niveau du transcriptome dans le SNC larvaire, seuls ~30% des gènes dérégulés en 

contexte Tetnull le sont également en contexte TetCD, suggérant que la majorité des gènes 

contrôlés par Tet le sont par un mode d’action non-catalytique. Les analyses de Gene Ontology 

montrent que les catégories de gènes le plus en lien avec le développement du SNC sont 

spécifiquement enrichies pour la liste de gènes négativement régulés en contexte Tetnull. 

Parmi ces catégories est retrouvée l’adhésion cellulaire, avec des gènes impliqués par exemple 

dans la guidance axonale et la reconnaissance synaptique, faisant écho aux défauts de 

connexion axonale observés seulement chez le mutant null. De même, la voie EGFR qui 

contrôle notamment le développement des cellules de la ligne médianes de la VNC (Gallio et 

al. 2004) est dérégulée spécifiquement dans ce contexte. Ces résultats argumentent en faveur 

d’un mode d’action non-enzymatique de TET dans le développement du SNC. Chez les 

mammifères, plusieurs études ont mis en lumière des fonctions non-catalytiques des enzymes 

de la famille TET (Q. Chen et al. 2013; K. Ito et al. 2019; Chrysanthou et al. 2022). En ce sens, 

le mode d’action non-enzymatique proposé est le recrutement et la stabilisation d’autres 

facteurs à la chromatine comme l’enzyme OGT pour activer la transcription, ou le complexe 

répresseur Sin3A et PRC2 pour réprimer la transcription. De même, nos travaux montrent que 

TET agit avec PRC1 pour activer la transcription de ses gènes cibles indépendamment de son 
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activité catalytique (cf. ci-dessous). A noter que TET agit aussi en bonne partie de façon 

catalytique indépendante pour réprimer l’expression des gènes dans le SNC, mais nous 

n’avons pas caractérisé les mécanismes moléculaires sous-jacents. L’identification des 

partenaires de TET dans ce tissu ou dans des populations de cellules spécifiques pourrait peut-

être aider à éclaircir cet aspect.  

De manière intéressante, l’enzyme épigénétique TET n’est pas la seule à présenter des 

fonctions indépendantes de son activité catalytique. Des travaux précédents de l’équipe 

auxquels j’ai participé démontrent que l’arginine méthyltransférase PRMT5 est nécessaire à 

la formation des vaisseaux sanguins chez le poisson zèbre indépendamment de son activité 

catalytique (Annexe.1) (Quillien et al. 2021). Ainsi, de plus en plus d’études se concentrent sur 

la caractérisation des modes d’action non catalytiques des différentes familles d’enzymes 

épigénétiques (Morgan et Shilatifard 2023). A titre d’exemple, l’activité acétyltransférase de 

Nejire (homologue de p300/CBP chez la Drosophile) et de Gcn5 n’est pas requise pour 

l’activation du génome lors de la transition zygotique chez la Drosophile (Ciabrelli et al. 2023). 

De même, l’analyse différentielle de cellules ES de souris LSD1 KO ou LSD1 CI (catalytique 

inactif) montre que la perte de l’activité histone déméthylase de LSD1 n’impact que 

partiellement la transcription des gènes cibles et l’activité des enhancers proximaux (Zeng et 

al. 2023). Ainsi, la mise au point de mutations ou d’inhibiteurs chimiques permettant de 

spécifiquement abolir l’activité catalytique des enzymes épigénétiques sans altérer leur 

expression permet de révéler des fonctions non-enzymatiques pour ces enzymes et ainsi 

d’atteindre un niveau supérieur dans la compréhension des mécanismes alternatifs par 

lesquels ces facteurs régulent l’expression des gènes. 

 

2.2. Fonction enzymatique de Tet 

 

De manière intéressante, l’incubation du domaine catalytique de TET de Drosophile avec 

des oligonucléotides contenant une 5mC confirme que ce domaine est fonctionnel, puisque 

les différents résidus oxydés (5hmC et 5fC ; le 5caC n’a pas été mesuré) produits suite à 

l’activité des enzymes TET ont été détectés. Curieusement, la perte des DNMT chez les 

diptères, dont fait partie la Drosophile, ne corrèle pas avec une perte de fonction du domaine 

catalytique de TET. De plus, les profils transcriptomiques du SNC larvaire en contextes Tetnull 

et TetCD montrent que 30% des gènes dérégulés en contexte Tetnull le sont également en 
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contexte TetCD. Bien que TET semble réguler l’expression des gènes majoritairement de 

manière enzymatique-indépendante, l’activité catalytique de TET est néanmoins requise pour 

réguler l’expression d’un sous-ensemble de gènes. Cependant, la plupart des gènes dérégulés 

chez le mutant TetCD ne sont pas dérégulés en contexte Tetnull. Une explication possible serait 

que des défauts distincts pourraient avoir été accumulés lors du développement des larves 

TetCD et Tetnull jusqu’à conduire à cette identité transcriptionnelle particulière. En effet, le 

mutant TetCD peut être vu comme un mutant « partiel » pour Tet : seuls les défauts liés à la 

perte de l’activité catalytique de TET s’y manifestent, conduisant à un profil distinct par 

rapport au mutant Tetnull qui aboli l’ensemble des fonctions de Tet (enzymatiques et non-

enzymatiques). Les larves TetCD et Tetnull suivent donc potentiellement deux trajectoires 

développementales différentes, ce qui se reflète au niveau du transcriptome du SNC larvaire. 

L’étude de stades plus précoces du développement permettrait sans doute d’avoir une 

meilleure vision des gènes régulés par TET de façon enzymatique ou non. 

Si nos résultats indiquent que l’activité catalytique de TET semble requise pour une 

partie de sa fonction, l’identité de son substrat reste incertaine. Concernant la méthylation de 

l’ADN, nos résultats montrent que le domaine catalytique de TET est incapable de déméthyler 

des 6mA in vitro après 30 minutes d’incubation (alors qu’il oxyde la même quantité de 5mC 

en moins de 2 minutes). Une incubation plus longue permettrait peut-être de mettre en 

évidence une activité déméthylase, qui serait alors peu efficace et n’expliquerait pas aisément 

l’augmentation drastique des niveaux de 6mA rapportée dans les embryons précoces Tetnull 

(Zhang et al. 2015). De plus, nos mesures d’UHPL-MS/MS révèlent que la marque 5mC est 

faiblement détectée dans le SNC larvaire malgré l’absence de méthyltransférase connue pour 

déposer cette marque chez la Drosophile (Lyko 2018). Bien que le niveau global de 5mC ne 

semble pas dépendre de Tet, il n’est pas à exclure que TET puisse agir localement sur des loci 

contenant du 5mC et influencer l’activité transcriptionnelle des gènes alentours. Cependant, 

les niveaux de 5hmC dans le SNC étant sous le seuil de détection (0.00001%), il semble peu 

probable que l’oxydation des 5mC sous-tende la fonction enzymatique de TET dans ce tissu. 

Concernant l’ARN, nous n’avons pas exploré la possibilité que TET soit impliquée dans 

l’oxydation de la marque m5C. A ce jour deux études menées chez la Drosophile suggèrent 

que TET participerait à l’oxydation des m5C sur les ARNm. La première montre que les niveaux 

de hm5C mesurés par dot blot sont réduits en contexte Tetnull, suggérant que TET est 

impliquée dans le dépôt de cette marque (Delatte et al. 2016). Cependant ces résultats n’ont 
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pas été reproduits par Yao et collaborateurs (2018) qui n’observent pas de variation de niveau 

de m5C ou hm5C en absence de TET par UHPLC-MS/MS. La seconde étude, encore à l’état de 

preprint, propose que TET participe à l’efficacité de la traduction des transcrits slit et robo2 

via le dépôt de hm5C (B. N. Singh et al. 2023). Or, nos résultats indiquent que TET contrôle 

l’expression de slit de manière indépendante de son activité catalytique. En effet, ni le niveau 

d’ARNm ni le niveau de protéine slit ne sont dérégulés en contexte TetCD, alors qu’ils sont 

fortement réduits en contexte Tetnull. Dans leur étude Delatte et al. (2016) comme Singh et al. 

(2023), utilisent un anticorps pour détecter la marque hm5C, ce qui pourrait remettre en 

cause leurs résultats du fait de sa faible spécificité pour la marque lorsque celle-ci est rare. 

Néanmoins, si la diminution du niveau de hm5C décrite sur le transcrit slit en absence de Tet 

est réelle, la régulation indépendante de l’activité catalytique de TET que nous observons 

suggère que ce changement n’est pas directement lié à l’activité enzymatique de TET. Chez 

les mammifères, il a été récemment montré que c’est l’enzyme ALKBH1 qui serait la principale 

responsable de l’oxydation des m5C sur l’ARN (Arguello et al. 2022). Une dérégulation de 

l’activité de l’homologue de cette enzyme chez la drosophile en contexte Tetnull pourrait donc 

affecter le niveau de hm5C sur l’ARNm slit. Il reste concevable aussi que TET régule slit à la 

fois au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel. 

D’autre part, il est possible que TET participe à l’oxydation des m5C sur les ARNt chez la 

Drosophile comme proposé chez les mammifères (C. He et al. 2021; Shen et al. 2021). 

L’oxydation des m5C présents sur les ARNt modifie leur stabilité et leur maturation en tRFs. 

Les tRFs ont été décrits comme étant impliqués dans une grande variété de processus 

biologiques (Su et al. 2020). Par exemple, ces petits ARN peuvent agir comme des ARN 

interférents, suggérant que Tet pourrait indirectement réguler l’expression des gènes à 

l’échelle post-transcriptionnelle via le contrôle des niveaux de tRFs. De manière générale, 

l’étude de la méthylation des ARN par des techniques indépendantes d’anticorps comme les 

techniques de conversions chimiques ou le séquençage Oxford Nanopore permettrait d’avoir 

une vision plus fiable des modifications qui pourraient être affectées en absence de Tet. 

L’avantage de ces techniques est qu’elles confèrent une information positionnelle à la base 

près, et permettent de révéler d’éventuels changements très localisés, par opposition à la 

spectrométrie de masse qui mesure les niveaux globaux d’un échantillon. Il est en effet 

possible que l’oxydation des m5C par TET soit extrêmement localisée ou rare, expliquant 

pourquoi aucune variation des niveaux de cette marque n’est observée à l’échelle globale sur 
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les ARNm par exemple. Enfin il n’est également pas à exclure que TET soit capable d’agir sur 

un autre substrat encore inconnu à l’échelle de l’ADN, de l’ARN, ou d’autres catégories de 

molécules. 

 

3. Mécanisme d’activation transcriptionnelle par TET et PRC1 

 

Nos résultats révèlent une relation fonctionnelle inattendue entre TET et le complexe 

PRC1. En effet ce dernier a historiquement été décrit pour son activité de répression des 

gènes, plus particulièrement dans les domaines réprimés par Polycomb enrichis en marques 

H3K27me3 et H2AK118ub (Kassis, Kennison, et Tamkun 2017). Or, nos données indiquent que 

PRC1 est requis pour l’activation transcriptionnelle de gènes régulés par TET. Bien que le mode 

d’action reste à élucider, de récentes études montrent que le recrutement du complexe PRC1 

corrèle avec l’activation de gènes développementaux et la formation de contacts entre des 

régions génomiques séparées par plusieurs dizaines de kb (Gutierrez-Perez et al. 2019; 

Loubiere et al. 2020). 

De manière intéressante, la fixation de TET1 sur les promoteurs de gènes actifs et 

impliqués dans des interactions génomiques de longues distances a été observée dans des 

cellules de trophoblaste (Senner et al. 2020). De plus, dans des kératinocytes de type I double 

KO Tet2/3, des interactions longues distances avec des gènes Krt sont modifiées et corrèlent 

avec une dérégulation des niveaux des transcrits correspondant (G.-D. Chen et al. 2023). 

Certaines interactions sont moins fréquentes en contexte double KO, alors que d’autres sont 

créées. Dans le cas des interactions dont la fréquence est réduite, une diminution du 

recrutement de CTCF a été décrite, alors que la formation des nouvelles interactions ne 

corrèle ni avec un recrutement aberrant de CTCF, ni avec celui du complexe Polycomb. Ainsi, 

bien que cette étude ne décrive pas le rôle de la protéine TET dans la dynamique de ces 

interactions longues distances, ces données suggèrent que les protéines TET pourraient 

exercer une action dans le contrôle de l’architecture 3D de la chromatine. 

Cependant, si nos données de HiC révèlent que TET se fixe sur une proportion 

importante de boucles d’ADN liées par PRC1, nous n’avons pas pu mettre en évidence 

d’altération de ces structures en absence de TET. Cela suggère que Tet n’est pas requis pour 

l’établissement ou la stabilité de ces structures tridimensionnelles dans le SNC larvaire. De 

plus, de manière générale Tet ne semble pas impliqué dans l’architecture 3D du génome dans 
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ce tissu chez la Drosophile puisque TET ne colocalise que faiblement avec CTCF et CP190 aux 

bordures des TADs, et aucun effet sur leur insulation n’a été observé à l’échelle globale. Une 

possibilité est que TET soit impliquée dans des interactions génomiques plus fines et donc 

difficile à visualiser et à quantifier. L’analyse des interactions enhancer-promoteur à partir de 

données de HiC reste complexe due à l’absence de standard d’analyse bio-informatique bien 

référencé. Néanmoins, d’autres techniques de « Chromatin Conformation Capture » existent 

comme le 3C qui permet de détecter de manière plus résolutive les régions interagissant avec 

un locus donné. La limite de cette technique est qu’elle représente une approche ciblée et 

non globale. Sinon, le développement du Micro-C a très récemment permis de cartographier 

les interactions génomiques avec une résolution au nucléosome près (Slobodyanyuk, 

Cattoglio, et Hsieh 2022). Il est possible que le développement de cette technique permette 

de révéler des interactions encore plus ponctuelles que celles décrites à ce jour. Une autre 

limitation majeure de notre analyse HiC vient du fait que le SNC est un tissu complexe ; nous 

mesurons donc une moyenne d’interactions ADN/ADN dans l’ensemble du tissu. Une analyse 

spécifique des cellules dans lesquelles le gène d’intérêt est régulé par TET serait nécessaire 

pour être sûr de pouvoir mesurer l’impact de cette protéine sur l’organisation chromatinienne 

du locus. 

Par ailleurs, le rôle de Tet dans l’activation de gènes neuronaux a également été décrit 

en cellule BG3C2 (Yao et al. 2018). Cette activation résulte du recrutement par TET de la 

protéine Will Die Slowly (Wds, homologue de WDR5 chez les mammifères), un membre du 

complexe trithorax COMPASS assurant la méthylation de H3K4. Ce scénario est compatible 

avec nos données montrant que les niveaux de H3K4me3 sont réduits sur les gènes cibles de 

TET réprimés en contexte Tetnull. Une hypothèse attrayante serait d’imaginer que TET, des 

protéines TrxG, et PRC1 pourraient agir en synergie pour contrôler l’expression de ces gènes. 

Cependant, Yao et al. (2018) proposent également que la déméthylation des 6mA sur les 

gènes actifs antagonise la fixation de Pc. Des tests de fixation in vitro montrent que Pc se fixe 

préférentiellement à des oligonucléotides enrichis en 6mA, et que cette fixation dépend 

majoritairement du domaine C-terminal CBOX. Ce résultat est inattendu puisque ce domaine 

est impliqué dans des interactions protéine-protéine avec dRING et Psc, et qu’aucun domaine 

de liaison à l’ADN n’a été identifié dans la séquence de la protéine Pc. A l’inverse, nous 

proposons que TET et Ph sont co-recrutés sur leurs gènes cibles. Ce recrutement est 

probablement dû à l’action de recruteurs comme Psq ou GAF, qui interagissent fortement 
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avec PRC1 (Chetverina et al. 2022). Cependant d’autres facteurs de transcription que ceux 

décrits comme enrichis aux PREs pourraient participer au recrutement de TET. De manière 

intéressante, le motif de liaison à l’ADN associé au facteur Tango (Tgo) est enrichi aux sites de 

liaison de TET et il a été montré que Tgo participe à l’activation directe du gène slit dans les 

cellules de la glie médiane de la VNC (Sonnenfeld et al. 1997). Aussi, son homologue chez les 

mammifères, HIF1β, dimérise avec HIF1α, l’un des partenaires de TET1 (Tsai et al. 2014). 

L’identification des partenaires protéiques de TET, par des approches de protéomiques par 

exemple, permettrait de révéler les facteurs capables d’interagir avec TET, et serait 

informative quant aux différents membres des complexes protéiques impliquant TET. 

 

4. Relation fonctionnelle entre TET et PRC2 

 

TET1 a été montré comme capable d’interagir avec PRC2 et de recruter ce complexe sur 

les promoteurs des gènes bivalents en cellules ES chez la souris afin de maintenir leur 

répression de façon indépendante de l’activité enzymatique de TET1 (Chrysanthou et al. 

2022). Nos résultats dans le SNC larvaire de Drosophile ne mettent en évidence aucune 

relation fonctionnelle entre TET et PRC2. Des données de ChIP-seq générées pour E(z) dans ce 

tissu montrent un enrichissement de ce facteur au niveau des sites de fixation de TET, plus 

particulièrement dans les domaines réprimés par Polycomb. Néanmoins, l’analyse de la 

colocalisation exacte entre les sites de fixation de TET et de E(z) ne montre qu’un pourcentage 

limité de sites communs entre les deux facteurs (~10%). En lien avec ces résultats, nos 

expériences de co-immunoprécipitation n’ont pas permis de mettre en évidence une 

interaction entre TET et E(z). Ainsi, il est possible que ces deux enzymes se lient sur des sites 

de fixation très proches mais séparés au sein d’une même cellule, et par conséquent, qu’elles 

n’appartiennent pas à un même complexe. Une autre hypothèse est que la colocalisation 

observée en ChIP-seq reflète l’hétérogénéité des types cellulaires du SNC larvaire. Il est même 

possible qu’il existe une compétition de fixation entre TET et PRC2. Ainsi un locus donné se 

verra lié par TET dans certaines cellules, et par E(z) dans d’autres. Aussi, malgré la présence 

de E(z) sur les gènes cibles de TET, le knock-down de E(z) n’augmente pas les niveaux de ces 

transcrits (sauf dans un des huit cas que nous avons analysés), suggérant que la répression de 

ces gènes peut être préservée malgré l’absence de E(z), ou que leur activation requière 

d’autres facteurs. Néanmoins, le seul mode d’action de E(z) décrit chez la Drosophile est la 
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répression transcriptionnelle médiée par le dépôt de la marque H3K27me3 (Jürg Müller et al. 

2002; Pengelly et al. 2013). Il est donc improbable que E(z) puisse directement participer à 

l’activation transcriptionnelle, argumentant en faveur d’une activation de la transcription 

dépendante de PRC1 et indépendante de PRC2. 

Les immunomarquages réalisés sur chromosomes polytènes révèlent qu’une 

colocalisation « stricte » peut exister in vivo entre TET et E(z), bien que moins fréquente que 

la colocalisation entre TET et Ph. Ces sites pourraient représenter des PRE présents dans des 

domaines Polycomb (H3K27me3+). Malgré une fixation de TET sur certains PRE présents au 

sein de ces domaines sur lesquels E(z) est présent, nos résultats de RNA-seq ne montrent 

aucun effet de TET sur l’expression des gènes présents dans ces domaines. En ce sens, la 

délétion de facteurs de transcription interagissant avec PcG et se liant sur ces régions n’a un 

effet que très limité sur le recrutement du complexe Polycomb et sur la transcription (Brown, 

Sun, et Kassis 2018). Cela est expliqué par une redondance fonctionnelle entre les différents 

recruteurs. Il est donc possible que la délétion de TET ne soit pas suffisante pour induire une 

dérépression des gènes dans ces domaines due à une compensation par d’autres facteurs. 

 

5. Fonctions de TET dans les différents types cellulaires du SNC 

 
Des études précédentes montrent que Tet est fortement exprimé dans le SNC larvaire, 

et que son expression est cruciale pour le développement de ce tissu. De manière 

intéressante, Tet est exprimé dans la majorité des types cellulaires du SNC comme montré par 

nos immunomarquage ou l’analyse de données de scRNA-seq (Dillon et al. 2022). Ainsi, il est 

probable que Tet soit requis dans différentes cellules du SNC pour assurer son 

développement, suggérant que Tet exerce différentes fonctions propres à chaque type 

cellulaire. En ce sens, nos résultats indiquent que Tet est requis pour l’activation 

transcriptionnelle de slit de manière cellule-autonome dans les cellules de la ligne médiane, 

et également que le knock-down de Tet dans les neuroblastes cause des défauts de 

fasciculation des neurones dans la corde nerveuse ventrale. La caractérisation des phénotypes 

après knock-down conditionnel de Tet sera cruciale pour faire la distinction entre les 

différentes fonctions de Tet. Aussi, la cartographie des sites de fixation de TET sur le génome 

de manière cellule/tissu spécifique, par l’approche DamID (van Steensel et Henikoff 2000) par 
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exemple, apportera un autre niveau de compréhension dans la spécificité des gènes cibles de 

TET. 

Enfin, la présence d’un promoteur alternatif au sein du gène Tet chez la Drosophile 

conduit à la production de deux isoformes protéiques (F. Wang et al. 2018) : une isoforme 

pleine taille, ainsi qu’une isoforme dépourvue de la partie N-terminale contenant le domaine 

CXXC. De manière intéressante, des isoformes plus courtes de TET1 et TET3 manquant la 

partie N-terminale de la protéine existent également chez les mammifères et assurent des 

fonctions spécifiques (Melamed et al. 2018). Dans le cas de TET1 par exemple, deux isoformes 

ont été détectées : un variant pleine taille, exprimé dans l’embryon précoce et les cellules 

germinales, ainsi qu’un variant sans domaine N-terminal exprimé dans les cellules somatiques. 

L’isoforme courte présente une affinité réduite pour ses cibles génomiques, ainsi qu’une 

activité de déméthylation limitée, suggérant que la régulation de l’expression des différentes 

isoformes de TET est également un moyen de réguler ses fonctions (W. Zhang et al. 2016). 

Chez la drosophile, la surexpression dans certaines cellules du SNC de l’isoforme TET-L mais 

pas TET-C est létale. L’isoforme TET-L pourrait donc avoir des propriétés toxiques pour la 

cellule en cas de surexpression, et ces propriétés dépendent de la partie N-terminale de la 

protéine. A l’inverse, l’expression dans les cellules médianes de TET-L et TET-C est suffisante 

pour restaurer les niveaux de SLIT en contexte Tetnull, démontrant une redondance 

fonctionnelle entre les deux isoformes. De manière intéressante, il a été montré qu’une 

isoforme courte de Psq est enrichie aux boucles Polycomb par opposition à la protéine pleine 

taille qui colocalise préférentiellement avec des facteurs architecturaux tels que Su(Hw) et 

CP190 (Gutierrez-Perez et al. 2019). De façon similaire, il est imaginable que les différentes 

isoformes de TET ne se lient pas aux mêmes régions génomiques, et régulent leurs propres 

sous-ensembles de gènes. La caractérisation des fonctions respectives de ces deux isoformes 

et l’identification de leurs cibles génomiques permettrait d’avoir une vision plus complète des 

fonctions et des modes d’action de Tet. 
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Abstract

During development, the vertebrate vasculature undergoes major growth and remodeling.

While the transcriptional cascade underlying blood vessel formation starts to be better char-

acterized, little is known concerning the role and mode of action of epigenetic enzymes dur-

ing this process. Here, we explored the role of the Protein Arginine Methyl Transferase

Prmt5 in blood vessel formation as well as hematopoiesis using zebrafish as a model sys-

tem. Through the combination of different prmt5 loss-of-function approaches we highlighted

a key role of Prmt5 in both processes. Notably, we showed that Prmt5 promotes vascular

morphogenesis through the transcriptional control of ETS transcription factors and adhesion

proteins in endothelial cells. Interestingly, using a catalytic dead mutant of Prmt5 and a spe-

cific drug inhibitor, we found that while Prmt5 methyltransferase activity was required for

blood cell formation, it was dispensable for vessel formation. Analyses of chromatin archi-

tecture impact on reporter genes expression and chromatin immunoprecipitation experi-

ments led us to propose that Prmt5 regulates transcription by acting as a scaffold protein

that facilitates chromatin looping to promote vascular morphogenesis.

Author summary

Blood vessel formation is an essential developmental process required for the survival of

all vertebrates. The vascular anatomy and the mechanisms involved in vessel formation

are highly conserved among vertebrates. Hence, we used zebrafish as a model, to decipher

the role and the mode of action of Prmt5, an enzyme known to regulate gene expression,

in vascular morphogenesis and in blood cell formation in vivo. Using different

approaches, we highlighted a key role of Prmt5 during both processes. However, we

found that while blood cell formation required Prmt5 enzymatic activity, vascular mor-

phogenesis was independent on its activity. Prmt5 has been proposed as a therapeutic tar-

get in many diseases, including cancer. Yet, we show here that Prmt5 acts at least in part

independently of its methyltransferase activity to regulate vascular morphogenesis. By

PLOSGenetics | https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1009641 June 21, 2021 1 / 24

a1111111111
a1111111111
a1111111111
a1111111111
a1111111111

Citation: Quillien A, Gilbert G, Boulet M, Ethuin S,

Waltzer L, Vandel L (2021) Prmt5 promotes

vascular morphogenesis independently of its

methyltransferase activity. PLoS Genet 17(6):

e1009641. https://doi.org/10.1371/journal.

pgen.1009641

Editor:Marisa S. Bartolomei, University of

Pennsylvania, UNITED STATES

Received:November 26, 2020

Accepted: June 2, 2021

Published: June 21, 2021

Peer Review History: PLOS recognizes the

benefits of transparency in the peer review

process; therefore, we enable the publication of

all of the content of peer review and author

responses alongside final, published articles. The

editorial history of this article is available here:

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1009641

Copyright: 2021 Quillien et al. This is an open

access article distributed under the terms of the

Creative Commons Attribution License, which

permits unrestricted use, distribution, and

reproduction in any medium, provided the original

author and source are credited.

Data Availability Statement: All relevant data are

within the manuscript and its Supporting

Information files.

https://orcid.org/0000-0002-4814-1895
https://orcid.org/0000-0002-6998-4058
https://orcid.org/0000-0003-1308-3303
https://orcid.org/0000-0002-5361-727X
https://orcid.org/0000-0002-3692-2942
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1009641
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pgen.1009641&domain=pdf&date_stamp=2021-07-01
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pgen.1009641&domain=pdf&date_stamp=2021-07-01
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pgen.1009641&domain=pdf&date_stamp=2021-07-01
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pgen.1009641&domain=pdf&date_stamp=2021-07-01
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pgen.1009641&domain=pdf&date_stamp=2021-07-01
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pgen.1009641&domain=pdf&date_stamp=2021-07-01
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1009641
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1009641
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1009641
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


shedding light on a mechanism of action of Prmt5 that will be insensitive to enzymatic

inhibitors, our data calls forth the design of alternative drugs. In addition, this non-canon-

ical function of Prmt5 may have a more pervasive role than previously thought in physio-

logical conditions, i.e. during development, but also in pathological situations such as in

tumor angiogenesis and certainly deserves more attention in the future.

Introduction

Blood vessel formation is an essential developmental process required for the survival of all

vertebrates and much effort has been devoted to reveal the underlying molecular pathways

and to identify key molecules that regulate different aspects of this process. The vascular anat-

omy and the mechanisms involved in vessel formation are highly conserved among vertebrates

(for a review, [1]). Hence, in the past two decades, zebrafish has been proven to be a useful

model to study vascular morphogenesis and blood cell formation in vivo [2–5].

In vertebrates, blood cell formation is tightly associated with the development of the vascu-

lar system. Hematopoietic Stem Cells (HSC), which give rise to the different blood cell line-

ages, emerge directly from the ventral part of the dorsal aorta, an area referred to as the

hemogenic endothelium. Notably, the ETS transcription factor ETV2 functions as a master

regulator for the formation of endothelial and hematopoietic cell lineages through the induc-

tion of both blood cells and vasculature transcriptional programs, in mouse and in zebrafish

[6,7]. In endothelial cells, ETV2 regulates the expression of other ETS transcription factors,

VEGF (Vascular Endothelial Growth factor) signaling receptors and effectors, Rho-GTPases

and adhesion molecules [6,7]. Besides, adhesion molecules have been shown to be crucial play-

ers in vascular morphogenesis as Vascular Endothelial cadherin (VE-cad/ Cdh5) and endothe-

lial cell-selective adhesion molecule (Esama) are essential for junction remodeling and blood

vessel elongation in zebrafish [8,9]. Indeed, loss-of-function of both cdh5 and esama leads to

the formation of disconnected vessels and delayed lumen formation. Likewise, knock-down of

the scaffold protein Amolt2, which associates to VE-cadherin, also leads to sprout elongation

defects and narrowed aortic lumen [10]. While the transcriptional cascade underlying blood

vessel formation starts to be better characterized, little is known about the role and mode of

action of epigenetic enzymes during this process. Even though chromatin-modifying enzymes

have been described as central in cardiovascular disease and development [11,12], only few

examples illustrate in detail the role of epigenetic enzymes during blood vessel development.

For instance, the chromatin-remodeling enzyme BRG1 affects early vascular development as

well as hematopoiesis in mice [13], and the histone acetyltransferase P300 has been proposed

to be recruited at the promoter of specific endothelial genes by the ETS transcription factor

ERG (ETS Related Gene) to control their expression both in vivo in zebrafish and in HUVECs

(Human Umbilical Vein Endothelial Cells) [14,15].

Given the common origin of blood and endothelial cells, and their partially shared tran-

scriptional programs, it is plausible that known chromatin-modifying enzymes affecting

hematopoiesis could also control blood vessel formation. Along this line, the epigenetic

enzyme Prmt5 (Protein Arginine Methyltransferase 5) has been identified as a key player in

blood cell formation [16], but its impact on endothelial development has not been investigated

to date. Prmt5 forms a hetero-octameric complex with MEP50 (Methylosome Protein 50)/

Wdr77 (WD repeat Domain 77) [17], which catalyzes the symmetric di-methylation of argi-

nine residues on a variety of proteins including histones and therefore acts on many cellular

processes such as genome organization, transcription, differentiation, cell cycle regulation or
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spliceosome assembly [12,18–22]. Prmt5 regulates transcription through the methylation of

arginine residues on histones H3 and H4 and has been shown to participate in several differen-

tiation processes such as myogenesis, germ cell differentiation or hematopoiesis [16,23–25]. In

mice, prmt5 knock-out prevents pluripotent cells to form from the inner cell mass and is

embryonic lethal [26]. Conditional loss of prmt5 leads to severe anemia and pancytopenia as

Prmt5 maintains Hematopoietic Stem Cells (HSCs) and ensures proper blood cell progenitor

expansion by repressing p53 expression [16]. In this context, Prmt5 protects HSCs from DNA

damages by allowing the splicing of genes involved in DNA repair [27].

Here, we explored the role of the Protein Arginine MethylTransferase Prmt5 in hematopoi-

esis and during blood vessel formation in zebrafish. Through loss-of-function approaches by

generating a prmt5mutant and using prmt5morpholinos, we highlighted a key role of Prmt5

in both processes. Interestingly, rescue experiments as well as the use of a drug inhibitor

showed that, in contrast with blood cell formation, vascular morphogenesis was independent

on Prmt5 methyltransferase activity. Finally, analyses of chromatin architecture impact on

reporter gene expression and chromatin immunoprecipitation experiments suggest that while

Prmt5 activates transcription in a “classical” way in hematopoiesis, it rather functions as a scaf-

fold protein that provides a proper chromatin conformation to promote endothelial gene

expression during vascular morphogenesis.

Results

Prmt5 is required for blood cell formation

To characterize prmt5 function, we generated a prmt5mutant by targeting the second exon of

prmt5 with the CRISPR/Cas9 system. A deletion of 28 nucleotides was obtained, leading to a

premature stop codon before the catalytic domain of Prmt5 (Fig 1A). As a consequence,

Prmt5, which was expressed ubiquitously in the trunk at 24 hours post fertilization (hpf), was

no longer detected in the mutant (Fig 1B and 1C). In order to test whether Prmt5 regulates

hematopoiesis in zebrafish, we took advantage of the transgenic line Tg(gata2b:Gal4;UAS:life-

actGFP) that labels Hematopoietic Stem Cells (HSCs) [28]. HSCs emerge from the ventral wall

of the dorsal aorta (DA, Fig 1D and 1D’), before migrating into the Caudal Hematopoietic Tis-

sue (CHT) (Fig 1D) where Hematopoietic Stem and Progenitor Cells (HSPCs) proliferate and

undergo maturation [28]. Reminiscent of the situation in mice [16], the loss of prmt5 led to an

increased number of gata2b+HSCs in 36 hpf mutant embryos as compared to wild type ones

(Fig 1E–1G). In addition, we found that the relative expression of runx1 or cmyb, which are

specifically expressed in emerging HSCs, was increased in prmt5mutant embryos as compared

to wild type embryos (Fig 1H). Of note, prmt5 loss-of-function by prmt5-specific morpholino

injection resulted in a similar increase of HSCs as compared to control morphants (S1A Fig).

In order to further characterize the role of Prmt5 in HSC proliferation, we assessed the per-

centage of HSCs (gata2b+ cells) in mitosis by co-immunostaining for Phospho Histone H3

(P-H3). We found that, as in mouse [16], the increase of HSC number was associated with

enhanced proliferation in prmt5morphants as compared to control embryos (10.15% versus

1.92% of gata2b+, P-H3+ cells) (S1B and S1C Fig). Altogether, these results suggest that Prmt5

regulates the number of emerging HSCs from the dorsal aorta. We next investigated whether

blood cell formation was impaired in prmt5 zebrafish mutant as described in mouse [16].

HSPCs give rise to different blood cell progenitors, such as lymphoid progenitors which colo-

nize the thymus leading to T lymphopoiesis, but also erythroid or myeloid progenitors that

will home in the CHT (Fig 1D) [29]. We found that at 5 days, the number of gata2b+HSPCs

in the thymus was significantly reduced in prmt5mutant as compared to wild-type (Fig 1I–

1K). Similarly, imaging the caudal vascular plexus of prmt5morphant and control embryos at
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3 dpf showed a reduced number of gata2b+HSPCs in the CHT of prmt5morphants. Thus, as

in mouse [16], Prmt5 seems required for HSPC maintenance in zebrafish (S1D–S1G Fig). Fur-

thermore, analyzing the expression of the common lymphoid progenitor marker rag1 and of

the mature T cell marker rag2 showed that both genes were downregulated in prmt5morphant

as compared to control embryos (S1H and S1I Fig). In contrast, the expression of the erythro-

cyte marker gata1 was increased and that of the myeloid marker spi1/pu.1 was not affected

Fig 1. Loss of prmt5 affect HSCs and HSPCs production. (A) Schematic representation of the sequence targeted by CRISPR/Cas9 leading to a
28 nucleotides deletion, and of wild type and truncated Prmt5 proteins. The catalytic domain “CAT” appears in magenta. (B, C) Confocal sections
of immunostaining with anti-Prmt5 antibody of wild type and prmt5mutant embryos at 24 hpf. Scale bar 100 μm. (D) Schematic representation
of vascular (green) and hematopoietic (red) systems in a zebrafish larva. Circle and bracket indicate the Thymus (T) and the Caudal
Hematopoietic Tissue (CHT), respectively. (D’) Close-up of the trunk vasculature where HSCs emerge from the ventral wall of the dorsal aorta
(DA), bud and migrate. Red line represents the diameter of the dorsal aorta. Cardinal Vein (CV). (E-F’) Confocal projections of transgenic Tg
(gata2b:Gal4; UAS:lifeactGFP) embryos at 36 hpf showing gata2b+ cells in red and TO-PRO-3 (cell nuclei) in black. Blue arrows indicate HSCs
labelled in red in wild type (E, E’) and in prmt5mutant (F, F’) embryos. Scale bar 100 μm. (G) Average number of HSCs enumerated per confocal
stack in wild type and in prmt5mutant embryos at 36 hpf. Data are from 3 independent experiments with at least 6 individuals per experiment
and a Mann-Whitney test was performed. (H) Relative mRNA expressions determined by RT-qPCR in the trunk of 36 hpf wild type and prmt5
mutant embryos, from 3 independent experiments with at least 6 animals per condition. T-test was performed. (I, J) Confocal projections of wild
type (I) and prmt5mutant (J) thymus from transgenic Tg(gata2b:Gal4; UAS:lifeactGFP) embryos at 5 days. Thymus are delimited by a white
circle. Scale bar 100 μm. (K) Average number of HSPCs enumerated per confocal stack in wild type and prmt5mutant embryos at 5 days from 3
independent experiments with at least 5 individuals per analysis. T-test was performed. ⇤ P<0.05, ⇤⇤ P<0.01, ⇤⇤⇤P<0.001.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1009641.g001
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(S1J and S1K Fig). These data suggest that prmt5 loss impairs lymphoid progenitors and T cell

differentiation but promotes the production of erythrocyte without affecting myelopoiesis. In

sum, our data support the conclusion that Prmt5 plays an important and conserved role for

hematopoiesis in vertebrates.

Prmt5 function in hematopoiesis depends on its methyltransferase activity

To further investigate Prmt5 mode of action in hematopoiesis, we tested whether its enzymatic

activity was required in this process. Indeed, Prmt5 function has been shown to be generally

due to its enzymatic activity, and since it is upregulated in many types of cancers, it constitutes

a promising therapeutic target (for a review, [20]). Hence, intense studies have been under-

taken to identify inhibitors of its methyltransferase activity and some of them, such as the

EPZ015666 compound, are already tested in clinical trials [30].

To determine the impact of Prmt5 methyltransferase on the fate of gata2b+ cells in the thy-

mus, we combined morpholino-based loss-of-function with rescue experiments using either a

wild-type or a catalytic dead point mutant of human prmt5mRNA, all of which have been pre-

viously validated [16,23,31]. To first validate the effect of prmt5morpholino and the respective

rescues, immunostainings were performed on 5 hpf embryos to detect either Prmt5, its obli-

gate co-factor Mep50/Wdr77 or symmetric dimethylarginines (the generic product of arginine

methylation by Prmt5 and some other Prmts) on control embryos, prmt5morphants and

prmt5morphants injected with wild-type or with catalytic point mutant prmt5mRNA (Fig

2A–2L). As expected, Prmt5 expression was strongly decreased in prmt5morphant and was

rescued after injection of prmt5 wild type or point mutated mRNAs (Fig 2A–2D). Interest-

ingly, Mep50/Wdr77 expression followed the same trend as Prmt5, supporting the finding that

they regulate each other [32](Fig 2E–2H). Symmetric dimethylation levels slightly decreased in

prmt5morphants as compared to control embryos and strongly increased upon injection of

wild type prmt5mRNA but not of prmt5mutant mRNA (Fig 2I–2L). This confirms that prmt5

wtmRNA rescues efficiently Prmt5 enzymatic activity while prmt5mRNAmutated form is

indeed coding a catalytic dead Prmt5 protein. Altogether, these data validate our approach as

we observed the loss of Prmt5/Mep50 complex following prmt5morpholino injection, the effi-

cient rescue of the complex and of its enzymatic activity by prmt5 wtmRNA, and the rescue of

the complex but not of its enzymatic activity with prmt5 catalytic mutant mRNA. Moreover,

Prmt5 immunostaining in 24 hpf embryos validated the efficiency of prmt5 loss-of-function

and rescues at later stage (Fig 2M–2P). Hence, we used this approach to determine whether

Prmt5 enzymatic activity was required for the formation of gata2b+ cells in the thymus at 3

dpf using the Tg(gata2b:Gal4;UAS:lifeactGFP) line (Fig 2Q–2T). We found that gata2b+ cell

number was reduced in prmt5morphants as compared to control embryos and this effect was

rescued upon injection of prmt5 wtmRNA but not of prmt5 catalytic mutant mRNA (Fig 2Q–

2T and 2X). These data underscore the conserved requirement of Prmt5 in hematopoiesis

among species, as human prmt5mRNA could efficiently rescue Prmt5 function in prmt5mor-

phants, as previously shown in myogenesis [23]. More importantly, they also show that Prmt5

enzymatic activity is required for gata2b+ cell formation in the thymus. To further support

these findings, we assessed the impact of the well-established Prmt5 specific inhibitor

(EPZ015666) on wild-type zebrafish embryos. EPZ015666 treatment efficiently inhibited

Prmt5 activity in vivo as increasing concentrations of this drug led to a dose-dependent

decrease of global symmetric dimethylarginines, as seen by western blot (Fig 2W). Interest-

ingly, we found that EPZ015666 treatment also led to a decrease of gata2b+ cell number which

was similar to the one observed in prmt5morphant (Fig 2U, 2V and 2X). Hence, our data

show that Prmt5 enzymatic activity is required for its function in hematopoiesis.
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Fig 2. PRMT5methyltransferase activity is required for HSPCmaintenance. (A-D) PRMT5 immunostaining of 5
hpf embryos injected by control morpholino (A), or prmt5morpholino only (B) or in combination with prmt5WT
mRNA (C) or with the catalytic mutant form prmt5MUTmRNA (D). (E-H) Immunostaining of embryos as in A-D
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Prmt5 is required for vascular morphogenesis

As Prmt5 regulates zebrafish hematopoiesis, we next asked whether Prmt5 could also play a

role during blood vessel formation, either during angiogenesis or vasculogenesis. First, we ana-

lyzed the expression and localization of Prmt5 by immunostaining in Tg(fli1a:eGFP) trans-

genic embryos, in which endothelial cells can be visualized with egfp [4]. We observed that

Prmt5 was expressed in early endothelial cells at 14 somite-stage (S2A–S2A” Fig). At 24 hpf,

Prmt5 was expressed in endothelial cells of the dorsal aorta (DA) and of the cardinal vein (CV)

(S2B, S2B’ and S2D Fig) and was also detected in Intersegmental Vessels (ISVs) sprouting

from the DA, in the tip cell (leading the sprout) and the stalk cell (S2C, S2C’ and S2D Fig). Sin-

gle cell RNA-sequencing data [33] supported the expression of prmt5, but also of its obligate

cofactor wdr77/mep50, in endothelial cells from 10 hpf to 24 hpf with a slight decrease in the

later stages (S2E Fig). We then analyzed whether blood vessel formation was affected in trans-

genic Tg(fli1a:eGFP); prmt5mutants at 28 hpf. We found that prmt5mutants had a defect for

sprouting ISV: some of them did not reach the dorsal part of the trunk and failed to connect

with other ISVs to form the Dorsal Longitudinal Anastomotic Vessel (DLAV) (Fig 3A–3C).

This defect was associated with a significant reduction of ISV length (Fig 3D) but with no

impact on endothelial cell number (Fig 3E). Importantly, prmt5morphants reproduced the

phenotype observed in prmt5mutants i.e. a reduced ISV length without any reduction of the

cell number per ISV (Fig 3F–3I), further validating the specificity of the morpholinos. The

observed size reduction of ISVs is thus most likely the result of an elongation issue rather than

a proliferation defect. This effect was not due to a developmental delay at early stage, as trans-

genic mutants imaged at 48 hpf do present a formed DLAV, but also an increased number of

disconnected ISVs (S3A–S3C Fig), likely as a result of impaired vessel elongation. Mutant

embryos at 28 hpf also displayed a reduced DA diameter as compared to the control (Figs 3B

and 2C, close-ups), suggesting that lumen formation was perturbed. To confirm this result, we

made use of the Notch reporter line Tg(TP1bglob:VenusPEST)s940 in which only the dorsal

aorta cells express the transgene while the cardinal vein endothelial cells do not [34,35]. In this

context, the area occupied by the dorsal aorta in prmt5morphant embryos was significantly

reduced as compared to control embryos (Fig 3J–3L). Similarly, at 48 hpf the area occupied by

ISVs in mutant embryos was significantly decreased as compared to control embryos (S3D

Fig), thus revealing lumen formation defect at later stages.

To get a better insight into the impact of Prmt5 on the dynamics of vascular system forma-

tion, we performed time-lapse analyses with the Tg(Fli1a:eGFP) line in control and prmt5mor-

phant embryos. Time-lapse confocal movies were carried out from 28 hpf to 38 hpf to follow

ISV elongation of ISVs and lumen formation. As compared to control, prmt5morphants

showed impaired formation of ISV lumen and DLAV (Fig 3M and 3N). Indeed, in prmt5

with an antibody raised against MEP50/Wdr77 PRMT5 obligate co-factor. (I-L) Immunostaining as in A-D but with
an antibody recognizing SDMAs (symmetric Di-Methyl Arginine motifs) which are PRMT5 substrates. Scale bar,
100 μm. (M-P) Confocal projections of Prmt5 immunostaining of embryos injected by control morpholino (M), or
prmt5morpholino only (N) or in combination with prmt5WTmRNA (O) or with the catalytic mutant form
prmt5MUTmRNA (P) at 24 hpf. Scale bar 100 μm. (Q-T) Confocal projections of thymus rudiment from transgenic
Tg(gata2b:Gal4; UAS:lifeactGFP) embryos at 3 days in the same conditions as in M-P. Thymus is delimited by a white
circle. (U-V) Confocal projections of thymus rudiment from transgenic Tg(gata2b:Gal4; UAS:lifeactGFP) embryos
treated with either DMSO (U) or 20 μM of PRMT5 inhibitor EPZ015666 (V) from 30 hpf to 3 dpf. Thymus is
delimited by a white circle. Scale bar 100 μm. (W)Western blot of protein extracts from 24 hpf embryos treated either
with DMSO or with increasing concentrations (5–20 μM) of EPZ015666, revealed with an antibody recognizing
SDMAs. Reblotting with tubulin antibody served as a loading control. (X) Average number of HSPCs enumerated at
3 days per confocal stack in injected embryos as in Q-V. Data are from 2 independent experiments with at least 3
individuals per analysis. T-test was performed. ⇤⇤P<0.01. ⇤⇤⇤P<0.001.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1009641.g002
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Fig 3. Loss of prmt5 impairs blood vessel formation. (A) Schematic representation of the trunk vasculature with Intersegmental Vessels (ISV)
sprouting from the dorsal aorta (DA). The tip cell leads the cell migration and the stalk cell maintains the connection with the DA. CV: cardinal
vein. (B, C) Confocal projections of transgenic Tg(fli1a:GFP)y1 wild-type (B) and prmt5mutant (C) embryos at 28 hpf. Red rectangles delimit where
DA close ups were made. White rectangles delimit the higher magnification (x2) of the DA with red lines indicating the dorsal aorta diameters.
White arrows indicate the connection point between two ISVs to form the Dorsal Longitudinal Anastomotic Vessel (DLAV). Scale bar 100 μm. (D,
E) Average ISV length in μm (D) and average number of endothelial cells per intersegmental vessel (E) in control and in prmt5mutant embryos
from 3 independent experiments with at least 3 animals per condition. T-test and MannWhitney test were performed, respectively. ⇤⇤ P<0.01,
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morphants tip cells failed to stay connected with the stalk cells and to contact other tip cells to

form the DLAV. Moreover, supernumerary connections were detected in prmt5 loss-of-func-

tion. Of note, re-expressing prmt5 specifically in endothelial cells in prmt5morphants was suf-

ficient to rescue partially ISV length (S3E–S3I Fig) as well as cdh5 expression, a gene down-

regulated in prmt5mutant (see below), supporting a cell autonomous role for Prmt5 in endo-

thelial cells. Altogether, these data suggest a central role of Prmt5 in vascular morphogenesis.

Prmt5 methyltransferase activity is not required for vascular
morphogenesis

Next, we asked whether Prmt5 methyltransferase activity was also required for vascular mor-

phogenesis as observed for blood cell formation. To this end, transgenic Tg(fli1a:eGFP) prmt5

mutant embryos were injected with either wild-type prmt5mRNA or with prmt5mRNA

mutated in the catalytic site (Fig 4A–4D), or were treated with Prmt5 inhibitor EPZ015666

(Fig 4E and 4F). Surprisingly, both mRNAs were able to restore ISV elongation, as indicated

by the average ISV length in injected mutant embryos as compared to non-injected mutants

(Fig 4G). However, the average length of ISVs in prmt5 wild-type-injected mutants was even

longer than intersegmental vessels of wild-type embryos, while the average length in prmt5 cat-

alytic dead-injected mutants was significantly superior to non-injected mutants but similar as

control embryos (Fig 4G). Moreover, EPZ015666-treated embryos did not show any signifi-

cant reduction of ISV length compared to control embryos, further supporting the idea that

Prmt5 enzymatic activity is not required for ISV elongation (Fig 4G). Interestingly, no differ-

ence could be detected in the cell number per ISV in the different contexts, thus ruling out the

possibility that Prmt5 regulates ISV cell proliferation (Fig 4H). Therefore, in contrast to blood

cell formation, angiogenesis seems largely independent of Prmt5 methyltransferase activity.

We next wondered whether Prmt5 regulates blood vessel formation through the control of

the master regulator Etv2, ETS transcription factors and adhesion proteins, all known to be

involved in this process [8–10,36,37]. Analyzing single cell RNA-sequencing data [33] allowed

us to confirm that etv2, fli1a, fli1b, cdh5, agtr2 and esama are expressed in endothelial cells

from 10 hpf and showed that their expression increases from 14 to 24 hpf (S2E Fig). In addi-

tion, our previous RNA-seq results show that these 5 genes are essentially expressed in endo-

thelial cells and not in other cell types in 24 hpf embryos (S1 Table)[38]. To test whether

Prmt5 could regulate the expression of these genes, RT-qPCR experiments were performed on

prmt5mutant embryos and on their wild-type counterparts (Fig 4I–4K). As expected, prmt5

expression was reduced in the mutant but etv2 expression was not affected (Fig 4I and 4J).

However, the expression of ETS transcription factors (fli1a, fli1b) and adhesion proteins (cdh5,

agtr2 and esama), all putative Etv2 target genes [6,7], was significantly reduced in prmt5

mutant (Fig 4K). Of note, the reduction of fli1a and cdh5 expression as detected in prmt5

mutant by RT-qPCR was confirmed by in situ hybridization in the hemogenic endothelium

(S3J–S3S Fig). That etv2 expression was unaffected by the loss of prmt5 whereas its targets

⇤⇤⇤P<0.001. (F, G) Confocal projections of transgenic Tg(fli1a:GFP)y1 embryos injected by either control morpholino (F) or prmt5morpholino (G)
at 28 hpf. Scale bar 100 μm. (H, I) Average ISV length in μm (H) and average number of endothelial cells per ISV (I) in control and prmt5
morphant embryos, from 4 independent experiments with at least 5 animals per condition. Mann-Whitney test were performed. ⇤⇤⇤⇤ P<0.0001. (J,
K) Confocal projections of control morphant (J) and prmt5morphant (K) transgenic Tg(TP1bglob:VenusPEST)s940 embryos labelling cells of the
DA at 28 hpf. Yellow lines delimit the measured area occupied by the DA. Scale bar 25 μm. (L) Average area occupied by the DA in μm2 in control
and prmt5morpholino injected embryos from 2 independent experiments with at least 8 animals per condition. T-test was performed. (M, N) Still
images frommovies of control (M) and prmt5morphant (N) Tg(fli1a:GFP)y1 transgenic embryos from 28 to 38 hpf. Red asterisks label missing
connections between tip and stalk cells as well as missing connections between tip cells that should lead to DLAV formation. Red arrows point to
connecting ISVs leading to DLAV formation. White arrows indicate supernumerary sprouts. Yellow asterisks label the lumen of ISVs. Scale bar
50 μm.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1009641.g003
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were down-regulated suggests that Prmt5 is required to promote Etv2 target gene expression.

Interestingly, RT-qPCR experiments on the tails of prmt5mutant embryos injected with either

wild-type prmt5mRNA or prmt5mRNAmutated in the catalytic activity revealed that both

mRNAs were able to restore the expression of all Etv2 target genes, except fli1a whose

Fig 4. Prmt5 requirement for vascular morphogenesis is independent of its methyltransferase activity. (A-D) Confocal projections of transgenic Tg(fli1a:
GFP)y1 embryos at 28 hpf. Wild type embryo is on the top left panel (A), prmt5mutant embryos were not injected (B) or injected with either prmt5WTmRNA
(C) or the mutant form prmt5MUTmRNA (D). Scale bar 100 μm. (E, F) Confocal projections of transgenic Tg(fli1a:GFP)y1 embryos treated with either DMSO
(E) or EPZ 20 μM (F) from 9 hpf to 28 hpf. (G, H) Average ISVs length in μm (G) and average number of endothelial cells per ISVs (H) of embryos. Data were
from 3 independent experiments with at least 3 animals per condition. Kruskal-Wallis test (G) and One-way ANOVA (H) were performed. ⇤ P<0.05, ⇤⇤ P<0.01,
⇤⇤⇤ P<0.001, ⇤⇤⇤⇤ P<0.0001. (I, J) Relative expression of prmt5 (I) or etv2 (J) mRNA by RT-qPCR on 28 hpf wild type and prmt5mutant embryos from 3
independent experiments with at least 6 animals per condition. T-test was performed. ⇤⇤⇤P<0.001. (K) Log2 fold change expression relative to wt embryos of
cdh5, fli1b, agtr2, esama and fli1amRNAs by RT-qPCR on 28 hpf prmt5mutant embryos not injected or injected by either prmt5WT or prmt5MUTmRNAs,
from at least 2 independent experiments with a minimum of 6 animals per condition. Two-way ANOVA was performed. ⇤ P<0.05. ⇤⇤P<0.01.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1009641.g004
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expression was only rescued by prmt5 wild-type (Fig 4K). In sum, these results indicate that

Prmt5 controls blood vessel formation by regulating Etv2 target genes mostly independently of

its methyltransferase activity.

Prmt5 might regulate gene expression by shaping correct chromatin
conformation in endothelial cells

As Prmt5 methyltransferase activity seems dispensable for gene activation during vascular

morphogenesis, we speculated that Prmt5 could act as a scaffold protein in complexes mediat-

ing transcription and chromatin looping. Indeed, Prmt5 has been proposed to promote

enhancer-promoter looping at the PPAR 2 locus and more broadly to facilitate chromatin

connection in adipocytes, via the recruitment of the Mediator subunit MED1 and the SWI/

SNF chromatin remodeling complex subunit Brg1 [39]. Thus, we decided to inspect the chro-

matin architecture of the flanking region of Prmt5-regulated genes using ATAC-seq data from

zebrafish endothelial cells [38]. Doing so, we found putative endothelial-specific enhancers in

agtr2, cdh5, esama, fli1a and fli1b. Interestingly cdh5, esama and fli1b loci presented enhancers

at relatively long distances (>10kb) from the transcriptional start site (TSS) suggesting that

their expression could be regulated by Prmt5 through the formation of chromatin loop (S4

Fig). To explore this hypothesis, we performed chromatin immunoprecipitation experiments

to test whether Prmt5, MED1 and/or Brg1 were recruited to the promoters as well as to the

putative distant endothelial enhancers of these three genes. Of note, similar to Prmt5, MED1

and Brg1 were expressed in endothelial cells at 24 hpf [38](S1 Table). Importantly, ChIP exper-

iments showed that Prmt5, MED1 and Brg1 were all binding to cdh5 promoter and to its puta-

tive enhancer, though at different levels (2–3 fold enrichment for Prmt5 and MED1; 4–8 fold

for Brg1), this variation being probably due to antibody efficiency differences between these

factors (Fig 5A and 5B). Also, since cdh5 expression is restricted to endothelial cells, which cor-

respond to a small proportion of cells within whole embryos, it was not surprising to observe a

relatively weak enrichment in ChIP assays. Testing esama promoter and its four putative

enhancers by ChIP showed a recruitment of all three cofactors on the promoter and on

Enhancer 3 (E3), but no recruitment on the three other enhancers (E1, E2 and E4) (Fig 5C and

5D). Furthermore, we observed a similar scenario for fli1b, i.e an efficient binding of Prmt5,

MED1 and Brg1 to the promoter and to enhancer 4 (E4), but no recruitment of these proteins

on enhancer 5 (E5) (Fig 5E and 5F). Hence, our ChIP data indicate that Prmt5, MED1 and

Brg1 are recruited altogether on promoters and on selected distal enhancers of cdh5, esama

and fli1b. These results suggest that the three factors could participate to a chromatin loop

between the promoter and the corresponding enhancer of these genes to activate their

expression.

In order to gain further insight into the role of Prmt5 in supporting chromatin looping to

induce endothelial gene expression, we made use of two reporter transgenes in which the cdh5

enhancer, which we found to be bound by Prmt5, MED1 and Brg1, is either in its natural con-

text (i.e. largely separated from its promoter) or inserted just before its promoter. First, we ana-

lyzed the expression of the TgBAC(cdh5:GAL4FF) Gal4 transgene that contains the sequence

of an optimized version of Gal4VP16 (GAL4FF) inserted in the endogenous chromatin context

of cdh5, i.e. at the TSS of cdh5, between its promoter and putative enhancer distant of ~20kb,

as defined by the presence of two ATAC-seq positive regions (Figs 5G and S4)[38,40]. There-

fore, in double transgenic individuals TgBAC(cdh5:GAL4FF);Tg(UAS:GFP), the level of GFP

fluorescence intensity correlates with endogenous cdh5 expression. Comparing the level of

fluorescence intensity in TgBAC(cdh5:GAL4FF);Tg(UAS:GFP) transgenic line in control con-

dition and in the context of prmt5 knock-down, we observed a strong reduction of GFP
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Fig 5. Prmt5 promotes chromatin looping. (A-F) ChIP experiments with the indicated antibodies on cdh5 (A, B), esama (C,
D) and Fli1b (E, F) regulatory sequences. P, promoter; E, enhancer. Samples were analyzed in duplicates from 2 experiments.
Fold enrichment was calculated relative to the input and to a negative region on the genome and then relative to the mock
ChIP (No antibody). (G) Schematic representation of the transgene TgBAC(cdh5:GAL4FF) containing two putative cis-
regulatory elements, a promoter region (P) and an enhancer (E), separated by ~20kb with the GAL4FF reporter gene inserted
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fluorescence intensity in prmt5morphants (Fig 5H, 5I and 5L), thus confirming that Prmt5 is

required for cdh5 expression in an endogenous context. Interestingly, injecting either wild-

type prmt5mRNA or mutated in Prmt5 catalytic activity in prmt5morphants rescued effi-

ciently cdh5 expression and restored GFP fluorescence intensity (Fig 5J–5L). These results fur-

ther support the conclusion that Prmt5 directly regulates cdh5 transcription in an enzymatic-

independent manner. Second, we analyzed the expression of the Tg(cdh5:Gal4VP16) trans-

genic line in which cdh5 promoter and putative enhancer were cloned next to each other, both

upstream of the Gal4VP16 coding sequence (Fig 5M). In double transgenic embryos Tg(cdh5:

Gal4VP16); Tg(UAS:KAEDE), the fluorescence intensity of the protein KAEDE is an artificial

read out of cdh5 transcription for which chromatin looping is not required. In these double

transgenic embryos, the fluorescent protein KAEDE was expressed in blood vessels (Fig 5N),

validating that the putative enhancer and the promoter region of cdh5 are sufficient to drive

specific gene expression in endothelial cells. Strikingly, prmt5morpholino injection had no

effect on the level of KAEDE fluorescence intensity as compared to control morphants (Fig

5N–5P). Hence, it appears that tethering cdh5 enhancer to the vicinity of its promoter is suffi-

cient to bypass the requirement for Prmt5 to activate it.

Collectively, our chromatin immunoprecipitation experiments and our analyses of chroma-

tin architecture impact on cdh5 reporter gene expression suggest that Prmt5 regulates tran-

scription by acting as a scaffold protein that facilitates chromatin looping of certain genes

involved in vascular morphogenesis (Fig 5Q).

Discussion

Here we demonstrate a role for Prmt5 in both hematopoiesis and blood vessel formation in

zebrafish. We found that, as in mouse [16], Prmt5 plays an important role in zebrafish hemato-

poiesis by controlling HSC emergence and HSPC expansion and that this function depends on

Prmt5 enzymatic activity. We also describe for the first time the involvement of Prmt5 in vas-

cular morphogenesis, whereby it controls the expression of key ETS transcription factors and

adhesion molecules, and we showed that this function is in good part independent of its

methyltransferase activity. Analyses based on reporter gene expression and chromatin immu-

noprecipitation experiments led us to propose that Prmt5 regulates transcription by acting as a

scaffold protein that facilitates chromatin looping to promote the expression of genes involved

in vascular morphogenesis.

Our finding that Prmt5 controls the expression of ETS transcription factors and adhesion

proteins in endothelial cells is further supported by the fact that prmt5 loss-of-function

at the TSS of cdh5. (H-K) Confocal projections of transgenic TgBAC(cdh5:GAL4FF);Tg(UAS:GFP) embryos at 28 hpf. Control
morphant is on the top left panel (H), prmt5morphant embryos were not injected (I) or injected by either prmt5WTmRNA (J)
or the catalytic mutant form prmt5MUT (K) mRNA. The fluorescent intensity is colored-coded, from the Low intensity (L) in
black to High intensity (H) in white. Scale bar 100 μm. (L) Average GFP fluorescence intensity per confocal projection for
control, prmt5morphant embryos not injected or injected by prmt5WTmRNA or prmt5 MUT, from 3 independent
experiments with at least 3 animals per condition. One-way ANOVA was performed. ⇤P<0.05, ⇤⇤P<0.01. (M) Schematic
representation of the transgene Tg(cdh5:GAL4VP16) containing the two putative cis-regulatory elements next to each other (E
and P), upstream of GAL4VP16 reporter gene. (N, O) Confocal projection of transgenic Tg(cdh5:GAL4VP16);Tg(UAS:KAEDE)
embryos at 26 hpf injected with either a control morpholino (N) or a prmt5morpholino (O). The fluorescence intensity is
color- coded, from the Low intensity (L) in black to High intensity (H) in white as in panels (H-F). (P)- Average KAEDE
fluorescence intensity for control and for prmt5morphant embryos, from 3 independent experiments with at least 5 animals
per condition. T-test was performed. (Q) Proposed model to depict the function of Prmt5 in zebrafish endothelial cells. The
transcription factor Etv2 bound on promoters and selective enhancers of endothelial specific genes, could recruit a complex
including Prmt5, Brg1 and the mediator complex which favors the formation of a chromatin loop thereby facilitating the
transcription of these genes. Dashed lines indicate potential interactions for the recruitments of Prmt5, Brg1 and/or the
mediator complex by Etv2.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1009641.g005
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partially phenocopied loss-of-function(s) of these genes. Indeed, it was shown that knocking-

down individual ETS proteins had limited effect on sprout formation, while the combination

of morpholinos against both fli1a, fli1b and ets1 led to a decreased number of vessel sprouts at

24 hpf [37]. Moreover, the disconnected stalk and tip cells and delayed formation of DLAV

that we observed in prmt5mutant phenocopied the loss-of-function of both cdh5 and esama

[8,9]. However, cdh5 loss had no effect on HSC emergence or HSPC expansion [41], suggest-

ing that Prmt5 acts on different set of genes in endothelial cells and in emerging HSCs. In

agreement with this hypothesis, Tan et al. proposed that Prmt5 plays a critical role in HSC qui-

escence through the splicing of genes involved in DNA repair [27]. Consistent with our find-

ings, this study also showed that Prmt5 methyltransferase activity was required for controlling

HSC quiescence. Importantly though, our data revealed that the methyltransferase activity of

Prmt5 is largely dispensable in endothelial cells, reinforcing the idea that Prmt5 regulates tran-

scription by different mechanisms in these two processes (Fig 6).

Prmt5 has been shown to facilitate ATP-dependent chromatin remodeling to promote gene

expression in skeletal muscles and during adipocyte differentiation [24,31,39,42]. Here, we

propose that Prmt5 could also be essential for proper chromatin looping in endothelial cells.

Indeed we found that Prmt5 influences gene expression in contexts supporting chromatin

looping (e.g. cdh5 and TgBAC(cdh5:GAL4FF)), while it is dispensable for gene expression

when enhancer and promoter regions are artificially associated (e.g. Tg(cdh5:Gal4VP16)).

Moreover, our ChIP experiments revealed the binding of Prmt5 but also of MED1 and Brg1 to

the promoters and to specific distal enhancers of cdh5, esama and fli1b, which are regulated by

Prmt5 in an enzymatic-independent way. MED1 or Brg1 have been shown to participate in

the formation of chromatin loop between promoter and distant enhancer in several cases [43–

47] and notably at the PPAR 2 locus in mouse adipocyte cell culture, where they act together

with Prmt5 [39]. This implies that Prmt5 could interact with Brg1 and MED1 to induce pro-

moter-enhancer looping in endothelial cells in vivo. Interestingly, brg1mutant mouse embryos

display an anemia coupled to vascular defects in the yolk sac, characterized by thin vessels and

Fig 6. Schematic representation of the two distinct roles of Prmt5 during the formation of hematopoietic lineages
and blood vessels, relying or not on its methyltransferase activity, respectively.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1009641.g006
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supernumerary sprouts [13], which is reminiscent to our present findings in zebrafish with

prmt5mutant. In addition, it has been proposed that the Mediator complex regulates endothe-

lial cell differentiation [48]. It is thus tempting to speculate that Prmt5, Brg1 and MED1 act

together to mediate chromatin looping and gene activation in endothelial cells (Fig 5Q).

The presence of Prmt5 and Brg1 at promoter regions of PPAR 2 ormyogenin was associ-

ated with dimethylated H3R8 (histone 3 arginine 8) and prmt5 knock-down led to a reduction

of both histone methylation and chromatin loop formation [42,49]. However, these studies did

not assess whether the ability of Prmt5 to facilitate chromatin looping at these loci was func-

tionally linked to its methyltransferase activity. Our data suggest that chromatin looping

favored by Prmt5 does not require its methyltransferase activity. Indeed, rescue experiments

demonstrated that Prmt5 was able to restore gene expression independently of its enzymatic

activity, with the exception of fli1a expression. Since fli1a putative enhancers are located at

proximity from its promoter, chromatin looping might not be required for fli1a expression

and Prmt5 might essentially act here through its methyltransferase activity. Yet chromatin

looping might not be the only enzymatic-independent mode of action of Prmt. Indeed, we did

not identify distant enhancers for atgr2, whose expression was rescued by a catalytic-dead

Prmt5. However, it is also possible that atgr2 distal enhancers were no clearly apparent or were

located too distally to be identified in the ATAC-seq data. Hence, depending on the context

and the target genes, Prmt5 could modulate gene expression in endothelial cell through pro-

motion of chromatin interaction and/or via histones/proteins modification. Still, in light of

our results from rescue experiments and drug inhibitor treatments, the most critical functions

of Prmt5 in vascular morphogenesis in vivo appear to be independent of its enzymatic activity.

Which transcription factor mediates Prmt5 recruitment to its target genes in endothelial

cells remains unknown. ChIP-seq data available in mouse revealed that some flanking regions

of orthologues of the Prmt5 target genes cdh5, esama and fli1b are bound by Etv2 [6]. More-

over, similar to prmt5mutant, etv2 zebrafish mutant display abnormal vasculature at 48 hpf

characterized by defective lumen formation, defective vessel extension and aberrant connec-

tions [36,37]. Hence, Etv2 could be involved in the recruitments of Prmt5 to cis regulatory

regions of endothelial genes. However, we could not confirm this hypothesis as none of the

commercially available Etv2 antibody was functional in our hands. Another crucial player of

blood vessel formation is the transcription factor Npas4l, which is expressed during late gastru-

lation and regulates etv2 expression [50]. Npas4l ChIP-seq data analysis revealed the binding

of this transcription factor to several cis-regulatory regions of Prmt5 target genes identified in

the present work. Hence, Npas4l could participate to the recruitment of Prmt5 to endothelial

genes. Even though highly challenging technically due to the low amounts of endothelial cells

in fish embryo, Cut&Run experiments in sorted endothelial cells against afore mentioned fac-

tors or any other factor of interest, combined with HiC data and the corresponding RNA-seq/

ATAC-seq experiments in wild-type or mutant conditions for Prmt5 would certainly help to

identify Prmt5 target genes and its global impact on chromatin organization.

Finally, it is worth mentioning that Prmt5 has been proposed as a therapeutic target in

many diseases, including cancer [12]. In light of our result, targeting Prmt5 might also reduce

tumor growth indirectly by inhibiting tumor angiogenesis. Along that line, it was recently

shown in a zebrafish xenotransplantation model that Etv2 and Fli1b are required for tumor

angiogenesis [51]. Several Prmt5 inhibitors have been discovered in the past decade and some

have been tested in clinical trials for the treatment of tumors (reviewed in [52]). However,

these compounds were developed and validated for their ability to inhibit Prmt5 enzymatic

activity [53]. Yet, we show here that Prmt5 acts at least in part, independently of its methyl-

transferase activity to regulate vascular morphogenesis and it is possible that enzymatic-inde-

pendent function of Prmt5 controls other physiological and pathological situations. Hence,
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our data shed light on a mechanism of action of Prmt5 that will be insensitive to the afore

mentioned enzymatic inhibitors and calls forth the design of alternative drugs i.e. specific

inhibitors of the interaction between Prmt5 and Etv2, MED1 or Brg1 for example.

In conclusion, our study highlights different modes of regulation of gene expression by

Prmt5 in endothelial cells in vivo and underscores the importance of its enzymatic-indepen-

dent function in chromatin looping. This non-canonical function of Prmt5 may have a more

pervasive role than previously thought and certainly deserves more attention in the future.

Materials andmethods

Ethics statement

Fish were handled in a facility certified by the French Ministry of Agriculture (approval num-

ber A3155510). The project has received an agreement number APAFIS#7124–20161

00517263944 v3. Anesthesia and euthanasia procedures were performed in Tricaine Methane-

sulfonate (MS222) solutions as recommended for zebrafish (0.16 mg/ml for anesthesia, 0.30

mg/ml for euthanasia). All efforts were made to minimize the number of animals used and

their suffering, in accordance with the guidelines from the European directive on the protec-

tion of animals used for scientific purposes (2010/63/UE) and the guiding principles from the

French Decret 2013–118.

Zebrafish care and maintenance

Embryos were raised and staged according to standard protocols and the Recommended

Guidelines for Zebrafish Husbandry Conditions [54,55]. The establishment and characteriza-

tion of Tg(gata2b:Gal4;UAS:lifeactGFP), Tg(fli1a:eGFP), Tg(TP1bglob:VenusPEST)s940,

TgBAC(cdh5:GAL4FF);Tg(UAS:GFP), Tg(UAS:KAEDE) have been described elsewhere

[4,28,34,40,56]. Lines generated in this study are described below. Embryos were fixed over-

night at 4˚C in BT-FIX, after which they were immediately processed or dehydrated and stored

at −20˚C until use.

Plasmid construction

To construct the transgene Tg(cdh5:GAL4VP16), we cloned the putative cdh5 promoter

(cdh5P) and enhancer (cdh5E) elements into pme_mcs and p5E_GGWDest+ (Addgene

#49319) [57,58] using XhoI, EcoRI and BsaI to generate pme_cdh5P and p5E_cdh5E, respec-

tively. The Gal4VP16 sequence from pme_Gal4VP16 [58] was then introduced downstream of

cdh5P into pme_cdh5P using BamH1 and SpeI. A multisite LR recombination reaction (Gate-

way LR Clonase II Enzyme mix, Invitrogen) was then performed using p5E_cdh5E,

pme_cdh5P:Gal4VP16, with pminTol-R4-R2pA to give pminTol- cdh5E-cdh5P: Gal4VP16.

prmt5 coding sequence from pBluescript II KS+ PRMT5WT [31] was consecutively cloned

into pCS2+ and pme_mcs by using BamHI/EcorI and BamHI/XbaI respectively. Then it was

cloned into pDest insUAS R1R2 CC using LR clonase II (Thermo Fisher Scientific), to produce

pinsUAS:PRMT5. 535pb and 430pb of respectively cdh5 and fli1a coding sequences were

cloned into PGEM-T vector (Promega) for riboprobes production. Oligonucleotide sequences

are listed in S2 Table.

Generation of prmt5-/-mutants by CRISPR/cas9

The guide RNA (gRNA) was designed using CHOPCHOP CRISPR Design website [59]. The

designed oligos were annealed and ligated into pDR274 after digestion of the plasmid with

BsaI (NEB). The gRNA was prepared in vitro using the MEGAshortscript T7 transcription kit
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(Ambion) after linearizing the plasmid with DraI (NEB) [60] before being purified using illus-

tra MicroSpin G-50 Columns (GE Healthcare). 1 nL of a solution containing 10μM EnGen

Cas9 NLS (NEB) and 100 ng/μl of gRNA was injected at the one-cell stage. WT, heterozygous,

and homozygous prmt5 animals were identified by PCR. Oligonucleotide sequences are listed

in S2 Table.

Microinjections

Tg(cdh5:GAL4VP16);Tg(UAS:KAEDE) and Tg(UAS:PRMT5) lines was generated using pmin-

Tol- cdh5E-cdh5P:Gal4VP16 and pinsUAS:PRMT5, respectively by Tol2 transposition as

described previously [61]. Control and prmt5morpholino oligonucleotides (MOs) were

described previously [23]. Embryos from in-crosses of the indicated heterozygous carriers or

wild-type adults were injected at one cell stage with 6 ng of MO. pBluescript II KS+ PRMT5

WT and pBluescript II KS+ PRMT5Mutant [31] were linearized by EcoRI (NEB) and tran-

scribed by T7 (Promega). 200 pg prmt5WTmRNA, or prmt5MUTmRNA were injected at one

cell stage.

EPZ015666 treatment

Embryos were treated with 5 μM, 10 μM or 20 μM of the Prmt5 inhibitor EPZ015666 (Sigma-

Aldrich) or with DMSO from 90% epiboly to 20 hpf (WB) or from 30 hpf to 3 dpf (RT-qPCR).

RNA extraction, Reverse transcription and real-time PCR

Embryos were dissected at the indicated stage after addition of Tricaine Methanesulfonate.

Genomic DNA was extracted from dissected embryo heads to identify their genotype and the

corresponding dissected tails were conserved in TRIzol Reagent at -20˚C. After identification

of wild- type and mutant embryos, total RNAs from at least 6 identified tails were extracted fol-

lowing manufacturer’s instructions (Invitrogen). Total RNAs were converted into cDNA

using Prime Script cDNA Synthesis Kit (Takara) with Oligo(dT) and random hexamer prim-

ers for 15 min at 37˚C according to manufacturer’s instructions. cDNAs were then diluted

20-fold and quantified by qPCR using SsoFast Evagreen Supermix (Bio-Rad) and specific

primers. Data were acquired on CFX96 Real-Time PCR detection System (Bio-Rad). Samples

were analyzed in triplicates and the expression level was calculated relative to zebrafish house-

keeping gene EF1 . Oligonucleotide sequences are listed in S2 Table.

Live imaging

For the transgenic lines TgBAC(cdh5:GAL4FF);Tg(UAS:GFP) and Tg(cdh5:GAL4VP16);Tg

(UAS:KAEDE), and Tg(fli1a:eGFP) embryos were placed in 1.5% low melt agarose with Tri-

caine on a glass-bottomed culture dish filled with egg water. Images were acquired using the

confocal microscope TCS SP8 (Leica Microsystems) with an L 25 × /0.95W FLUOSTAR

VIZIR objective (zoom X1.25) using the scanner resonant mode. Confocal stacks were

acquired every 10 min from 28 to 38 hpf to generate movies.

Immunostaining and in situ hybridization

After fixation or rehydratation, embryos were washed twice with Phosphate Buffered Saline/

1% Triton X-100 (PBST), permeabilized with PBST/0.5% Trypsin for 30 sec and washed twice

again with PBST. After blocking with PBST/10% Fetal Calf Serum (FCS)/1% bovine serum

albumin (BSA) (hereafter termed ‘blocking solution’) for at least 1 h, embryos were incubated

with antibodies directed against GFP (Torrey Pine, Biolabs), Prmt5 (Upstate #07405), MEP50/
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Wdr77 (Cell Signaling Technology #2823) or Symmetric Di-Methyl Arginine Motif (SDMA,

Cell Signaling Technology #13222) in blocking solution overnight at 4˚C followed by 5 wash-

ing steps with PBST. Embryos were then incubated with the appropriate Alexa Fluor-conju-

gated secondary antibodies (Molecular Probes) for at least 2 h at room temperature and

washed three times. Nuclei were then stained with TO-PRO3 (Molecular Probes) and washed

twice with PBST. Embryos were dissected, flat-mounted in glycerol and images were recorded

on a confocal microscope as above. In situ hybridization was carried out as previously

described [35]. Riboprobes were produced by linearizing PGEMT-cdh5 and PGEMT-fli1a vec-

tor by SacII and in vitro transcription by SP6 polymerase. Embryos were dissected, flat-

mounted in glycerol and images were recorded on a confocal microscope as above or using the

confocal Zeiss LSM 880.

Western blots

20 hpf Embryos were lysed in 2x Laemmli sample buffer (4% SDS, 20% glycerol, 125mM Tris-

HCl pH 6.5, 0.004% bromophenol blue, 10% -2-mercapthoethanol). Proteins equivalent to 6

embryos were loaded and samples were separated by SDS-PAGE before being transferred to

Nitrocellulose membranes. Membranes were blocked 1h at room temperature (10% milk,

0.1% Tween TBS) and probed at 4˚C overnight (2% milk, 0.1% Tween TBS) with -Symmetric

Di-Methyl Arginine Motif (SDMA, Cell Signaling Technology #13222) and -Tubulin

(Sigma-Aldrich #T-6199) primary antibodies. After several washings, membranes were

incubated with appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies for 1h.

Detection was performed using Clarity Western ECL substrate (Bio-Rad) according to manu-

facturer’s instruction and signals were analyzed with the ChemiDoc MP Imaging System

device (Bio-Rad).

Chromatin immunoprecipitations

20 hpf dechorionated embryos were fixed in 1.85% formaldehyde in fish water for 15 min at

room temperature. Glycine was then added to a final concentration of 125 mM at room tem-

perature for 5 min to quench formaldehyde. Embryos were then rinsed three times in ice cold

PBS at 4˚C and were snap frozen in liquid nitrogen. Embryos (400 embryos/ChIP) were lysed

in buffer containing 10 mM Tris-HCl pH7.4, 10 mMNaCl, 0.5% NP-40 supplemented with

protease inhibitors and were then spun at 3500 rpm for 5 min at 4˚C. The pellet was resus-

pended in 100 μl nuclei lysis buffer (50 mMTris-HCl pH7.4, 10 mM EDTA, 1% SDS + protease

inhibitors) and incubated for 10 min at 4˚C. Two volumes of IP dilution buffer (16.7 mM Tris-

HCl pH7.4, 167 mMNaCl, 1.2 mM EDTA, 1.1% Triton X-100, 0.01%SDS + protease inhibi-

tors) were then added before proceeding to the sonication with a Bioruptor device (Diage-

node) to get fragments of 300–500 nucleotides. Samples were spun at 14000 rpm for 10 min at

4˚C and the supernatant was transferred to a new tube. Protein A and protein G agarose beads

(Sigma-Aldrich) saturated with PBS containing 0.5% BSA were added to the samples for the

pre-clearing step for 4 h at 4˚C on a rotating wheel. After a short centrifugation, 3 μg of the fol-

lowing antibodies were added to each supernatant: anti-Brg1 (#NB100-2594, Novus Biologi-

cals), anti-PRMT5 (mix of #07–405, Upstate Biotechnology and #MA1-25470, Invitrogen),

anti-MED1/PPARBP (#H00005469, Abnova). A mock ChIP with no antibody, was included as

a control. After 4 h of incubation with antibodies, protein A and protein G agarose beads were

added to the mix and incubation was carried on overnight at 4˚C on a rotating wheel. The day

after, beads were washed twice in RIPA buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 140 mMNaCl, 1 mM

EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 0.1% sodium deoxycholate) then three times in LiCl solu-

tion (10 mM Tris-HCl pH8.0, 250 mM LiCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40, 0.5% sodium
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deoxycholate) and finally twice in TE (10 mM Tris-HCl pH8.0, 1 mM EDTA). Proteins on

beads were then eluted twice in 10 mM Tris-HCl pH8.0, 1 mM EDTA, 50 mMNaCl, 1% SDS

during 15 min at 65˚C. The supernatants were adjusted to a final concentration of 200 mM

NaCl before incubation at 65˚C overnight to reverse the crosslink. The day after, RNAse A was

added for 1 h at 37˚C before proceeding to proteinase K treatment. DNA was purified by addi-

tion of phenol/chloroform/isoamyl alcohol followed by ethanol precipitation. Purified DNA

was dissolved in RNAse-free, DNAse-free water (Sigma-Aldrich) and further used for qPCR.

Samples were analyzed in duplicates and fold enrichment was calculated relative to the input

and to a negative region (gene desert) on chromosome 7 (Active Motif). The final fold enrich-

ment value was then calculated relative to the mock ChIP. Primer sequences are listed in

S2 Table.

Image processing and measurements

Confocal images and stacks were either analyzed with ImageJ software, LAS X or ZEN blue.

Nuclei of ISV cells and gata2b+ cells were counted using the Multipoint tool of ImageJ. ISV

lengths were measured by drawing a line between the base and the tip of ISV on ImageJ. Con-

tours of the Dorsal Aorta were drawn using the Freehand Selection Tool with a digital pen and

the area was then measured. Fluorescence intensity corresponded to the measurement of aver-

age gray value for each entire image.

Statistical analysis

Statistical comparisons of datasets were performed using GraphPad Prism software. For each

dataset, we tested the assumption of normality with D’Agostino-Pearson tests and accordingly,

unpaired t-test, Mann-Whitney test, One-way ANOVA, two-way ANOVA or Kruskal-Wallis

test were used to compare dataset; means and SDs are shown for each graph/plot. The test

used as well as the number of independent experiments performed and the minimal number

of biological replicates are indicated in each figure legend.

Bioinformatic analysis

Published single cell data from total embryos at 10 hpf, 14 hpf, 18 hpf and 24 hpf [33] were

analyzed using the R package Seurat [62,63]. After data clustering, clusters of endothelial cells

from each stage were identified by the expression of several endothelial specific genes (etv2,

fli1a, . . .). Then, we examined the level of expression and the percentage of cells expressing

our gene of interest at each developmental stage. ATAC-seq data [38] and ChIP-seq data [6]

were inspected using the Galaxy platform [64].

Supporting information

S1 Fig. Analysis of hematopoietic lineage markers. (A) Average number of HSCs enumer-

ated per confocal stack in control and in prmt5morphant embryos at 40 hpf. Data are from 2

independent experiments with at least 3 individuals per experiment and a t-test was per-

formed. ⇤⇤⇤ P<0,001. (B, C) Confocal projections of immunostaining with anti-phosphoH3

antibody (in red) of Tg(gata2b:Gal4; UAS:lifeactGFP) transgenic embryos either injected with

control morpholino (B) or prmt5morpholino (C) at 40 hpf. Scale bar 100 μm. (D) Schematic

representation of vascular (green) and hematopoietic (red) systems in a zebrafish larva.

Bracket indicate the Caudal Hematopoietic Tissue (CHT). (E, F) Confocal projections of CHT

from transgenic Tg(gata2b:Gal4; UAS:lifeactGFP) embryos at 3 days in the same conditions as

in B-C. Scale bar 100 μm. (G) Average number of HSPCs enumerated per confocal stack in
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control and prmt5morphant embryos at 3 days from 2 independent experiments with at least

4 individuals per analysis. T-test was performed. ⇤⇤⇤ P<0.001. (H-K) Relative mRNA expres-

sions determined by RT-qPCR in either the head (H, I) or the trunk (J, K) of 3-day old control

and prmt5morphant embryos, from 4 independent experiments with at least 10 animals per

condition. T-test was performed. ⇤ P<0,05.

(TIF)

S2 Fig. (A-C’) Confocal projections of transgenic Tg(fli1a:GFP)y1 embryos with endothelial

cells (in green) after immunostaining against Prmt5 (in magenta). (A-A”) Dorsal view of the

lateral plate mesoderm at 14 somite- stage. Yellow rectangle delimits the close up of Prmt5+

endothelial cells (A’-A”). Prmt5+ cells appear in magenta (A-A”) and endothelial cells in green

(A-A’). Anterior is on top. Scale bars 100 μm (A) and 25 μm (A’). (B, B’) Confocal projections

focusing on endothelial cells (in green) from the dorsal aorta (DA) and the cardinal vein (CV)

at 24 hpf. Red and blue arrows point to Prmt5+ cells (in magenta) from the DA and the CV,

respectively. Red and blue lines represent DA and CV diameters, respectively. Scale bar 50 μm.

(C, C’) Confocal projections focusing on sprouting ISVs (in green) at 24 hpf. Light blue and

yellow arrows point to tip and stalk cell, respectively. (D) Schematic representation of the

trunk vasculature with ISVs sprouting from the DA. The tip cell leads the cell migration and

the stalk cell maintains the connection with the DA. (E) Expression heatmaps for etv2, prmt5,

MEP50/Wdr77, Smarca4a/Brg1,MED1 and identified Prmt5 target genes, in endothelial cells

at 10 hpf, 14 hpf, 18 hpf and 24 hpf. Data were derived from single cell RNA-sequencing from

Wagner et al. [33]. The expression level is colored-coded from absence of expression (green)

to highest level of expression (white).

(TIF)

S3 Fig. (A, B) Confocal projections of transgenic Tg(fli1a:GFP)y1 wild-type (A) and prmt5

mutant (B) embryos at 48 hpf. Scale bar 100 μm. (C, D) Average number of disconnected ISV

per confocal projection (C) and average ISV area in μm2 (D) in control and prmt5mutant

embryos, from 3 independent experiments with at least 4 animals per condition. Mann-Whit-

ney tests were performed. ⇤⇤⇤⇤ P<0.0001; ⇤⇤⇤ P<0.001. (E-G) Confocal projections of trans-

genic TgBAC(cdh5:GAL4FF);Tg(UAS:GFP) and TgBAC(cdh5:GAL4FF);Tg(UAS:GFP); Tg

(UAS:prmt5) embryos at 28 hpf. Control morphant is on the top left panel (E), prmt5mor-

phant embryos not expressing (F) or mis-expressing prmt5WT in blood vessel (G). The fluo-

rescent intensity is colored-coded, from Low intensity (L) in black to High intensity (H) in

white. Scale bar 100 μm. (H, I) Average GFP fluorescence intensity per confocal projection (H)

and average ISV length in μm (I), for control, prmt5morphant embryos not expressing or

mis-expressing prmt5WT in blood vessels, from 2 independent experiments with at least 3 ani-

mals per condition. One-way ANOVA and Kruskal-Wallis test were performed. ⇤ P<0.05, ⇤⇤⇤

P<0.001. (J-R) DIC images and confocal projections of wild-type (J,L,O,Q) and prmt5mutant

embryos (K,M,P,R) after in situ hybridization or fluorescent in situ hybridization against cdh5

(J-M) and fli1a (O-R). Scale bar 100 μm. (N, S) Percentage of embryos (y axis) presenting a

high or a low level of expression of cdh5 (N) or fli1a (S), according to their genotype (x axis),

from 3 independent experiments with at least 4 animals per condition.

(TIF)

S4 Fig. Chromatin profile visualization of endothelial cells from the UCSC Genome

Browser. ATAC-seq peaks as determined by Quillien et al. [38] flanking potential Etv2 target

genes as indicated (cdh5, esama, fli1b, atgr2, fli1a). GFP+ cell track corresponds to endothelial

cell ATAQ-seq profile and GFP-minus track represents non-endothelial cell profile. Endothe-

lial cell peak track shows specific peaks for endothelial cells. Promoter regions (P) and putative
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enhancers (E) are highlighted in light orange and light pink, respectively.

(TIF)

S1 Table. RNA-seq in Endothelial cells/non-endothelial cells from Quillien et al. [38]

(derived from dataset GSE97256).

(XLSX)

S2 Table. Oligonucleotides used in this study.

(DOCX)

S1 Data. All numerical data underlying graphs shown in the manuscript.

(XLSX)
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Writing – original draft: Aurélie Quillien, Laurence Vandel.
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Résumé 

 
Les protéines de la famille Ten-Eleven Translocation (TET) sont des acteurs clés de la 

régulation de la transcription et des mutations des gènes codant pour ces enzymes sont 
fréquemment associées au développement de diverses pathologies comme des cancers. Si les 
enzymes TET ont été largement décrites pour leur rôle dans la déméthylation des 5-
méthylcytosines (5mC) sur l’ADN, ces enzymes peuvent aussi agir sur d’autres substrats ou 
indépendamment de leur activité enzymatique. En ce sens, le génome de la Drosophile est 
globalement dépourvu de 5mC mais code pour des enzymes TET, faisant de cet organisme un 
modèle de choix pour caractériser les fonctions de TET par-delà l’oxydation des 5mC. Au cours 
de ma thèse, je me suis intéressé au mécanisme moléculaire d’action de TET chez la 
drosophile. Tout d’abord, nous avons ré-examiné son rôle dans la démethylation des 6-
méthyladénines (6mA), une modification épigénétique dont la présence et le rôle chez les 
métazoaires sont controversés. Nos résultats montrent que les niveaux de 6mA sont très 
faibles dans le génome de la Drosophile, et que TET est incapable d’accommoder cette marque 
comme substrat. De plus, l’étude d’un mutant Tet dépourvu d’activité catalytique indique que 
l’activité enzymatique de TET n’est pas requise pour le développement de la mouche, et que 
dans le système nerveux central larvaire, son mode d’action est majoritairement indépendant 
de son activité catalytique. Au sein de ce tissu, nous avons pu montrer que TET interagit avec 
le Polycomb Repressive Complex 1 (PRC1) pour activer l’expression de ses gènes cibles. 
 
Mots clés : TET, Drosophile, Polycomb, activité catalytique, régulation de la transcription, 6-

méthyladénine 

 
 

Abstract 

 
Proteins from the Ten-Eleven Translocation (TET) family are key players in transcription 

regulation, and mutations affecting TET genes are frequently associated with several 
pathologies such as cancers. TET enzymes have been mainly described for their involvement 
in 5-methylcytosine (5mC) demethylation on DNA, but these enzymes can also act on other 
substrates or independently of their catalytic activity. Interestingly, the Drosophila genome is 
essencially deprived of 5mC but stil encodes for TET enzymes. Thus, this organism stands as a 
valuable model system to study TET functions beyond its ability to oxidise 5mC. During my 
PhD, I characterised TET molecular mechanisms of action in drosophila. First, I participated to 
the re-evaluation of TET function in 6-methyladenine (6mA) demethylation, an epigenetic 
modification whose presence and function in metazoans are still under debate. Our results 
show that 6mA levels are very low in Drosophila genome, and that TET is not able to 
accommodate this mark as a substrate. In addition, our study of a Tet mutant in which its 
catalytic activity is abolished show that TET enzymatic function isn’t required for fly 
development, and that TET function in the larval central nervous system is mainly catalytic 
independent. In this tissue, our results show that TET interacts with the Polycomb Repressive 
Complex 1 (PRC1) to promote gene activation. 
 
Keywords : TET, Drosophila, Polycomb, catalytic activity, transcription regulation, 6-

methyladenine 

  


