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Résume

Le syndrome neurodéveloppemental associ¢ a RNU4-2 (syndrome ReNU) est une cause
monogénique fréquente de déficience intellectuelle sévére, causée par des variants de novo
affectant le géne RNU4-2, qui code I' ARN nucléaire U4, composant clé du spliceosome majeur.
L'interprétation fonctionnelle de ces variants reste difficile, les outils standards de prédiction

¢tant peu adaptés aux ARN non codants.

Cette étude analyse in silico 61 variants de RNU4-2 issus de ClinVar, répartis en 30 variants
pathogeénes ou probablement pathogenes (Patho/LP) et 31 variants de signification incertaine
(VUS), a l'aide de trois métriques : AAG RNAfold (stabilité de la structure secondaire), AAG
RNAcofold (interaction U4/U6) et RNAdistance (réorganisation topologique).

Le AAG RNAfold est la seule métrique distinguant significativement les deux groupes (p =
0,012 ; delta de Cliff = —0,37), mais les variants Patho/LP présentent un AAG médian nul,
suggérant que la déstabilisation globale n'est pas le mécanisme pathogene principal. Le signal
le plus discriminant reste la localisation dans la région critique (T-loop + Stem III) : 18 variants
Patho/LP sur 30 s'y concentrent, contre un seul VUS (OR =45,0 ; p=9,7 x 107). Les variants
n.7G>C, n.140G>A et n.129G>C/A sont identifiés comme candidats prioritaires pour une

validation expérimentale.

Ces résultats soulignent I'hétérogénéité des mécanismes moléculaires du syndrome ReNU et
I'intérét d'une approche multi-critéres combinant analyse structurale et localisation

fonctionnelle pour l'interprétation des variants de génes d'ARN non codants.

Mots-clés : RNU4-2 - Syndrome ReNU - ARN non codant - Analyse in silico - Spliceosome

- VUS - Structure secondaire ARN - Bioinformatique.
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Abstract

RNU4-2-related neurodevelopmental syndrome (ReNU syndrome) is a frequent monogenic
cause of severe intellectual disability, caused by de novo variants affecting the RNU4-2 gene,
which encodes the U4 small nuclear RNA, a key component of the major spliceosome.
Functional interpretation of these variants remains challenging, as standard prediction tools

were designed for protein-coding sequences and perform poorly on non-coding RNAs.

This study presents an in silico analysis of 61 RNU4-2 variants retrieved from ClinVar,
classified as either pathogenic or likely pathogenic (Patho/LP, n = 30) or of uncertain
significance (VUS, n = 31), using three complementary metrics: AAG RNAfold (secondary
structure stability), AAG RNAcofold (U4/U6 interaction energy), and RNAdistance

(topological reorganization).

AAG RNAfold was the only metric significantly differentiating the two groups (p = 0.012;
Cliff's delta = —0.37), yet Patho/LP variants showed a median AAG of zero, suggesting that
global RNA destabilization is not the predominant pathogenic mechanism. The strongest
discriminating signal was variant localization within the critical region (T-loop + Stem III): 18
of 30 Patho/LP variants mapped to this region versus only one VUS (OR =45.0; p=9.7 x 107).
Variants n.7G>C, n.140G>A, and n.129G>C/A were identified as priority candidates for

experimental functional validation.

These findings highlight the mechanistic heterogeneity underlying ReNU syndrome and
support a multi-criteria approach combining structural analysis and functional localization for

the interpretation of variants in non-coding RNA genes.

Keywords: RNU4-2 - ReNU syndrome - Non-coding RNA - In silico analysis - Spliceosome

- Variant of uncertain significance - RNA secondary structure - Bioinformatics.
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Introduction Générale

Les troubles du développement neurologique (TDN) forment une catégorie variée d’affections
marquées par des modifications dans le développement du systéme nerveux central, entrainant
des déficits cognitifs, moteurs, comportementaux ou adaptatifs selon des niveaux divers. Ces
troubles représentent une des principales sources de handicap chez les enfants et sont souvent
liés a des origines génétiques complexe, impliquant des variations qui affectent des genes
critiques pour le développement cérébral. Les avancées récentes dans les technologies de
séquengage a haute capacité ont permis d’identifier un grand nombre de génes impliqués dans
ces affections, soulignant I’importance non seulement des régions codantes du génome, mais
¢galement des zones non codantes qui jouent un réle clé¢ dans la régulation de I’expression

génique et des mécanismes cellulaires.

Parmi les ¢léments non codants ayant un impact sur les maladies humaines se trouvent les petits
ARN nucléaires (snARN), qui participent a I’épissage des ARN pré-messagers a ’intérieur du
spliceosome. Ce complexe ribonucléoprotéique garantit I’¢limination précise des introns ainsi
que la jonction appropriée des exons, étape essentielle pour produire des ARN messagers
fonctionnels. Tout dysfonctionnement de ce processus peut induire des anomalies d’expression

génique a grande échelle et favoriser I’émergence de diverses pathologies génétiques.

Le géne RNU4-2 code pour I’ARN nucléaire U4, ’'un des composants clés du spliceosome
majeur. L’ARN U4 établit un duplex avec I’ARN U6 et joue un role dans la régulation de
I’activation catalytique du spliceosome. Cette interaction est vitale pour assurer 1’exactitude de
I’épissage et éviter une activation prématurée du complexe catalytique. A la différence des
genes codant des protéines, la fonction biologique de RNU4-2 est principalement déterminée
par la structure secondaire et tridimensionnelle de son transcrit. Par conséquent, une simples
substitution d’un nucléotide peut altérer le repliement de I’ARN, perturber ses interactions

moléculaires et compromettre son role dans le processus d’épissage.

En 2024, des recherches génétiques ont mis en évidence des variants pathogénes récurrents de
RNU4-2 comme étant a I’origine d’un nouveau syndrome neurodéveloppemental, désormais

connu sous le nom de syndrome neurodéveloppemental associé¢ &8 RNU4-2 (syndrome ReNU).



Cette condition se caractérise principalement par un retard général du développement, une
déficience intellectuelle de gravité variable, des troubles du langage, une hypotonie et diverses
anomalies neurologiques. La découverte de ce syndrome a mis en lumiére 1’importance
essentielle des ARN non codants dans le développement neurologique humain et a souligné la

nécessité de I’intégrité structurelle de I’ARN U4 pour le bon fonctionnement du spliceosome.

L’interprétation des variants identifiés dans RNU4-2 représente cependant un défi majeur. En
effet, les approches classiques de prédiction de I’impact fonctionnel, développées
principalement pour les protéines, sont peu adaptées aux ARN non codants. Dans ce contexte,
les analyses in silico constituent des outils particulicrement précieux pour évaluer les
conséquences potentielles des variants sur la stabilité thermodynamique, la structure secondaire
et les interactions moléculaires de I’ ARN. Des logiciels spécialisés tels que RNAfold permettent
notamment de prédire les modifications de repliement induites par les substitutions
nucléotidiques et d’estimer leurs effets sur la stabilit¢ de la molécule a travers les variations

d’énergie libre minimale.

L’analyse structurale computationnelle offre ainsi une approche pertinente pour explorer les
mécanismes moléculaires sous-jacents a la pathogénicité des variants de RNU4-2. En identifiant
les altérations susceptibles d’affecter les domaines fonctionnels de I’ARN U4, notamment les
régions impliquées dans la liaison aux protéines du spliceosome ou dans la formation du duplex
U4/U6, il devient possible de mieux comprendre les relations entre génotype et phénotype dans

le syndrome ReNU.

Dans cette perspective, le présent travail vise a réaliser une analyse in silico des variants du
gene RNU4-2 associés au syndrome neurodéveloppemental ReNU afin d’évaluer leur impact
potentiel sur la structure et la stabilit¢ de I’ARN U4. Cette étude contribue a une meilleure
compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans cette pathologie récemment
décrite et met en évidence l’intérét des approches bioinformatiques dans 1’interprétation

fonctionnelle des variants affectant les ARN non codants.



Chapitre I : Revue de la littérature



Revue de la littérature

1.1 Troubles neurodéveloppementaux

1.1.1 Définition

Les troubles neurodéveloppementaux (TND) regroupent un ensemble de conditions qui
apparaissent pendant le développement, généralement des la petite enfance. Ils se traduisent par
des difficultés durables dans le fonctionnement personnel, social, scolaire ou professionnel
(Cernigliaro et al., 2024 ; Guerrera et al., 2024). Ces troubles comprennent notamment la
déficience intellectuelle, les troubles du spectre de l'autisme (TSA), le trouble déficitaire de
l'attention avec ou sans hyperactivité¢ (TDAH), les troubles spécifiques des apprentissages, les
troubles de la communication ainsi que les troubles moteurs. Bien que variés, les TND partagent

souvent des bases génétiques, neurobiologiques et développementales communes.
1.1.2 Caractéristiques générales

Les TND se manifestent par des difficultés précoces touchant plusieurs domaines du
développement, notamment la communication, les interactions sociales, I’apprentissage, les
fonctions exécutives, le comportement adaptatif ainsi que les habiletés motrices (Valenzuela
et al., 2024a) Leur évolution est généralement chronique, avec des symptomes qui peuvent
persister durant 1’adolescence et a 1’age adulte. Cependant, I’expression clinique des TND peut
varier au cours du temps selon la sévérité du trouble, I’environnement, les prises en charge
éducatives et thérapeutiques, ainsi que les capacités d’adaptation de 1’individu (Figure 1)

(Barbour et al., 2024).

Tableau 1. Principales caractéristiques cliniques des individus présentant un variant de RNU4-

2

Catégorie Clinique
Caractéristiques

Anomalie
neurodéveloppementale Retard global du développement, déficience intellectuelle, hypotonie, crises

épileptiques, troubles autistiques
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Anomalies cérébrales (IRM)

Anomalie du corps calleux, ventriculomégalie

Croissance

Retard de croissance intra-utérin, petite taille , faible poids

Crane

Dysmorphie cranio-facial

Digestif

Ophtalmologique

Musculo-squelettique

Micro-céphalie primaire ou progressive

Epicanthus, paupiéres en capuchon, joues pleines, philtrum en tente, lévre

inférieure éversée, palais étroit
Difficultés alimentaires, reflux, constipation

Strabisme, nystagmus

Scoliose, fractures, ostéoporose

Figure 1 : Manifestations cliniques, dysmorphie cranio-faciale et anomalies cérébrales
observées chez des patients atteints d’un syndrome neurodéveloppemental (TND) d’origine
génétique (Barbour et al., 2024).
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1.1.3 Epidémiologie des troubles neurodéveloppementaux

Les TND comptent parmi les troubles chroniques les plus fréquents de l'enfance a 1'échelle
mondiale. Une méta-analyse portant sur les pays a revenu faible et intermédiaire estime leur
prévalence globale a environ 10 %, avec des variations importantes selon le contexte
géographique et socio-économique. Parmi les sous-types les mieux documentés figurent la
déficience intellectuelle (12 %), le trouble déficitaire de l'attention avec ou sans hyperactivité
(TDAH, 11 %) et le trouble du spectre de l'autisme (TSA, 10 %). Ces chiffres globaux masquent
toutefois des disparités considérables : les taux les plus ¢élevés sont observés en Afrique

subsaharienne (14 %) et dans les pays a faible revenu (13 %), contre 7 % en Asie.

Dans la région Moyen-Orient et Afrique du Nord (MENA), les données épidémiologiques
disponibles restent hétérogénes, en partie du fait de l'insuffisance des infrastructures
diagnostiques et du manque d'études comparables entre pays. Les estimations existantes
révelent néanmoins une charge substantielle. Pour le TSA, une méta-analyse récente rapporte
une prévalence estimée a 0,14 % dans la région, avec une variabilité frappante entre pays de
0,01 % a Oman a 6,50 % en Irak (Akomolafe et al., 2025). Pour le TDAH, une méta-analyse
publiée dans le BMJ Open estime la prévalence a 10,3 % dans la région MENA, avec des taux
allant de 1,3 % au Yémen a 22,2 % en Iran chez les enfants et adolescents (Al-Wardat et al.,
2024). De tels écarts ne reflétent pas nécessairement des différences biologiques réelles entre
populations : ils traduisent avant tout des inégalités d'acces au diagnostic, des niveaux variables
de formation des professionnels de santé et, dans certains contextes, une stigmatisation
persistante qui freine le recours aux soins. Le rapport UNICEF (2023) rappelle a cet égard que
la région MENA compte pres de 21 millions d'enfants vivant avec un handicap, soit environ un

enfant sur sept, un chiffre qui illustre 'ampleur des besoins non couverts.

En Algérie, les données épidémiologiques sur les TND demeurent limitées. La premicre cohorte
clinique consacrée au TSA, rapportée par (Loumi & Andres, 2025) a porté¢ sur 186 cas
diagnostiqués entre 2013 et 2021. Les profils cliniques observés sont globalement concordants
avec les données internationales, avec une prédominance masculine marquée, un age au
diagnostic tardif et une fréquence élevée de comorbidités associées a des facteurs périnataux
défavorables. En I’absence de données populationnelles nationales, les estimations du Global
Burden of Disease 2019 indiquent, pour la région Afrique du Nord et Moyen-Orient, un taux
de prévalence standardisé pour le TSA de 304,4 pour 100000 habitants (IC 95% : 251,2-366,1)

avec un ratio hommes/femmes de 2,9 (Ebrahimi Meimand et al., 2023).
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Ces données épidémiologiques ont des implications directes sur le plan de la santé publique.
Les TND générent des besoins en soins complexes et prolongés, mobilisant simultanément la
neurologie pédiatrique, la psychiatrie, l'orthophonie, la psychomotricit¢ et I'éducation
spécialisée. Leur retentissement dépasse la sphére individuelle : les familles supportent une
charge psychologique, professionnelle et financiere considérable, tandis que les systemes de
santé doivent absorber des colits importants sur l'ensemble de la trajectoire de vie des patients.
Plusieurs facteurs de risque sont bien établis sexe masculin, faible poids de naissance,
prématurité, age maternel avancé, complications obstétricales, bas niveau d'éducation
maternelle et conditions socio-économiques défavorables ce qui laisse entrevoir des marges
d'action préventive réelles, a condition que les interventions ciblent les déterminants
modifiables dés la période périnatale(Almahmoud & Abushaikha, 2023; Mehari & Zeleke,
2026).

1.1.4 Etiologie génétique et épigénétique

L’étiologie des TND est multifactorielle. Les études des jumeaux et les analyses de ségrégation
familiale ont établi une composante génétique significative pour la majorité de ces troubles,
avec des estimations d’héritabilité¢ variant de 50 a 90% selon le trouble considéré (Tick et al.,
2016). Cette composante recouvre des mécanismes variés : Mutations ponctuelles, variations

du nombre de copies (CNV), mutations de novo et variants rares a effet intermédiaire.

Parmi les variants les mieux caractérisés figurent les mutations de novo absentes chez les deux
parents et apparues spontanément chez l'enfant atteint. Ces mutations touchent fréquemment
des génes impliqués dans le développement cérébral, comme NRXNI, NLGN3 ou SHANK3,
associés a des formes syndromiques de TSA. Leur identification a été rendue possible par l'essor
du séquengage de l'exome et, plus récemment, du génome entier. Parallelement, les CNV gains
ou pertes de segments chromosomiques perturbent la dosimétrie de génes entiers et constituent
une autre source majeure de vulnérabilité génétique. Les variants rares, définis par une
fréquence inférieure a 1 % dans la population générale, représentent quant a eux une catégorie
hétérogene dont I'effet pathogene est souvent difficile a établir en dehors d'études fonctionnelles

dédiées (Redon et al., 2006).

Les mécanismes épigénétiques jouent un réle reconnu dans la physiopathologie des TND. La
méthylation de ' ADN, les modifications post-traductionnelles des histones et la régulation par

les ARN non codants modulent 1'expression des génes de fagon réversible, sans altérer la

6
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séquence sous-jacente. Des anomalies de méthylation au niveau des régions CpG, en particulier
dans les génes synaptiques, ont ét¢ documentées chez des individus présentant un TSA ou une
déficience intellectuelle. Le syndrome de Rett, causé par des mutations du géne MECP2 qui
code un lecteur de méthylation, illustre de maniére paradigmatique le role des perturbations

épigénétiques dans les TND (Barros & Offenbacher, 2009).

Enfin, les facteurs environnementaux agissent en interaction avec ce substrat génétique et
épigénétique. L'exposition prénatale a des toxiques(alcool, tabac, métaux lourds, bisphénol A),
les infections maternelles, le stress gestatif ou la malnutrition peuvent modifier durablement les
profils épigénétiques et influer sur I'expression de genes critiques pour le neurodéveloppement,
particulierement durant la neurogenése et la synaptogen¢se (Kundakovic & Champagne,
2015). Cette interaction gene—environnement est indispensable pour comprendre pourquoi deux
individus portant une méme mutation peuvent présenter des tableaux cliniques sensiblement

différents (Burgunder, 2023).

1.1.5 Mécanismes moléculaires impliqués

Les TND sont associés a des altérations génétiques qui affectent des mécanismes biologiques
clé¢ du développement et du fonctionnement du cerveau. Trois grands niveaux mécanistiques
sont aujourd'hui bien documentés : la fonction synaptique, la neurogenése et le contrle de

l'expression génique.

Les dysfonctionnements synaptiques occupent une place centrale dans la physiopathologie de
nombreux TND, en particulier le TSA. Des mutations affectant les protéines synaptiques,
comme les neurexines (NRXN) et les protéines de la famille SHANK, altérent la structure, la
plasticité et la transmission des synapses excitatrices, compromettant la communication entre
neurones (Michetti et al., 2022) . Ces anomalies ne se limitent pas a des défauts locaux : elles
perturbent 1'équilibre excitation/inhibition a I'échelle des circuits, avec des conséquences sur le
traitement de l'information sensorielle, sociale et cognitive. D’autre part, des perturbations dans
la formation des neurones, y compris des problémes de prolifération, de migration et de
maturation neuronale, ont aussi ét€ notées. Ces mécanismes sont cruciaux pour une construction
adéquate des circuits neuronaux durant le développement du cerveau, et leurs déréglements

peuvent engendrer des déficits structurels et fonctionnels persistants (Washbourne, 2015).
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Enfin, la régulation de I’expression génique constitue le troisiéme mécanisme notamment via
le contrdle de la transcription et 1’épissage de pré-ARNm. Des mutations touchant des facteurs
de transcription neuronaux ou des composants de la machinerie d’é€pissage comme les shnRNA
du spliceosome altérent simultanément 1’expression de nombreux geénes cibles, générant des

phénotypes complexes et pléiotropiques (Plowright et al., 2024).

1.2 L'épissage des pré-ARNm et le spliceosome

1.2.1 Les ARN non codants

longtemps qualifiés d” « ADN poubelle » et considérés comme dépourvues de fonction, les
séquences génomiques non codantes ont fait I’objet d’une réévaluation majeure grace aux
progres du séquengage a haut débit et des projets d'annotation a grande échelle, notamment
ENCODE Project Consortium une grande partie du génome humain est transcrite, et une
fraction importante de ces transcrits exerce des fonctions biologiques sans étre traduite en

protéines (ENCODE Project Consortium, 2012).

Les ARN non codants (ARNnc) forment une classe fonctionnelle subdivisés ARNnc courts
(<200nt), des ARNnc longs (IncRNA, >200nt). Parmi les ARNnc courts fonctionnellement
caractérisés figurent les microARN (miRNA), impliqués dans la régulation post-
transcriptionnelle, les ARN de petit nucléole (snoRNA), qui guident les modifications
chimiques des ARN ribosomiques, et les petits ARN nucléaires (snRNA), composants
essentiels de la machinerie d'épissage. Ces molécules n'agissent pas isolément : elles s'associent
a des protéines spécifiques pour former des complexes ribonucléoprotéiques (RNP) dont la
structure tridimensionnelle conditionne la fonction (Matera et al., 2007; Mattick et al., 2023;

Zampetaki et al., 2018).

Contrairement aux ARNm, [’activité biologique des ARNnc repose sur leur architecture
tridimensionnelle plutdt que sur une information codante. Une substitution nucléotidique qui
modifie le repliement d'un ARNnc peut suffire a perturber sa fonction ce qui rend leur analyse
structurale particulierement informative dans le contexte de l'interprétation des variants

génétiques (Miao & Westhof, 2017; Zampetaki et al., 2018)
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.1.2.2 Les snRNA et leur role dans 1'épissage

Le spliceosome est un complexe ribonucléoprotéique conservé, présent dans le noyau des
cellules eucaryotes, dont la fonction est d’exciser les introns des pré-ARNm et de lier les exons
flanquants pour produire un ARNm mature. Il existe sous deux formes : le spliceosome majeur,
responsable de I’épissage de plus de 99% des introns, et le spliceosome mineur, dédié a une
classe restreinte d’introns a séquences consensus atypiques. Les snRNA U1, U2, U4, U5 et U6
constituent le cceur fonctionnel du spliceosome majeur, dont l'activité catalytique repose
principalement sur les réarrangements impliquant U2 et U6. Leur taille varie de 100 a 200
nucléotides, et chacun adopte une structure secondaire conservée, maintenue par des
appariements intramoléculaires précis. Contrairement aux ARNm, les snRNA ne subissent pas
de traduction : ils fonctionnent directement a I'état d'ARN, en s'associant a des protéines
spécifiques les protéines Sm pour U1, U2, U4 et U5, et les protéines Lsm pour U6 pour former

des particules snRNP (small nuclear ribonucleoprotein particles).

Chaque snRNA occupe une fonction distincte et non redondante dans le cycle d'épissage. Ul
reconnait le site donneur 5' de I'intron par complémentarité de séquence. U2 s'associe au point
de branchement en amont du site accepteur 3'. U4 et U6 forment un duplex stable dans lequel
U4 maintient U6 dans une conformation inactive. U5, enfin, contribue a positionner les exons

adjacents pour la réaction de ligation (Figure 2) (Cooper, 2000)

Plusieurs régions fonctionnelles de U2, U4 et U6 sont orthologues entre Saccharomyces
cerevisiae et I’humain témoignant du réle important que jouent ces ARN dans le spliceosome.
Toute substitution dans ces régions risque de compromettre l'assemblage l'activation du
spliceosome ce qui confeére aux variants du gene RNU4-2 un potentiel pathogéne direct
lorsqu'ils touchent des positions structuralement conservées (Will & Liihrmann, 2011 ;Chen

et al., 2024a).
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Figure 2 : Représentation schématique du mécanisme général de 1’épissage constitutif des
pré-ARNm (retrait de I’intron sous forme de lariat et jonction des exons (Cooper, 2000).
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1.2.3 Organisation et cycle du spliceosome majeur :

Le spliceosome majeur est I'un des complexes macromoléculaires les plus grands et les plus
dynamiques de la cellule eucaryote. Il comprend les cing particules snRNP ainsi qu'une centaine
de protéines auxiliaires impliquées dans son assemblage, son activation et son recyclage (Will
& Liihrmann, 2011). Son assemblage sur le pré-ARNm est séquentiel et ordonné, procédant
par étapes distinctes que 1'on désigne classiquement par les complexes E, A, B, B* et C (Figure

3) (Nguyen et al., 2016; Sander et al., 2006).

la reconnaissance du site donneur 5' par Ul snRNP initie I’assemblage (complexe E), suivie
du recrutement de U2 snRNP au niveau du point de branchement intronique (complexe A). Le
tri-snRNP U4/U6-U5 rejoint ensuite l'ensemble pour former le complexe B, encore
catalytiquement inactif. Transition vers le complexe B* implique un remaniement structural
majeur : le duplex U4/U6 est dissocié, libéré de U4 et U6 adopte une conformation active et
¢tablisse de nouvelles interactions avec U2 et le pré-ARNm. U4, devenu dispensable a ce stade,

se dissocie du complexe (Wabhl et al., 2009).

Le complexe C ainsi formé catalyse les deux réactions de transestérification successives qui
constituent 1’épissage : la premiére génere l'intermédiaire en attaquant le site donneur 5', la
seconde assure la ligation des deux exons et libere l'intron. Apres catalyse, le spliceosome se

dissocie et ses composants dont U4 sont recyclés pour un nouveau cycle d'épissage.

U4 y joue un rdle de régulateur négatif de I’activation catalytique, il séquestre U6 dans une
conformation inactive et il prévient toute activation prématurée du centre catalytique. Ce
mécanisme de controle est essentiel a la fidélité de I'épissage, et sa perturbation notamment par
des variants pathogénes de RNU4-2 peut conduire a des erreurs de reconnaissance des sites
d'épissage et a des anomalies transcriptomiques globales (Greene et al., 2024; Nielsen &

Staley, 2012).
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Figure 3 : Cycle d’assemblage, d’activation catalytique et de désassemblage du spliceosome

majeur au cours du processus d’épissage (Nguyen et al., 2016; Sander et al., 2006).

1.3 Le géne RNU4-2 etI' ARN U4

1.3.1 Caractéristiques génomiques de RNU4-2

Le géne RNU4-2 code le snRNA U4 du spliceosome majeur.Localisé sur le chromosome
12(12g24.31), il occupe les positions chr12 : 120 291 759 — 120 291 903 sur le brin antisens,
pour une longueur génomique 145 nucléotides.mono exonique dépourvu de cadre de lecture
ouvert, ce geéne ne fait 'objet d'aucun épissage post-transcriptionnel. La longueur de son
transcrit I'ARN U4 snRNA est donc quasiment identique a sa longueur génomique, soit environ

145 nucléotides. Cette compacité est typique des snRNA, dont la séquence est intégralement

12
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fonctionnelle des la transcription. Le geéne est également référencé sous plusieurs synonymes :

RNU4-1B, RNU4C, U4A4, U4B et U4C.
1.3.2 Structure secondaire de I'ARN U4

L'ARN U4 présente une structure secondaire organisée en plusieurs motifs tige boucle (stem-
loops) conservés, comprenant la tige-boucle 5', le k-turn (kink-turn), la T-loop et la tige 111
(Figure 4) (Nava et al., 2025; Will & Liihrmann, 2011). Le k-turn est reconnu par la protéine
15.5K/NHPX, dont la liaison constitue I'une des premiéres étapes de 'assemblage de la particule
U4 snRNP. La T-loop et la tige III sont quant a elles impliquées dans la formation du duplex
U4/U6 et représentent le principal foyer mutationnel du syndrome ReNU ce qui souligne
l'importance fonctionnelle de leur intégrité structurale. Toute substitution nucléotidique dans
ces régions est susceptible de modifier le repliement de la molécule, de déstabiliser ses
interactions avec U6 ou avec les protéines splicéosomales, et d'altérer en conséquence le bon

déroulement de 1'épissage (Figure S) (Nottrott et al., 1999; Vidovic et al., 2000).

La T-loop et la tige III, impliquées dans la formation du duplex U4/U6, concentrent la
majorité des variants pathogenes du syndrome ReNU. Au sein du spliceosome, U4 agit comme
régulateur négatif de l'activation catalytique : en maintenant U6 dans une conformation inactive
via ce duplex, il prévient toute activation prématurée du centre catalytique. Les variants
pathogeénes de RNU4-2 perturbent précisément cette régulation, induisant des erreurs de
s¢lection des sites d'épissage et des anomalies transcriptomiques déléteres dans les neurones en

développement (Chen et al., 2024a).
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Figure 4 : Structure tridimensionnelle du duplex d’ARN snU4/U6 humain (a) a 1’état libre.
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Figure 5 : Structure secondaire du duplex U4/U6 avec numérotation des ribonucléotides de
RNU4-2. Structure secondaire du duplex U4/U6 au sein du tri-snRNP U4/U6-US. L'ARN U4
forme trois motifs tige-boucle intramoléculaires (nucléotides 20—52, 85-117 et 127—-144) et
interagit avec U6 via des appariements intermoléculaires dans la tige I (nt 56-61), la tige II (nt
1-16), la tige III (nt 73—79) et le quasi-pseudo-nceud (nt 62 et 64) Adapté de (Greene et al.,

2024).
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1.4 Le syndrome ReNU

1.4.1 Définition

Le syndrome ReNU (RNU4-2-related Neurodevelopmental syndrome) a été caractérisé pour
la premicre fois en 2024 comme une cause monogénique distincte deTND séveres, liée a des
variants pathogeénes du géne RNU4-2 (Chen et al., 2024a; Greene et al., 2024). La
convergence de plusieurs cohortes indépendantes vers la méme entité clinique a conduit a
reconnaitre RNU4-2 comme contributeur monogénique fréquent des TND (Burns & Radford,

2024; Chen et al., 2024a).

Ce syndrome se distingue des autres causes de NDD par deux caractéristiques. D'une part, il
est causé par des variants dans un gene d'’ARN non codant, invisible aux pipelines d'analyse
standards centrés sur les séquences codantes. D'autre part, la quasi-totalit¢ des variants

pathogenes décrits sont apparus de novo, sans transmission parentale identifiable.
1.4.2 Spectre mutationnel de RNU4-2

La forme classique du syndrome ReNU est causée par des variants hétérozygotes de novo
localisés dans une région critique de 18 nucléotides englobant la T-loop et la tige III de I'ARN
U4 deux éléments structuraux essentiels a l'interaction U4/U6 et a I'assemblage du spliceosome
(Chen et al., 2024a). Cette région constitue le principal foyer mutationnel (hotspot) du gene, et
le variant le plus fréquemment rapporté est l'insertion n.64 65insT, retrouvée chez une majorité
des patients décrits dans les premicres cohortes (Chen et al., 2024a; Jonghe et al., 2025;
Okamoto et al., 2025).

Un second hotspot a été identifié dans la tige-boucle 5' du géne, associé a un phénotype
ReNU comparable mais transmis selon un mode souvent hérité plutot que de novo. Par ailleurs,
des variants bialléliques touchant des régions telles que la tige II, le k-turn ou le site Sm ont été
décrits comme responsables d'une forme récessive distincte, caractérisée par des anomalies
spécifiques de la substance blanche a I'RM cérébrale. Ces données suggerent que l'effet
pathogene des variants de RNU4-2 dépend a la fois de leur localisation dans la structure

secondaire de I'ARN U4 et du mode d'hérédité.

Les variants pathogénes altérent la sélection du site donneur 5' d'épissage, entrainant des

anomalies transcriptomiques globales particulicrement déléteres dans les cellules neuronales en
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développement (Chen et al., 2024a; Hayashi et al., 2026). Une cartographie fonctionnelle par
saturation genome editing suggere que les positions les plus intolérantes aux substitutions
correspondent précisément aux régions les plus conservées structuralement de I'ARN U4,
résultats qui nécessitent une confirmation par des cohortes indépendantes (Hayashi et al.,

2026).

Tableau 2 : Régions mutationnelles de RNU4-2, mode d'hérédité et sévérité clinique associée

Région de RNU4-2 Mode d'hérédité Sévérité clinique typique

T-loop Dominant de novo | Retard sévere, langage absent

Tige 11T Dominant de novo | Formes parfois plus modérées

Tige 5' Souvent hérité Phénotype ReNU homogene

Tige I1/ k-turn / site Sm | Récessif NDD distinct, anomalies de substance
biallélique blanche

1.4.3 Présentation clinique

Le tableau clinique du syndrome ReNU est dominé par un retard neuro-développemental
global sévere. La déficience intellectuelle est constante, généralement modérée a sévere, et
s'accompagne d'une absence ou d'une réduction majeure du langage expressif. Un retard moteur,
une hypotonie axiale et des crises épileptiques sont fréquemment rapportés, ainsi qu'une petite
taille et une microcéphalie postnatale progressive (Jonghe et al., 2025; Okamoto et al., 2025).
L'imagerie cérébrale révele des anomalies structurelles variées, incluant une ventriculomégalie,

une hypoplasie du corps calleux et une réduction de la substance blanche.

Sur le plan dysmorphologique, les patients présentent un facies reconnaissable qui facilite
l'orientation diagnostique clinique : paupicres supérieures en capuchon, épicanthus, joues
pleines, philtrum en tente, bouche entrouverte avec levre inférieure éversée, hypersialorrhée,
ainsi que des anomalies nasales et auriculaires (Rosenblum et al., 2025; Valenzuela et al.,
2024b). Ces traits, bien que non spécifiques pris isolément, forment un gestalt clinique

suffisamment cohérent pour orienter vers un séquengage ciblé de RNU4-2.
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Des complications musculosquelettiques ont ¢ét¢ documentées, notamment des fractures
récurrentes et une ostéoporose sévere chez certains patients adultes, suggérant un
dysfonctionnement systémique li¢ aux anomalies d'épissage généralisée (Pefiafiel-Sam et al.,
2025). Enfin, des anomalies prénatales du systeme nerveux central dont une microcéphalie
feetale peuvent constituer le premier signe d'appel, ouvrant la voie a un diagnostic anténatal

dans les familles a risque (Chen et al., 2024a).
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Objectif :

Ce travail vise a analyser in silico l'impact des variants du géene RNU4-2 sur la structure et
la stabilité¢ de I'ARN U4, afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires associés au

syndrome ReNU.

Pour ce faire, trois métriques complémentaires ont été calculées pour chacun des 61 variants
issus de ClinVar : la variation d'énergie libre de repliement (AAG RNAfold), la variation
d'énergie libre d'interaction U4/U6 (AAG RNAcofold) et la distance structurale (RN Adistance).
Ces parametres ont ensuite été comparés entre les variants pathogénes et les variants de
signification incertaine (VUS), en tenant compte de leur localisation dans les domaines
fonctionnels de I'ARN U4, afin d'identifier des critéres discriminants et des candidats VUS

prioritaires pour une validation expérimentale.
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Chapitre I1 : Matériel et méthodes



Matériel et méthodes

2.1 Données utilisées

2.1.1 Sources des données

Les données biologiques utilisées dans cette étude ont été obtenues a partir de deux bases de
données publiques de référence. Les séquences nucléotidiques des génes RNU4-2 et RNU6-1
ont été extraites de la base de données Ensembl accessible via le navigateur correspondant
(Figure 6). Cette plateforme fournit des annotations génomiques intégrées, réguliérement mises
a jour, et constitue une source de référence pour les études de génomique fonctionnelle. Les
variants génétiques associés au gene RNU4-2 ont quant a eux été récupérés depuis la base de
données ClinVar (NCBI). Cette plateforme centralise les interprétations cliniques des variants
génétiques humains soumis par des laboratoires accrédités a travers le monde. La consultation
de Clinvar a été effectuée en mai 2025, et I’ensemble des variants annotés pour RNU4-2 a été

extrait via I’interface de recherche par géne (terme de requéte : RNU4-2) (Figure 7).

< (& 23 ensembl.org/index.html

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog

Tools BioMart > BLAST/BLAT > Variant Effect Predictor >

variants and predict the

Export custom datasets from Ensembl Search our genomes for your DNA or Analys
) r 2nces of known and

with this data-mining tool protein sequence

Search

Human v | for

RNU4-2 [ Go |

e.g BRCA2 or rat 5:62797383-63627669 or rs699 or coronary heart diseas:

All genomes Favourite genomes: 7/

‘ — Select a species — v Human
i F @l GRCh38p14
& Pig breeds Still Using GRCh:
. Mouse
n GRCm39

E Zebrafish
= GRCz11

Figure 6 : Page d’accueil du navigateur génomique Ensembl (Release 115).
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@ 2 ncbinimnihgovi [Eg] :

National Center for Biotechnology Information

ClinVar

Clinvar aggregates information about genomic wariation and its relationship to
human health.

Search (all fields optional) Clear all

Variant ®

Gene @

RNU4-2

Genomic Location @

GRCh38

More search options v

Figure 7 : Interface de recherche de la base de données ClinVar (NCBI).

2.1.2 séquences nucléotidiques de référence

Deux séquences de référence ont servi de base a I'ensemble des analyses structurales menées
dans cette étude. La premicre correspond a I'ARN snU4, produit du géne RNU4-2 : il s'agit du
transcrit RNU4-2-201 (identifiants Ensembl ENST00000365668.2 et RefSeq NR _003137.3),
long de 145 nucléotides, localisé sur le brin antisens du chromosome 12 aux coordonnées
GRCh38 chr12:120 291 759-120 291 903. Cette séquence constitue la référence sauvage (wild-
type, WT) pour I'ensemble des prédictions et comparaisons structurales. La seconde séquence
correspond a I'ARN snU6, produit du geéne RNU6-1 : transcrit RNU6-1-201
(ENST00000383898.1), long de 107 nucléotides, localisé sur le brin antisens du chromosome
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15 aux coordonnées GRCh38 chr15:67 839 939-67 840 045. Cette séquence a été utilisée

comme partenaire moléculaire dans les analyses d’hybridation intermoléculaire par RNAcofold.

Laséquence WT de RNU4-2 utilisée pour I'ensemble des prédictions structurales est la suivante

5’AGCUUUGCGCAGUGCAGUAUCGUAGCCAAUGAGGUUUAUCCGAGGCGCGAUUAUUGCUAA
UUGAAAACUUUUCCCAAUACCCCGCCAUGACGACUUGAAAUVAUAGUCGGCAUUGGCAAUUUU
UGACAGUCUCUACGGAGACUGA-3"

La séquence WT de RNU6-1 est la suivante :

5'"GUGCUCGCUUCGGCAGCACAUAUACUAAAAUUGGAACGAUACAGAGAAGAUUAGCAUGGC
CCCTGCGCAAGGAUGACACGCAAAUUCGUGAAGCGUUCCAUAUUUUU-3'

2.1.3 Sélection et classification des variants

Les variants inclus dans cette étude ont été sélectionnés sur la base de leur pertinence biologique

et de leur validation dans des bases de données fiables et des publications scientifiques
L’inclusion des variants dans 1’étude a été soumise aux critéres suivants :

Inclusion : variants disposant d’une annotation HGVS en nomenclature n. (position dans la
séquence transcrite) ; variants situés dans I’exon unique de RNU4-2 ; variants classés dans
Clinvar comme etant Pathogenic (p), Likely pathogenic(LP), pathogenic/ Likely
pathogenic(P/LP) OU Uncertain significance (VUS)

Exclusion : variants classés Benign ou likely benign ; grands remaniements chromosomiques
(CNV) sans annotation. ; variants soumis en doublon avec annotation différente (une seule

entrée retenue par variant).

2.2. Générations des séquences mutantes

Pour chacun des 61 variants inclus, une séquence mutante a été générée a partir de la
séquence WT de RNU4-2 en appliquant la modification nucléotidique décrite par la notion HGV'S

correspondante
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Quatre types de variants ont été traités : Substitutions (SNV) : Changement d'un seul
nucléotide (ex : n.140G>A). Insertions : Ajout de nucléotides (ex : n.45 46insT). Délétions :
Perte de nucléotides (ex : n.127 128del). Duplications : Copie en double d’une séquence de
nucléotides (ex : n.68dup). Seuls les variants exoniques ont été inclus, I’exon unique du gene

couvrant I’intégralité de la séquence transcrite.

2.3 Prédiction de la structure secondaire par RNAfold

La prédiction des structures secondaires intramoléculaires et le calcul des paramétres
thermodynamiques associ€s ont été réalisés a I’aide du programme web RNAfold (Figure 8),
intégré a la suite ViennaRNA Package 2.0 (Lorenz et al., 2011). Ce programme est fondé sur
I’algorithme de programmation dynamique de Zuker (Zuker & Stiegler, 1981), dont 1’objectif
est d’idenfier la structure secondaire qui minimise 1’énergie libre de Gibbs (AG, en kcal/mol)
I’algorithme décompose la séquence en sous séquences imbriquées et évalue, pour chaque perte
de positions(i,j) 1’énergie de I’ensemble des conformations secondaires compatibles Tiges(
stems) Boucles terminales (hairpin loops) Boucles internes (internal loops), bulges et jonctions
multibranches (multiloops). Les parameétres thermodynamiques utilisés Sont issus des tables
d’énergie De Turner, établies Expérimentalement Par calorimétrie (Mathews et al., 1999;

Nearest Neighbor Database, 2024).

La conformation retenue comme prédiction principale correspond a la structure a énergie
libre minimale (Minimum Free Energy, MFE), qui correspond a 1’état d’équilibre
thermodynamique global de la molécule. Cette approche suppose que la molécule d’ARN se
replie vers son état d’équilibre thermodynamique global, ce qui constitue une approximation
valable dans de nombreux contextes biologiques, bien que des effets cinétiques ou co-

transcriptionnels puissent s’en écarter.
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RINAfold \WebServer e P

[HomelNew joblHelp]

The RNAfold web server will predict secondary structures of single stranded RNA or DNA sequences. Current limits are 7,500 nt for partition function
calculations and 10,000 nt for minimum free energy only predicitions.

Simply paste or upload your sequence below and click Proceed. To get more information on the meaning of the options click the &) symbols. You
can test the server using this sample sequence.

Sequence Input

Paste or type your sequence here: [clear]

AGCTTTGCGCAGTGGCAGTATCGTAGCCAATGAGGTTTATCCGAGGCGCGATTATTGCTA RN' l 1 2 u

ATTGAAAACTTTTCCCAATA C T AT, CGGC, CAAT
TTTTGACAGTCTCTACGGAGACTGA

Or upload a file in FASTA format: | Choisir un fichier | Aucun fichier choisi I 2 N U 6 P 1

£ Folding Constraints

' Fold algori and basic

@) minimum free energy (MFE) and partition function
) minimum free energy (MFE) only

[} no GU pairs at the end of helices
avoid isolated base pairs ¥/
[ assume RNA molecule to be circular
[ Incorporate G-Quadruplex formation into the structure prediction algorithm %
> Dangling end options ¥
* Energy Parameters ‘&)
& Modified Bases
> SHAPE reactivity data

V' Output options

interactive RNA secondary structure plot %/
RNA secondary structure plots with reliability annotation (Partition function folding only) <

Mountain plot %/

Notification via e-mail upon completion of the job (optional): [your e-mail

Proceed »

Institute for Theoretical Chemistrv 1 Universitv of Vienna | rna@tbiunivie.ac.at

Figure 8 : Interface de RNAfold.

2.3.1 Sorties obtenues (dot-bracket, MFE)
RNAfold produit deux sorties principales :

La représentation dot-bracket qui est une représentation linéaire de la structure secondaire

utilisant trois types de caractéres :

. (point) : nucléotide non apparié¢ (simple brin) ; ( et ) : nucléotides formant une paire de
bases ; La valeur de MFE (en kcal/mol) est indiquée entre parenthéses a la suite de la structure.
Une valeur plus négative refléte une structure plus stable. Cette valeur peut étre utilisée pour
comparer des structures entre elles, ou pour évaluer I’impact de mutations sur la stabilité de

repliement.
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2.4 Analyse de I’interaction U4/U6 par RNAcofold

L’impact des variants sur la formation du duplex intermoléculaire U4/U6 a été évalué a ’aide
du programme web RNAcofold (ViennaRNA Package 2.0) ( Lorenz et al.,2011). RNAcofold
est congu pour la prédiction de structures hybrides entre deux molécules d’ARN. Il concaténe
les deux séquences en les séparant par un opérateur de coupure (&), puis applique 1’algorithme
de programmation dynamique de Zuker sur la séquence combinée, en traitant la jonction comme
une boucle externe. Cette approche permet d’estimer simultanément les interactions
intramoléculaires au sein de chaque brin et les appariements intermoléculaires entre les deux

partenaires, a partir des parametres thermodynamiques du modele de Turner.

Pour chaque variant étudié, la séquence mutante de ' ARN U4 a été concaténée a la séquence
WT de I'ARN U6 selon le format FASTA attendu par RNAcofold (U4 variant&U6 WT).
Seules les séquences matures (sans modifications post-transcriptionnelles) ont été utilisées, en
accord avec les recommandations d'utilisation du logiciel. Les analyses ont été conduites a 37
°C avec les parametres par défaut, afin d'assurer la cohérence avec les conditions employées
pour RNAfold. La sortie principale utilisée est I'énergie libre de liaison (AGbinding, en
kcal/mol), qui refléte la stabilité thermodynamique du duplex U4/U6 hybride.

24



Matériel et méthodes

RNAcofold \NebServer _1 B s = o

[HomelNew joblHelp]
The RNAcofold web server will predict secondary structures of single stranded RNA or DNA sequences upon dimer formation

Simply paste or upload your sequences below and click Proceed. To get more information on the meaning of the options click the ) symbols. You

can test the server using these sample sequences.

Paste or type your first sequence here: [clear]

ATTGAARACTTTTCCCAATACCCCGCCATGACGACTTGAAATATAGTCGGCATTGGCAAT \
TTTTGACAGTCTCTACGGAGACT GA J 4— ),
&=L

Or upload a file containing the first sequence in FASTA format: | Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

Paste or type your second sequence here: [clear]

[GT6CT.CGCTTCEGCAGCACATAT ACT AAAATT GGAACGATACAGAGAAGATTAGCATGGC
| RNU6-T |

CCCTGCGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTTT

Or upload a file containing the second sequence in FASTA format: | Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

Fold algorithms and basic options

@ minimum free energy (MFE) and partition function (for all species) (%)
O minimum free energy (MFE) and partition function (hetero-dimer only) )
O minimum free energy (MFE) only (7]

O no GU pairs at the end of helices g

avoid isolated base pairs )

& Show advanced options

Concentrations
@ Use no concentration parameters )
O Vary concentration (generates concentration dependcy plots) 7
O Use user specified concentrations g

Notification via e-mail upon completion of the job (optional):

Figure 9 : Interface de RNAcofold
2.5 variations d’énergie libre de repliement (AAG structure)

L’effet de chaque variant sur la stabilité de la structure secondaire de ’ARN U4 a été
quantifié par le calcul de la variation d’Energie libre de repliement (AAG structure), définie par

I’équation :

AAGstructure = AGvariant - AGWT

Ou AG variant-AG WT désignent respectivement les valeurs MFE calculées par RNAfold
pour la séquence mutante et pour la séquence sauvage de référence. Une valeur de AAG

structure>0 indique que la mutation déstabilise la structure secondaire de I’ARN U4 (repliement
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moins favorable), tandis qu’une valeur < 0 traduit un effet stabilisant. Le mod¢ele des plus
proches voisins (Nearest-Neighbor Model) sous-jacent a ces calculs stipule que la stabilité
globale d’une structure résulte de la somme des contributions énergétiques de chaque paire de

bases consécutive et des ¢éléments de boucle associées (Mathews et al., 1999).
2.5.1 Variation d’énergie libre de liaison ( AAG binding)

L’effet des variants sur la force de I’interaction intermoléculaire U4 /U6 a été quantifié¢ par

le calcul du AAG binding, défini par I’équation :
AAGbinding = AGbinding,variant -AGbinding, WT

Ou AGbinding,variant et AGbinding, WT correspondent aux énergies libres de liaison du
complexe U4/U6 calculées par RNAcofold pour la séquence mutante et pour la séquence
sauvage, respectivement. Une valeur positive indique un affaiblissement de I’interaction U4/U6

induit par le variant, tandis qu’une valeur négative suggére un renforcement de cette interaction.
2.5.2 Interprétation des résultats

L'interprétation des valeurs de AAG permet de classifier les variants selon leur effet sur la

conformation de I'ARN.

* AAG = 0 — neutre
*AAG > +2 — déstabilisant

+ AAG < -2 — stabilisant

2.6 Calcul de la distance structurale (RNAdistance)

En complément des métriques, les réarrangements topologiques induits par chaque variant
ont été quantifiés par le calcul de la distance structurale entre la structure WT et chaque structure
mutante. A I’aide du programme RNAdistance (Lorenz et al., 2011). RNAdistance implémente
la distance d'édition d'arbres (Tree Edit Distance, TED), qui représente chaque structure dot-
bracket comme un arbre hiérarchique et calcule le nombre minimal d'opérations (insertion,

suppression, substitution de nceuds) nécessaires pour transformer une structure en l'autre.

26



Matériel et méthodes

Cette métrique est particuliecrement adaptée a la détection de variants qui induisent des
réarrangements conformationnels majeurs sans nécessairement modifier 1'énergie libre globale
phénomene fréquemment observé pour les variants du hotspot Stem II de RNU4-2 (positions

62-79).

Une distance structurale élevée suggére que la mutation ne change pas seulement une base,
mais déstabilise une tige (stem) ou crée une nouvelle boucle (loop), ce qui peut :
» Altérer les interactions protéine-ARN : Si le site de liaison est masqué ou modifié.
* Modifier la stabilité de I'ARN : Rendant la molécule plus sensible a la dégradation.
* Perturber la fonction catalytique : Crucial pour les ARN non-codants (comme les shnRNA

du complexe spliceosome).

Pour les structures complexes incluant des pseudonoeuds, la notation est étendue avec des
crochets [], des accolades {} ou des lettres <>, permettant de différencier les hélices qui

s’entrecroisent.

2.7 Analyses statistiques

L'ensemble des analyses statistiques a été réalisé en Python a l'aide des bibliothéques SciPy
et statsmodels (interface web google colab). Les distributions n'étant pas normales et les
effectifs étant limités, des tests non paramétriques ont été employés. Les trois métriques (AAG
RNAfold, AAG RNAcofold, RNAdistance) ont ét¢ comparées entre les groupes Patho/LP (n =
30) et VUS (n = 31) par le test de Mann-Whitney U bilatéral. Une correction de Bonferroni a
¢été appliquée pour les trois comparaisons simultanées, fixant le seuil de significativité a o =
0,0167. La taille d'effet a été estimée par le delta de Cliff, dont la magnitude a été interprétée

selon les seuils de Romano et al. (2006).

L'effet de la région fonctionnelle sur chaque métrique a été évalué par le test de Kruskal-
Wallis, restreint aux régions comptant au moins cinq variants, suivi d'une analyse post-hoc de
Dunn avec correction de Bonferroni. L'enrichissement des variants pathogénes dans la région
critique (T-loop, positions 62 a 70, et Stem III, positions 75 a 78) a été quantifié par le test exact
de Fisher, avec estimation de l'intervalle de confiance a 95 % de 1'odds ratio. Enfin, les relations

entre les trois métriques ont été analysées par la corrélation de rang de Spearman.
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2.8 Stratégie d'analyse comparative VUS / variants pathogénes

Les distributions de chaque métrique ont été comparées entre les deux groupes (Patho/LP, n
=30; VUS, n=31). Lalocalisation de chaque variant dans les domaines fonctionnels de I'ARN
U4 a également été prise en compte comme variable qualitative complémentaire, afin
d'examiner si les variants pathogénes se concentrent préférentiellement dans les régions
structuralement les plus contraintes. L'ensemble de cette démarche vise a contribuer, a terme,
au développement de critéres de classification fonctionnelle applicables aux variants des geénes
de petits ARN nucléaires, pour lesquels les outils standards d'interprétation clinique (congus

pour les séquences codantes) sont peu performants.
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Chapitre I1I : Résultats
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3.1 Description des variants étudiés

Soixante-et-un variants RNU4-2 ont été retenus pour l'analyse comparative, les deux variants
a classification conflictuelle ayant été écartés. Suivant les recommandations ACMG/AMP, ils
se répartissent en deux catégories : trente variants pathogénes ou probablement pathogenes
(Patho/LP, 49,2 %) et trente-et-un variants de signification incertaine (VUS, 50,8 %). Le

Tableau 3 détaille cette répartition.

Le long de I'ARN U4, les variants ne se distribuent pas uniformément. Le duplex stem II
U4/U6 en rassemble a lui seul un tiers, loin devant les autres domaines (Figure 10). Le contexte
structural est en revanche presque équilibré : 33 variants occupent une boucle (loop) et 28 une

tige (stem).

Tableau 3 : Répartition des 61 variants selon la classification ClinVar.

Classification ClinVar n %
Pathogenic (P) 9 14,8
Pathogenic/Likely pathogenic (P/LP) 3 4,9
Likely pathogenic (LP) 18 29,5
Uncertain significance (VUS) 31 50,8
Total 61 100

30



Résultats

Carte des variants RNU4-2 par region fonctionnelle — n=61

50 ] a0
Position sur I'ARN U4 snRNA (nt)

Figure 10: Carte des 61 variants RNU4-2 par région fonctionnelle (Patho/LP en rouge, VUS
en bleu).

3.2 Impact des variants sur la structure secondaire de I'ARN U4 (RNAfold)

Pour chaque variant, RNAfold a fourni 1'énergie libre minimale de la séquence mutante,
rapportée a celle du type sauvage (AG WT = —44,0 kcal/mol). Le Tableau 4 réunit les valeurs
de AAG par groupe. Le AAG mesure l'effet de chaque variant sur la stabilité de la structure
secondaire de I'ARN U4, une valeur négative traduit une stabilisation alors qu’une valeur
positive une déstabilisation. La majorité des variants présentent un AAG proche de zéro, sans

effet marqué sur la stabilité globale.

Chez les Patho/LP, n.75C>G (duplex stem II U4/U6) présente un AAG de —3,0 kcal/mol,
correspondant a une stabilisation de la structure. A l'inverse, n.56T>C, situé dans la méme

région, atteint +4,0 kcal/mol, traduisant une déstabilisation (Figure 11).

Chez les VUS, n.140G>A présente le AAG le plus élevé (+6,4 kcal/mol), correspondant a la
déstabilisation la plus forte parmi tous les variants étudiés. Les autres VUS restent proches de

Z€ro.

Plusieurs variants ont un AAG nul : n.69C>T et n.68A>C (Patho/LP, duplex stem I U4/U6),
n.125G>A (VUS, région 3") et n.7G>C (VUS, extrémité 5') conservent la valeur du type sauvage
(Annexe 1).
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Tableau 4 : 441G RNAfold par groupe.

Groupe n AAG moyen (kcal/mol) | Médiane (kcal/mol)
Pathogenic (P) 9 —-0,02 0,00

P/LP 3 —-0,73 0,00

Likely pathogenic (LP) 18 -0,24 0,00

VUS 31 +1,54 +1,80

Les médianes des trois sous-groupes pathogeénes sont nulles. Les VUS, eux, se déplacent

vers les valeurs positives (médiane +1,80 kcal/mol) et couvrent un intervalle plus large. Certains

VUS atteignent méme les AAG RNAfold les plus élevés observés, tels que n.140G>A (+6,4

kcal/mol), n.129G>C et n.129G>A (+6,2 kcal/mol), des valeurs comparables aux plus extrémes

mesurées parmi les variants pathogénes.

AAG RNAfold (keal/mol)

+**

Lollipop — AAG RNAfold par position — RNU4-2
Triangles = Patho/LP | Cercles = VUS (taille fixe)

]
e g
7
A

LT

—
ot

i EY 20
Position sur FARN Ud snRNA {(nt)

nnnnnnn

Figure 11 : AAG RNAfold de chaque variant RNU4-2 selon sa position sur 'ARN U4 snRNA.

Triangles = variants Patho/LP (n=30), cercles = variants VUS (n=31). Les variants présentant

les AAG les plus extrémes sont annotés.
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Centroid
MFE Mountain plot
WT seconda ry secondary
structure structure

n.140 G> A(vus)

n.129 G>A(vus)

n.119A>G (Path)

Figure 12 : Analyse comparative des structures secondaires de I’ARN U4 sauvage et des
variants RNU4-2 par RNAfold.
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3.3 Impact des variants sur l'interaction U4/U6 (RNAcofold)

RNAcofold modélise le duplex U4/U6, dont I'énergie de liaison atteint —82,6 kcal/mol pour
le type sauvage. Le AAG mesure l'effet de chaque variant sur cette interaction : une valeur
négative traduit un renforcement de 1'appariement, une valeur positive un affaiblissement. La
médiane du AAG est de +0,10 kcal/mol chez les Patho/LP et de +2,30 kcal/mol chez les VUS,

ces derniers couvrant un éventail plus dispersé (Tableau 5).

Chez les VUS, n.33A>G (stem-loop 1) présente le AAG le plus négatif (2,7 kcal/mol),
correspondant au renforcement le plus marqué de I'appariement par rapport au type sauvage. A

l'inverse, n.50G>C (internal loop) atteint +2,1 kcal/mol, traduisant un affaiblissement.

n.7G>C, au méme nucléotide que le variant n.7G>A, présente le AAG le plus élevé parmi
tous les variants étudiés (+6,7 kcal/mol), correspondant a l'affaiblissement le plus fort de

l'appariement avec I'ARN U6.

Plusieurs variants ont un AAG nul : n.119A>G (stem-loop 1V) et n.69C>T (duplex stem II
U4/U6), classés Patho/LP, ainsi que n.125G>A (VUS, région 3'). Ces substitutions ne modifient
pas la stabilité du duplex selon RNAcofold. L'effet des variants sur l'interaction U4/U6 dépend

ainsi de leur localisation et de leur nature (Annexe 2).

Tableau 5 : AAG RNAcofold par groupe.

Groupe n AAG RNAcofold Médiane
moyen
Pathogenic (P) 9 +0,50 +0,20
P/LP 3 —0,67 0,00
Likely pathogenic (LP) | 18 +1,36 +1,25
VUS 31 +2,06 +2,30
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3.4 Analyse de la distance structurale (RNAdistance)

La distance entre paires de bases mesure l'ampleur du réarrangement topologique par rapport
au type sauvage. Les médianes des deux groupes sont identiques (4 paires de bases), mais le
groupe Patho/LP se distingue par une moyenne plus élevée (11,07 contre 6,81) et par des valeurs

extrémes atteignant 44 paires de bases, contre 24 au maximum chez les VUS.

Tableau 6 : RNAdistance par groupe.

Groupe n RNAdistance moyenne | Médiane
Pathogenic (P) 9 16,22 10,00
P/LP 3 9,00 0,00
Likely pathogenic (LP) | 18 8,83 3,00
VUS 31 6,81 4,00

La Figure 12 rapproche les structures secondaires (MFE et centroide) de quelques variants
représentatifs de celle du type sauvage. Le pathogéne n.67A>G (stem II, RNAdistance = 0)
conserve la conformation native, la ou n.66A>G (RNAdistance = 36) et n.119A>G
(RNAdistance = 44) la remanient profondément. Le VUS n.140G>A entraine lui aussi une

réorganisation visible.

3.5 Variations par région fonctionnelle

Indépendamment de la comparaison entre groupes cliniques (section 3.6), un test de Kruskal-
Wallis a évalué l'effet de la région fonctionnelle, restreint aux régions comptant au moins cing
variants (Figure 13).

AAG RNAfold

Le test atteint H = 11,22 (p = 0,0243). L'analyse post-hoc de Dunn-Bonferroni ne désigne
toutefois aucune paire de régions, signe d'une hétérogénéité diffuse plutdt que localisée. Les
AAG les plus positifs se rencontrent dans la région 3' et la boucle interne ; les plus négatifs a
l'extrémité 5', dans le stem II et le stem-loop IV.
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AAG RNAcofold

Ici, I'effet régional est plus marqué (H = 15,95 ; p = 0,0031). Le post-hoc isole une seule paire

significative, l'extrémité 5' contre le stem II (p = 0,003). C'est aussi a I'extrémité 5' que se

concentrent les valeurs positives les plus fortes, tandis que la région 3' affiche la plus grande

dispersion.

RNAdistance

Aucune différence entre régions n'est mise en évidence (H = 5,54 ; p = 0,2359).

Tableau 7 : Médiane [intervalle interquartile] des trois métriques par région fonctionnelle

(ensemble des variants, n = 61).

Région n AAG RNAfold (méd. | AAG RNAcofold | RNAdistance
[IQRY]) (méd. [IQR]) (méd. [IQR])
5"end 7 0,0 [-0,9;0,0] +3,8 [+3,0 ; +5,2] 710,5; 18]
Stem-loop I 9 +2,110,0 ; +3,0] +2,6 [0,0 ; +3,6] 714 ;12]
Internal loop 11 +2,0 [—0,9 ; +3.7] +2,0 [—0,9 ; +3.3] 86,5 ; 14]
Stem II (hotspot) | 21 0,0[-1,0;0,0] 0,0 [-0,2 ;+1,4] 1[0;16]
Stem-loop 111 2 +2,2 [+1,9; +2,4] +2,2 [+1,9 ; +2,4] 2[1;3]
Stem-loop IV 3 -1,4[-1,9; +0,2] 0,0 [-1,2;+0,9] 4[4 ;24]
3' region 8 +2,510,0 ; +6,2] +2,510,0 ; +6,2] 410 ;4]
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Distribution par region fonctionnelle — RNU4-2 (Kruskal-Wallis, n>=5)
Kruskal-Wallis : H=11.22 p=0.0243
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Figure 13 : Distribution des trois métriques (414G RNAfold, AAG RNAcofold, RNAdistance)
par région fonctionnelle, comparaison Patho/LP et VUS (Kruskal-Wallis, post-hoc Dunn-

Bonferroni).

3.6 Comparaison globale Patho/LP vsVUS

Les trois métriques ont fait 1'objet d'un test de Mann-Whitney U bilatéral entre Patho/LP (n =
30) et VUS (n=31), assorti d'une correction de Bonferroni pour trois comparaisons (o =0,0167)
et d'une taille d'effet (delta de Cliff). Une fois la correction appliquée, seul le AAG RNAfold
sépare les deux groupes (p = 0,012) ; le AAG RNAcofold (p = 0,049) et la RNAdistance (p =
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0,861) restent en deca du seuil. Un delta de Cliff négatif correspond a des valeurs plus basses

dans le groupe Patho/LP. Seuils de magnitude selon Romano et al. (2006).

Tableau 8 : Comparaison Patho/LP vs VUS tests de Mann-Whitney U et tailles d'effet.

Métrique p brut Bonferroni Delta de Cliff | Magnitude
(0=0,0167)

AAG RNAfold 0,012 significatif —-0,37 moyen

AAG RNAcofold 0,049 non significatif —-0,29 faible

RNAdistance 0,861 non significatif +0,03 négligeable

AAG RNAfold (kcal/mol)

DDG_RNAfold

Patho/LP

DDG_cofold

aison
Mann-Whitney U — seuil Bonfi

AAG RNAcofold (kcal/mol)

p=0.049 +
6=-0.29 (faible)

Patho/LP

Patho/LP vs VUS — RNU4-2
‘erroni alpha=0.0167 — delta de Cliff affiche

RNAdistance (pb)

p=0.861 ns
5=+0.03 (negligeable)

Patho/LP

vusS

Figure 14 : Comparaison des trois métriques (441G RNAfold, AAG RNAcofold, RNAdistance)
entre les groupes Patho/LP et VUS. Test de Mann-Whitney U, seuil de Bonferroni o. = 0,0167,

delta de Cliff indiqué.

3.7 Enrichissement des variants pathogénes dans la région critique

La région critique de RNU4-2 regroupe deux sous-structures conservées, le T-loop (positions

62 a 70) et le Stem III (positions 75 a 78), telles que définies par Chen et al. (2024) puis par
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I'é¢tude de saturation genome editing (2026). Un test exact de Fisher a quantifi¢ la répartition

des variants de part et d'autre de cette région (9).

Tableau 9: Répartition des variants selon la région critique (T-loop + Stem I1l), test exact de

Fisher.
Localisation Patho/LP VUS Total
Région critique 18 1 19
Hors région critique 12 30 42
Total 30 31 61
Fisher exact OR =450 p=97x107
1C95 % (OR) 5,4 —-375,7

Dans la région critique se trouvent 18 des 30 variants Patho/LP, contre un seul des 31 VUS,
soit un rapport de cotes de 45,0 (p =9,7 X 107 ; IC95 % : 5,4 4 375,7). L'intervalle de confiance,
large, tient au faible nombre de variants concernés ; la valeur du test exact confirme néanmoins

la robustesse de l'association.

3.8 Corrélations entre les trois métriques

Les corrélations de rang de Spearman, calculées sur les 61 variants, lient étroitement le AAG
RNAfold et le AAG RNAcofold (p = 0,62 ; p < 0,001). La RNAdistance, en revanche, reste
indépendante des deux mesures énergétiques (p =—0,19 et p=—0,10 ; p> 0,15).

3.9 Classification de I'impact structural (notation dot-bracket)

Chaque structure dot-bracket a été comparée a celle du type sauvage, puis classée par niveau

d'impact. Le Tableau 10 croise cette classification avec le statut ClinVar.
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Tableau 10 : Répartition des variants par niveau d'impact structural et par classification.

Classification Neutre Faible Modéré Majeur n
Pathogenic (P) 0 2 6 1 9
P/LP 2 0 1 0 3
Likely pathogenic (LP) 3 2 9 4 18
Patho/LP (total) 5 4 16 5 30
VUS 2 2 9 18 31

Un contraste ressort du tableau : I'impact majeur touche 18 VUS mais seulement 5 variants

Patho/LP, tandis que I'impact modéré domine chez ces derniers (16 sur 30).
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Discussion

Discussion

Le géne RNU4-2 code I'ARN nucléaire U4, composant du spliceosome majeur, dont les
variants de novo sont responsables du syndrome ReNU, décrit pour la premiere fois en 2024 et
caractérisé par une déficience intellectuelle, une hypotonie, un retard moteur et des crises
convulsives (Greene et al., 2024 ; Chen et al., 2024). Ce syndrome représente I'une des causes
monogéniques de trouble neurodéveloppemental les plus fréquentes, avec une prévalence
estimée a 0,4 % des cas (Chen et al., 2024). Au sein du spliceosome, I'ARN U4 s'apparie a
I'ARN U6 pour former le duplex U4/U6, intégré au tri-snRNP U4/U6*US5, précurseur de la
forme catalytiquement active (Nguyen et al., 2016). Les variants pathogeénes se concentrent
dans une région critique de dix-huit nucléotides et perturbent 1'épissage en altérant la sélection
du site donneur en 5' (Chen et al., 2024). Ce travail avait pour objectif d'analyser, par des
approches in silico, I'impact des variants de RNU4-2 sur la structure et la fonction de I'ARN

U4, afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans le syndrome ReNU.

Le AAG RNAfold est la seule métrique distinguant significativement les groupes Patho/LP
et VUS (p = 0,012 ; delta de Cliff = —0,37). Cependant, les variants Patho/LP présentent un
AAG médian nul, ce qui indique que la déstabilisation globale de la structure secondaire n'est
pas la régle parmi les variants pathogénes. RNAfold modélise I'ARN U4 hors de son contexte
fonctionnel, sans tenir compte des interactions protéiques ni de la structure du duplex U4/U6 ;
la pathogénicité des variants de RNU4-2 s'exerce précisément a ce niveau. Les AAG les plus
¢levés sont observés chez des variants classés VUS (n.140G>A, +6,4 kcal/mol ; n.129G>C et
n.129G>A, +6,2 kcal/mol), non chez les variants pathogénes connus. La stabilité globale de
I'ARN U4, prise isolément, ne suffit donc pas a rendre compte de la pathogénicité dans ce
corpus, et les effets délétéres pourraient dépendre davantage de perturbations localisées dans

des régions fonctionnellement contraintes que d'une perte d'énergie libre globale.

L'appariement U4/U6 conditionne 1'assemblage du tri-snRNP (Nguyen et al., 2016). La
différence entre groupes pour le AAG RNAcofold n'atteint pas le seuil de Bonferroni (p =
0,049), mais les valeurs tendent a étre plus élevées chez les VUS. La position 7 fournit un
exemple instructif : n.7G>A, classé probablement pathogene, et le VUS n.7G>C affaiblissent
tous deux fortement l'appariement (AAG RNAcofold de +6,6 et +6,7 kcal/mol respectivement),
alors que leur AAG RNAfold est nul.

4



Discussion

Ces variants illustrent un mécanisme dans lequel 'effet s'exerce exclusivement sur l'interface
d'interaction U4/U6, sans altération de la structure isolée de 'ARN U4, mécanisme que la seule
analyse RNAfold ne permettrait pas de détecter. A l'inverse, quelques variants présentent un
AAG RNAcofold négatif, ce qui pourrait théoriquement géner la dissociation du duplex U4/U6
nécessaire a l'activation du spliceosome, bien que cette hypothése reste spéculative en 1'absence
de validation fonctionnelle. Ces observations suggerent que certaines altérations associées au
syndrome ReNU résultent d'une perturbation de 1'assemblage ou du remodelage du complexe

U4/U6 plutdt que d'une déstabilisation globale de 'ARN U4.

La RNAdistance quantifie la réorganisation topologique indépendamment de I'énergie.
Plusieurs variants pathogénes combinent un AAG faible et un réarrangement topologique
majeur : n.119A>G (stem-loop IV) atteint la distance la plus élevée du jeu de données (44) avec
un AAG RNAfold de —1,4 kcal/mol et une interaction U4/U6 inchangée ; n.66A>G (duplex
stem II) présente une distance de 36 pour un AAG faiblement stabilisant (—1,0 kcal/mol). Ces
cas suggerent un mécanisme impliquant une distorsion de la topologie moléculaire sans
signature énergétique nette, susceptible d'influer sur certaines interactions protéine-ARN sans

modifier I'énergie libre globale.

La saturation genome editing de RNU4-2 (De Jonghe et al., 2026) a précisé, au nucléotide
pres, les régions fonctionnellement contraintes du géne : Le duplex d'interaction avec 'ARN
U6 en stem 11, les segments flanquant le k-turn de liaison a la protéine 15.5K, le site Sm (nt
118-126), et la région critique ReNU subdivisée en T-loop (nt 62—70) et Stem III (nt 75-78).
Ces interfaces protéine-ARN ne sont pas reproduites par la modélisation thermodynamique de
la séquence isolée, ce qui explique que certains variants pathogénes situés dans le k-turn ou le

site Sm présentent des métriques in silico proches de zéro malgré un impact fonctionnel établi.

Le signal le plus fort observé dans cette étude est la localisation des variants. Dix-huit des
30 variants Patho/LP se situent dans la région critique, contre un seul des 31 VUS (OR = 45,0
; 1C95 % : 5,4-375,7 ; p = 9,7 x 1077). Cette association dépasse en amplitude celle des
métriques structurales et est cohérente avec les données publiées sur le syndrome ReNU (Chen
et al., 2024 ; De Jonghe et al., 2026). L'intervalle de confiance large tient au faible effectif ; la
valeur du test exact confirme la robustesse de 'association. Cela ne signifie pas que les variants
situés hors de la région critique soient bénins, ni que les VUS en soient exclus par définition,

mais indique que la localisation constitue le critére le plus discriminant dans ce corpus.
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Un résultat méritant attention est la fréquence élevée d'altérations structurales majeures
parmi les VUS : dix-huit présentent un impact structural majeur, contre cinq des variants
Patho/LP. Cette observation peut refléter la présence de variants potentiellement pathogenes
non encore reconnus parmi les VUS, ou indiquer que certaines modifications structurales

importantes ne se traduisent pas nécessairement par une altération fonctionnelle du spliceosome.

Le groupe VUS est hétérogéne par construction. Parmi les candidats prioritaires pour une
validation fonctionnelle, n.7G>C se distingue : situé au méme nucléotide que le variant
probablement pathogene n.7G>A, il présente un profil quasi identique (AAG RNAcofold +6,7
contre +6,6 kcal/mol) et un score de fonction déplété en SGE (—0,97), par ailleurs associé¢ a une
forme récessive du trouble (De Jonghe et al., 2026). Les variants n.140G>A et n.129G>A, qui
présentent les déstabilisations €nergétiques les plus fortes, sont également déplétés en SGE
(scores —0,40 et —0,47). A l'inverse, n.56T>C, rapporté dans un contexte de rétinite pigmentaire
sans lien établi avec le syndrome ReNU, obtient un score de fonction proche de zéro (—0,26),
ce qui est cohérent avec l'absence de mécanisme commun. Ces données illustrent la
complémentarit¢ des approches in silico et expérimentales : les métriques structurales
permettent de hiérarchiser les candidats, mais la reclassification requiert une validation

fonctionnelle.

Les résultats indiquent que les mécanismes associés au syndrome ReNU ne se réduisent pas
a un unique mode d'altération structurale. Certains variants n'affectent que l'interface U4/U6
sans modifier la structure isolée (n.7G>A, n.7G>C) ; d'autres réorganisent la topologie a énergie
constante (n.119A>G, n.66A>G). La corrélation entre AAG RNAfold et AAG RNAcofold (p =
0,62 ; p<0,001) indique qu'une partie des perturbations de la structure intrinséque se répercute
sur l'interaction U4/U6, mais plusieurs variants présentent un découplage entre ces deux
parametres, montrant que certains effets sont spécifiques de l'interface intermoléculaire. Cette
diversité de mécanismes souligne 1'intérét d'une approche multi-critéres, en complément des

méthodes fonctionnelles expérimentales.

Cette étude présente néanmoins plusieurs limites. Les prédictions in silico ne reproduisent
pas le contexte cellulaire, les mode¢les n'intégrent pas la structure tridimensionnelle, les

protéines du spliceosome, les pseudo-nceuds, ni les modifications post-transcriptionnelles. Les

43



Discussion

seuils d'interprétation des AAG sont indicatifs, aucun seuil validé n'existant pour RNU4-2. Les
effectifs par région sont parfois faibles, ce qui limite la puissance des tests post-hoc. Les
classifications ClinVar utilisées comme référence reposent, pour 47 des 61 variants, sur un seul
soumetteur, ce qui correspond a un niveau de preuve limité, et elles sont susceptibles d'évoluer

avec l'accumulation des données pour un gene aussi récemment décrit.



Conclusion

Conclusion

Cette recherche a permis d’examiner, par le biais de méthodes in silico, les effets structurels
éventuels des variantes du géne RNU4-2 associées au syndrome neurodéveloppemental ReNU.
L’examen des variantes a révélé leur localisation préférentielle dans des zones fonctionnelles
cruciales de I’ARN U4, en particulier dans les domaines concernés par 1’établissement du

duplex U4/U6 et par les interactions nécessaires au bon fonctionnement du spliceosome.

Les prévisions de la structure secondaire ont montré que plusieurs variations sont liées a des
changements dans la stabilit¢ thermodynamique et la conformation de I’ARN. Certaines
substitutions provoquent d’importantes perturbations au sein de ’architecture moléculaire,
susceptibles de modifier les interactions de I’ARN U4 avec ses partenaires moléculaires et de
nuire a I’efficacité du mécanisme d’épissage. A I’opposé, d’autres variantes montrent des effets

structurels réduits, laissant penser a un impact fonctionnel possiblement moins marqué.

L’étude comparative entre les variants pathogénes ou probablement pathogénes et ceux de
signification indéterminée a révélé que les premiers se trouvent principalement dans des zones
hautement préservées et fonctionnellement importantes, soulignant I’importance de la stabilité
structurelle de ’ARN U4 pour maintenir le fonctionnement normal du spliceosome. Ces
constatations renforcent 1I’idée que les changements dans la structure de ’ARN représentent

I’un des principaux mécanismes moléculaires a I’origine du syndrome ReNU.

Bien que les méthodes bioinformatiques fournissent des données précieuses sur les impacts
potentiels des variants, leurs résultats doivent €tre considérés avec précaution et complétés par
des investigations expérimentales pour vérifier les effets fonctionnels constatés. Toutefois, cette
étude illustre 1’utilité des outils de prédiction structurelle dans 1’analyse des ARN non codants

et dans la compréhension des variants génétiques liés aux maladies humaines.

En conclusion, ce travail participe a une meilleure appréhension des mécanismes
moléculaires en jeu dans le syndrome neurodéveloppemental ReNU et met en lumicre
I’importance cruciale de la structure de I’ARN U4 dans la pathogénie de cette maladie. Les
résultats obtenus offrent une base pratique pour des recherches futures visant a approfondir les

relations entre structure, fonction et pathogénicité des variantes du gene RNU4-2.
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ANNEXE 1

Tableau de RNAfold :
Variant Classification Position | Contexte Région Long. | Long. AG AG AAG Interprétation
WT mut WT mut RNAfold
n.119A>G Pathogenic 119 loop stem_loop IV 145 145 -44 -45.4 -14 Modérément stabilisant
n.77_78insT Pathogenic 77 loop stem 11 _U4- 145 146 -44 -44 +0 Neutre
U6_duplex
n.76C>T Pathogenic 76 loop stem_II U4- 145 145 -44 -44 +0 Neutre
U6_duplex
n.68dup Pathogenic 68 loop stem_IT_U4- 145 146 -44 -44 +0 Neutre
U6_duplex
n.66A>G Pathogenic 66 loop stem 11 U4- 145 145 -44 -45 -1 Neutre
U6_duplex
n.65A>G Pathogenic 65 loop stem_II_U4- 145 145 -44 -46.3 =23 Fortement stabilisant
U6_duplex
n.64_65insT Pathogenic 64 stem stem_IT_U4- 145 146 -44 -45.6 -1.6 Modérément stabilisant
U6 _duplex
n.56T>C Pathogenic 56 stem stem_loop | 145 145 -44 -40 +4 Fortement déstabilisant
n.18_19insA Pathogenic 18 stem stem_loop | 145 146 -44 -41.9 +2.1 Fortement déstabilisant
n.69C>T Pathogenic/LP 69 loop stem_II_U4- 145 145 -44 -44 +0 Neutre
U6_duplex
n.67A>G Pathogenic/LP 67 loop stem_IT_U4- 145 145 -44 -44 +0 Neutre
U6_duplex
n.64dup Pathogenic/LP 64 stem stem 11 U4- 145 146 -44 -46.2 =22 Fortement stabilisant
U6_duplex
n.122T>G Likely pathogenic 122 loop 3' region 145 145 -44 -46 -2 Modérément stabilisant
n.118A>G Likely pathogenic 118 loop stem_loop IV 145 145 -44 -46.4 -24 Fortement stabilisant
n.78A>C Likely pathogenic 78 loop stem_II_U4- 145 145 -44 -44 +0 Neutre
U6_duplex
n.77_78insG Likely pathogenic 77 loop stem 11 U4- 145 146 -44 -44.2 -0.2 Neutre
U6_duplex
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n.76_77insT Likely pathogenic 76 loop stem_II_U4- 145 146 -44 -44 +0 Neutre
U6_duplex
n.75C>G Likely pathogenic 75 stem stem_IT_U4- 145 145 -44 -47 -3 Fortement stabilisant
U6_duplex
n.72_73del Likely pathogenic 72 loop stem_II_U4- 145 143 -44 -44 +0 Neutre
U6_duplex
n.70T>C Likely pathogenic 70 loop stem_IT_U4- 145 145 -44 -44 +0 Neutre
U6_duplex
n.68A>C Likely pathogenic 68 loop stem II U4- 145 145 -44 -44 +0 Neutre
U6_duplex
n.65_66insT Likely pathogenic 65 loop stem_II_U4- 145 146 -44 -44 +0 Neutre
U6_duplex
n.63T>C Likely pathogenic 63 stem stem_IT_U4- 145 145 -44 -433 +0.7 Neutre
U6 _duplex
n.62T>C Likely pathogenic 62 stem stem_II_U4- 145 145 -44 -46.3 =23 Fortement stabilisant
U6_duplex
n.46G>A Likely pathogenic 46 stem internal_loop 145 145 -44 -39.7 +4.3 Fortement déstabilisant
n.45G>C Likely pathogenic 45 stem internal_loop 145 145 -44 -40.4 +3.6 Fortement déstabilisant
n.32G>A Likely pathogenic 32 loop stem_loop_I 145 145 -44 -44 +0 Neutre
n.11A>C Likely pathogenic 11 stem stem_loop_I 145 145 -44 -43.2 +0.8 Neutre
n.8C>G Likely pathogenic 8 loop 5" end 145 145 -44 -47.8 -3.8 Fortement stabilisant
n.7G>A Likely pathogenic 7 loop 5' end 145 145 -44 -44 +0 Neutre
n.140G>A VUS 140 stem 3' region 145 145 -44 -37.6 +6.4 Fortement déstabilisant
n.129G>C VvuUsS 129 stem 3' region 145 145 -44 -37.8 +6.2 Fortement déstabilisant
n.129G>A VvuUsS 129 stem 3' region 145 145 -44 -37.8 +6.2 Fortement déstabilisant
n.127_128del VvuUsS 127 stem 3' region 145 143 -44 -41.5 +2.5 Fortement déstabilisant
n.127C>T VvuUsS 127 stem 3' region 145 145 -44 -41.6 +2.4 Fortement déstabilisant
n.125G>A VUS 125 loop 3' region 145 145 -44 -44 +0 Neutre
n.121T>A VUS 121 loop 3' region 145 145 -44 -44 +0 Neutre
n.105A>T VUS 105 stem stem_loop IV 145 145 -44 -42.1 +1.9 Modérément
déstabilisant
n.92C>G VUS 92 stem stem_loop IIT 145 145 -44 -42.4 +1.6 Modérément
déstabilisant
n.86C>T VvuUsS 86 stem stem_loop III 145 145 -44 -41.3 +2.7 Fortement déstabilisant
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n.76del VvUs 76 loop stem_II_U4- 145 144 -44 -44 +0 Neutre
U6_duplex
n.50G>T VUS 50 stem internal_loop 145 145 -44 -40.5 +3.5 Fortement déstabilisant
n.50G>C VUS 50 stem internal_loop 145 145 -44 -40.2 +3.8 Fortement déstabilisant
n.50G>A VvuUsS 50 stem internal loop 145 145 -44 -40.2 +3.8 Fortement déstabilisant
n.45_46insT VvuUsS 45 stem internal loop 145 146 -44 -42 +2 Modérément
déstabilisant
n.44A>T VvuUs 44 loop internal_loop 145 145 -44 -45.9 -1.9 Modérément stabilisant
n.43_44insT VvuUs 43 loop internal_loop 145 146 -44 -44.9 -0.9 Neutre
n.42C>G VUS 42 stem internal_loop 145 145 -44 -45.8 -1.8 Modérément stabilisant
n.41C>T VUS 41 stem internal_loop 145 145 -44 -44.9 -0.9 Neutre
n.41C>G VUS 41 stem internal_loop 145 145 -44 -42.2 +1.8 Modérément
déstabilisant
n.33A>G VvuUsS 33 loop stem_loop 1 145 145 -44 -46.7 -2.7 Fortement stabilisant
n.30A>T VvuUsS 30 loop stem_loop | 145 145 -44 -44.3 -0.3 Neutre
n.28C>G VUS 28 stem stem_loop | 145 145 -44 -41.4 +2.6 Fortement déstabilisant
n.27C>G VUS 27 stem stem_loop 1 145 145 -44 -41 +3 Fortement déstabilisant
n.26G>A VvuUs 26 stem stem_loop I 145 145 -44 -40 +4 Fortement déstabilisant
n.23G>A VUS 23 stem stem_loop 1 145 145 -44 -40.2 +3.8 Fortement déstabilisant
n.8C>T Vvus 8 loop 5' end 145 145 -44 -44 +0 Neutre
n.7_8insA VUS 7 loop 5' end 145 146 -44 -44 +0 Neutre
n.7G>C Vvus 7 loop 5' end 145 145 -44 -44 +0 Neutre
n.6_7insA VUS 6 loop 5' end 145 146 -44 -44.2 -0.2 Neutre
n.3C>T VUS 3 loop 5' end 145 145 -44 -45.7 -1.7 Modérément stabilisant
n.111C>T Conflicting 111 stem stem_loop IV 145 145 -44 -433 +0.7 Neutre
n.22C>T Conflicting 22 stem stem_loop_I 145 145 -44 -41.9 +2.1 Fortement déstabilisant
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ANNEXE 2
Tableau de RNAcofold :

Variant Classification Position | Contexte Région AG WT AG mut AAG Interprétation
(keal/mol) | (kcal/mol) | RNAcofold

n.119A>G Pathogenic 119 loop stem_loop_IV -82.6 -82.6 +0.0 Interaction U4/U6 non perturbée

n.77_78insT Pathogenic 77 loop stem_II_U4- -82.6 -81.2 +1.4 Interaction U4/U6 modérément
U6_duplex affaiblie

n.76C>T Pathogenic 76 loop stem_II_U4- -82.6 -80.6 +2.0 Interaction U4/U6 modérément
U6_duplex affaiblie

n.68dup Pathogenic 68 loop stem [T U4- -82.6 -82.4 +0.2 Interaction U4/U6 non perturbée
U6_duplex

n.66A>G Pathogenic 66 loop stem_II_U4- -82.6 -82.6 +0.0 Interaction U4/U6 non perturbée
U6_duplex

n.65A>G Pathogenic 65 loop stem_II_U4- -82.6 -82.8 -0.2 Interaction U4/U6 non perturbée
U6_duplex

n.64_65insT Pathogenic 64 stem stem II U4- -82.6 -82.4 +0.2 Interaction U4/U6 non perturbée
U6_duplex

n.56T>C Pathogenic 56 stem stem_loop_I -82.6 -81.7 +0.9 Interaction U4/U6 non perturbée

n.18_19insA Pathogenic 18 stem stem_loop I -82.6 -82.6 +0.0 Interaction U4/U6 non perturbée

n.69C>T Pathogenic/LP 69 loop stem_II_U4- -82.6 -82.6 +0.0 Interaction U4/U6 non perturbée
U6_duplex

n.67A>G Pathogenic/LP 67 loop stem II U4- -82.6 -82.6 +0.0 Interaction U4/U6 non perturbée
U6_duplex

n.64dup Pathogenic/LP 64 stem stem_II_U4- -82.6 -84.6 -2.0 Interaction U4/U6 modérément
U6_duplex renforcée

n.122T>G Likely pathogenic 122 loop 3' region -82.6 -82.6 +0.0 Interaction U4/U6 non perturbée

n.118A>G Likely pathogenic 118 loop stem_loop_IV -82.6 -85.0 -2.4 Interaction U4/U6 fortement renforcée

n.78A>C Likely pathogenic 78 loop stem I1 U4- -82.6 -80.6 +2.0 Interaction U4/U6 modérément
U6_duplex affaiblie

n.77_78insG Likely pathogenic 77 loop stem II U4- -82.6 -81.2 +1.4 Interaction U4/U6 modérément
U6_duplex affaiblie

n.76_77insT Likely pathogenic 76 loop stem_II_U4- -82.6 -81.2 +1.4 Interaction U4/U6 modérément
U6_duplex affaiblie

n.75C>G Likely pathogenic 75 stem stem IT U4- -82.6 -83.5 -0.9 Interaction U4/U6 non perturbée
U6_duplex
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n.72_73del Likely pathogenic 72 loop stem_II U4- -82.6 -81.5 +1.1 Interaction U4/U6 modérément
U6_duplex affaiblie

n.70T>C Likely pathogenic 70 loop stem_II_U4- -82.6 -82.6 +0.0 Interaction U4/U6 non perturbée
U6_duplex

n.68A>C Likely pathogenic 68 loop stem_II_U4- -82.6 -82.6 +0.0 Interaction U4/U6 non perturbée
U6_duplex

n.65_66insT Likely pathogenic 65 loop stem_II_U4- -82.6 -83.1 -0.5 Interaction U4/U6 non perturbée
U6_duplex

n.63T>C Likely pathogenic 63 stem stem IT U4- -82.6 -84.4 -1.8 Interaction U4/U6 modérément
U6 _duplex renforcée

n.62T>C Likely pathogenic 62 stem stem_II_U4- -82.6 -80.7 +1.9 Interaction U4/U6 modérément
U6_duplex affaiblie

n.46G>A Likely pathogenic 46 stem internal_loop -82.6 -78.8 +3.8 Interaction U4/U6 fortement affaiblie

n.45G>C Likely pathogenic 45 stem internal_loop -82.6 -79.0 +3.6 Interaction U4/U6 fortement affaiblie

n.32G>A Likely pathogenic 32 loop stem_loop I -82.6 -82.6 +0.0 Interaction U4/U6 non perturbée

n.11A>C Likely pathogenic 11 stem stem_loop I -82.6 =719 +4.7 Interaction U4/U6 fortement affaiblie

n.8C>G Likely pathogenic 8 loop 5' end -82.6 -79.0 +3.6 Interaction U4/U6 fortement affaiblie

n.7G>A Likely pathogenic 7 loop 5' end -82.6 -76.0 +6.6 Interaction U4/U6 fortement affaiblie

n.140G>A VUS 140 stem 3' region -82.6 -76.2 +6.4 Interaction U4/U6 fortement affaiblie

n.129G>C VUS 129 stem 3' region -82.6 -76.4 +6.2 Interaction U4/U6 fortement affaiblie

n.129G>A VUS 129 stem 3' region -82.6 -76.4 +6.2 Interaction U4/U6 fortement affaiblie

n.127_128del VUS 127 stem 3' region -82.6 -80.1 +2.5 Interaction U4/U6 fortement affaiblie

n.127C>T VvuUsS 127 stem 3' region -82.6 -80.2 +2.4 Interaction U4/U6 fortement affaiblie

n.125G>A Vvus 125 loop 3'_region -82.6 -82.6 +0.0 Interaction U4/U6 non perturbée

n121T>A VvUs 121 loop 3' region -82.6 -82.6 +0.0 Interaction U4/U6 non perturbée

n.105A>T VUS 105 stem stem_loop IV -82.6 -80.7 +1.9 Interaction U4/U6 modérément

affaiblie
n.92C>G VvUS 92 stem stem_loop IIT -82.6 -81.0 +1.6 Interaction U4/U6 modérément
affaiblie

n.86C>T VUS 86 stem stem_loop 111 -82.6 -79.9 +2.7 Interaction U4/U6 fortement affaiblie

n.76del VvuUsS 76 loop stem_II_U4- -82.6 -83.8 -1.2 Interaction U4/U6 modérément
U6_duplex renforcée

n.50G>T VUS 50 stem internal_loop -82.6 -79.2 +3.4 Interaction U4/U6 fortement affaiblie

n.50G>C VUS 50 stem internal_loop -82.6 -80.5 +2.1 Interaction U4/U6 fortement affaiblie
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n.50G>A VUS 50 stem internal_loop -82.6 -79.3 +3.3 Interaction U4/U6 fortement affaiblie
n.45_46insT VUS 45 stem internal_loop -82.6 -80.6 +2.0 Interaction U4/U6 modérément
affaiblie
n.44A>T VvUS 44 loop internal_loop -82.6 -84.5 -1.9 Interaction U4/U6 modérément
renforcée
n.43_44insT VUS 43 loop internal_loop -82.6 -83.5 -0.9 Interaction U4/U6 non perturbée
n.42C>G VUS 42 stem internal_loop -82.6 -84.4 -1.8 Interaction U4/U6 modérément
renforcée
n.41C>T VUS 41 stem internal_loop -82.6 -83.5 -0.9 Interaction U4/U6 non perturbée
n.41C>G VUS 41 stem internal_loop -82.6 -81.3 +1.3 Interaction U4/U6 modérément
affaiblie
n.33A>G VvuUs 33 loop stem_loop I -82.6 -85.3 -2.7 Interaction U4/U6 fortement renforcée
n.30A>T VUS 30 loop stem_loop I -82.6 -82.9 -0.3 Interaction U4/U6 non perturbée
n.28C>G VUS 28 stem stem_loop I -82.6 -80.0 +2.6 Interaction U4/U6 fortement affaiblie
n.27C>G VvuUsS 27 stem stem_loop I -82.6 -79.6 +3.0 Interaction U4/U6 fortement affaiblie
n.26G>A VvuUs 26 stem stem_loop I -82.6 -79.0 +3.6 Interaction U4/U6 fortement affaiblie
n.23G>A VvuUs 23 stem stem_loop I -82.6 -78.6 +4.0 Interaction U4/U6 fortement affaiblie
n.8C>T VUS 8 loop 5" end -82.6 -80.7 +1.9 Interaction U4/U6 modérément
affaiblie
n.7_8insA VUS 7 loop 5' end -82.6 -78.8 +3.8 Interaction U4/U6 fortement affaiblie
n.7G>C VvuUsS 7 loop 5' end -82.6 -75.9 +6.7 Interaction U4/U6 fortement affaiblie
n.6_7insA VvUS 6 loop 5' end -82.6 -78.8 +3.8 Interaction U4/U6 fortement affaiblie
n.3C>T VvuUsS 3 loop 5' end -82.6 -80.3 +2.3 Interaction U4/U6 fortement affaiblie
n.111C>T Conflicting 111 stem stem_loop IV -82.6 -81.9 +0.7 Interaction U4/U6 non perturbée
n.22C>T Conflicting 22 stem stem_loop I -82.6 -80.5 +2.1 Interaction U4/U6 fortement affaiblie
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ANNEXE 3

Tableau de RNA Distance :

Variant Classification Position | Contexte Région RNAdistance Interprétation
(TED)

n.119A>G Pathogenic 119 loop stem_loop IV 44 Réarrangement structural majeur
n.77_78insT Pathogenic 77 loop stem_II U4-U6_duplex 1 Changement local faible
n.76C>T Pathogenic 76 loop stem Il U4-U6_duplex 0 Aucun changement structural
n.68dup Pathogenic 68 loop stem_II U4-U6_duplex 1 Changement local faible
n.66A>G Pathogenic 66 loop stem_II_U4-U6_duplex 36 Réarrangement structural majeur
n.65A>G Pathogenic 65 loop stem_II_U4-U6_duplex 28 Réarrangement structural majeur
n.64_65insT Pathogenic 64 stem stem_II_U4-U6_duplex 19 Réarrangement structural majeur
n.56T>C Pathogenic 56 stem stem_loop_I 10 Réarrangement structural majeur
n.18_19insA Pathogenic 18 stem stem_loop I 7 Réarrangement structural modéré
n.69C>T Pathogenic/LP 69 loop stem_IT_U4-U6_duplex 0 Aucun changement structural
n.67A>G Pathogenic/LP 67 loop stem_IT_U4-U6_duplex 0 Aucun changement structural
n.64dup Pathogenic/LP 64 stem stem_IT_U4-U6_duplex 27 Réarrangement structural majeur
n.122T>G Likely pathogenic 122 loop 3' region 20 Réarrangement structural majeur
n.118A>G Likely pathogenic 118 loop stem_loop_IV 4 Réarrangement structural modéré
n.78A>C Likely pathogenic 78 loop stem II U4-U6 duplex 0 Aucun changement structural
n.77_78insG Likely pathogenic 77 loop stem II U4-U6 duplex 15 Réarrangement structural majeur
n.76_77insT Likely pathogenic 76 loop stem Il U4-U6 duplex 1 Changement local faible
n.75C>G Likely pathogenic 75 stem stem_II U4-U6_duplex 20 Réarrangement structural majeur
n.72_73del Likely pathogenic 72 loop stem_II U4-U6_duplex 2 Changement local faible
n.70T>C Likely pathogenic 70 loop stem_II_U4-U6_duplex 0 Aucun changement structural
n.68A>C Likely pathogenic 68 loop stem_II U4-U6_duplex 0 Aucun changement structural
n.65_66insT Likely pathogenic 65 loop stem_II_U4-U6_duplex 1 Changement local faible
n.63T>C Likely pathogenic 63 stem stem_II_U4-U6_duplex 16 Réarrangement structural majeur
n.62T>C Likely pathogenic 62 stem stem_II_U4-U6_duplex 0 Aucun changement structural
n.46G>A Likely pathogenic 46 stem internal_loop 20 Réarrangement structural majeur
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n.45G>C Likely pathogenic 45 stem internal_loop 4 Réarrangement structural modéré
n.32G>A Likely pathogenic 32 loop stem_loop_I 0 Aucun changement structural
n.11A>C Likely pathogenic 11 stem stem_loop_I 36 Réarrangement structural majeur
n.8C>G Likely pathogenic 8 loop 5' end 20 Réarrangement structural majeur
n.7G>A Likely pathogenic 7 loop 5' end 0 Aucun changement structural
n.140G>A VuUS 140 stem 3' region 4 Réarrangement structural modéré
n.129G>C VUS 129 stem 3' region 4 Réarrangement structural modéré
n.129G>A VvUS 129 stem 3' region 4 Réarrangement structural modéré
n.127_128del VvUS 127 stem 3' region 4 Réarrangement structural modéré
n.127C>T VvUS 127 stem 3' region 0 Aucun changement structural
n.125G>A VvUS 125 loop 3' region 0 Aucun changement structural
n.121T>A VvUS 121 loop 3' region 0 Aucun changement structural
n.105A>T VvUS 105 stem stem_loop IV 4 Réarrangement structural modéré
n.92C>G VvUS 92 stem stem_loop 1T 4 Réarrangement structural modéré
n.86C>T VUS 86 stem stem_loop_II1 0 Aucun changement structural
n.76del VUS 76 loop stem_II_U4-U6_duplex 1 Changement local faible
n.50G>T VUS 50 stem internal_loop 12 Réarrangement structural majeur
n.50G>C VvUS 50 stem internal_loop 16 Réarrangement structural majeur
n.50G>A VUS 50 stem internal_loop 16 Réarrangement structural majeur
n.45_46insT Vus 45 stem internal_loop 7 Réarrangement structural modéré
n.44A>T VUS 44 loop internal_loop 6 Réarrangement structural modéré
n.43_44insT VuUS 43 loop internal_loop 11 Réarrangement structural majeur
n.42C>G VUS 42 stem internal_loop 6 Réarrangement structural modéré
n.41C>T VvUS 41 stem internal_loop 8 Réarrangement structural modéré
n.41C>G VvUS 41 stem internal_loop 8 Réarrangement structural modéré
n.33A>G VvUS 33 loop stem_loop I 8 Réarrangement structural modéré
n.30A>T VvUS 30 loop stem_loop I 12 Réarrangement structural majeur
n.28C>G VvUS 28 stem stem_loop I 4 Réarrangement structural modéré
n.27C>G VvUS 27 stem stem_loop [ 4 Réarrangement structural modéré
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n.26G>A VvUS 26 stem stem_loop I 4 Réarrangement structural modéré
n.23G>A VUS 23 stem stem_loop_I 16 Réarrangement structural majeur
n.8C>T VUS 8 loop 5" end 16 Réarrangement structural majeur
n.7_8insA Vus 7 loop 5' end 1 Changement local faible

n.7G>C VusS 7 loop 5' end 0 Aucun changement structural
n.6_7insA VuUS 6 loop 5' end 7 Réarrangement structural modéré
n.3C>T VUS 3 loop 5' end 24 Réarrangement structural majeur
n.111C>T Conflicting 111 stem stem_loop IV 8 Réarrangement structural modéré
n.22C>T Conflicting 22 stem stem_loop I 0 Aucun changement structural
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