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I. Introduction : 

A. L’encéphalopathie épileptique infantile précoce 

L’encéphalopathie épileptique infantile précoce (EEIP, OMIM #308350, 

ORPHA:1934) est un large groupe de maladies comprenant les formes les plus sévères 

d’encéphalopathies épileptiques de début précoces et entraînant un retard de développement. 

L'incidence annuelle a été estimée à 1/50 000 naissances au Royaume-Uni (Orphanet : 

Encéphalopathie épileptique infantile précoce). 

 

Les signes cliniques peuvent être : 

- un mauvais réflexe de succion, 

- une hypotonie généralisée, 

- des spasmes toniques généralisés et symétriques, pouvant apparaître en 

groupe ou de manière isolée, et pouvant durer jusqu'à dix secondes. 

Ces crises épileptiques myocloniques sont habituellement réfractaires aux traitements et 

débutent durant les trois premiers mois de vie, mais parfois très tôt, au cours des premières 

semaines après la naissance. Le schéma de ces spasmes reste inchangé au cours de l'éveil et du 

sommeil, et ils peuvent survenir des centaines de fois par jour. D'autres types de crises sont 

observées dans un tiers des cas, incluant des crises tonico-cloniques généralisées (Ohtahara et 

al, 2003). 

Chez certains patients, l'EEIP peut évoluer vers un syndrome de West (entre l'âge de deux et 

six mois), et plus tard, vers un syndrome de Lennox-Gastaut. Certaines formes génétiques se 
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manifestent par des signes additionnels tels que des mouvements dyskinésiques ou des 

mouvements stéréotypés ressemblant au syndrome de Rett (d’où le nom de syndrome de Rett 

atypique). 

  

Le pronostic est habituellement péjoratif et la plupart des enfants décèdent durant les 

deux premières années de vie (50% des situations) ou survivent avec une déficience 

intellectuelle très sévère (Ohtahara et al, 2003). 

 

Le diagnostic d’EEIP repose sur les données cliniques et électroencéphalographiques. 

L'électroencéphalogramme (EEG) inter-critique caractéristique révèle un tracé de type « 

suppression-burst » (en lien avec l'apparition des spasmes, cf EEIP de type 3, partie 

L'électroencéphalogramme). Ce schéma d'EEG est continu et reste inchangé pendant les phases 

d'éveil et de sommeil. Des anomalies structurales sont souvent révélées à l'imagerie cérébrale. 

 

Les diagnostics différentiels incluent d'autres encéphalopathies épileptiques, telles que 

l'encéphalopathie myoclonique précoce ou le syndrome de West. 

 

Il existe environ 90 types d’EEIP, classés en fonction du gène impliqué (Annexe 1). Il 

n’est pas possible de déterminer précisément le sous-type d’EEIP par les données cliniques. 
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B. L'EEIP de type 3 

L’EEIP de type 3 correspond à un sous-type d'EEIP et est liée au gène SLC25A22. 

1. Signes cliniques 

L’EEIP de type 3 est caractérisée par des crises épileptiques de type myocloniques ou 

cloniques, réfractaires au traitement, une hypotonie sévère globale et néonatale, une 

microcéphalie progressive, une spasticité et un retard de développement global sévère, évoluant 

vers une encéphalopathie précoce. Ici, les crises épileptiques débutent très tôt, dans les 

premières heures ou jours de vie. 

 

2. Signes paracliniques 

a) L'électroencéphalogramme 

Dans l'EEIP de type 3, l’EEG inter-critique est caractéristique et montre un pattern de « 

suppression burst » (SB) avec des bouffées d’ondes lentes mélangées à des pointes multifocales 

de forte amplitude, en alternance avec des phases de rythme basique de faible voltage 

(suppression) (Figure 1). 
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                           “supression”     “burst” 

Figure 1 : EEG avec « Suppression Burst ». Pointes ondes de fortes amplitudes alternant avec 

des phases de faible voltage.  

(Source : https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/burst-suppression) 

 

b) L'imagerie cérébrale 

L'imagerie cérébrale montre un retard de myélinisation précoce suivie d'une atrophie 

cérébrale (Figure 2). Des anomalies morphologiques peuvent être décrites, telles qu'une 

anomalie morphologique du corps calleux ou une anomalie de la giration des régions temporo-

pariétales (Figure 3). 
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c) L'électrorétinogramme et les potentiels évoqués visuels 

L'électrorétinogramme (ERG) peut être anormal avec une altération des réponses 

périphériques et maculaires, signant une anomalie de l’activité électrique provenant de la rétine 

en réponse à un stimulus, c’est-à-dire une anomalie de l’activité des photorécepteurs. 

  Les potentiels évoqués visuels (PEV) peuvent montrer un signal de faible amplitude et 

lent, pouvant évoquer une anomalie de conduction du nerf visuel. 

 

d) Le pronostic 

Le pronostic de l’EEIP de type 3 n'est pas différent des autres EEIP, et les enfants décrits 

dans cette pathologie sont décédés à un âge très précoce, ou ont survécu dans un état végétatif. 

Figure 2 : IRM cérébrale d’un 

patient de 2 ans et 10 mois, 

présentant une hypoplasie / atrophie 

du cortex fronto-temporal. Coupe 

axiale. Séquence T2. (Source : Reid 

et al, 2017) 

Figure 3 : IRM cérébrale d’un 

patient de 2 ans et 10 mois, 

présentant un splenium du corps 

calleux de petite taille. Coupe 

sagittale. Séquence T1. (Source : 

Reid et al, 2017) 
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e) Epidémiologie 

Actuellement, 13 individus présentant un phénotype d’EEIP de type 3 et des variants 

dans le gène SLC25A22, ont été rapportés dans la littérature. 

Initialement, sept personnes, issus de trois familles consanguines, ont été rapportées 

(Molinari et al, 2005 ; Molinari et al, 2009 ; Cohen et al, 2014). Ces sept individus ont présenté 

un phénotype sévère et similaire : des crises épileptiques précoce, une hypotonie sévère, une 

microcéphalie, des anomalies à l’imagerie cérébrale, un pattern de SB à l’EEG et sont décédés 

avant 8 ans ou ont survécu dans un état végétatif. Plus récemment, Reid et al. a rapporté six 

personnes supplémentaires, issus de trois familles, présentant des variants dans le gène 

SLC25A22 et un phénotype plus modéré que les enfants précédemment rapportés (Reid et al, 

2017). 

 

f) Etiologie génétique monogénique 

L’EEIP de type 3 est causée par des variants, à l'état homozygote ou hétérozygote 

composite, affectant la fonction du gène SLC25A22 (OMIM *609302) (cf Description du gène 

SLC25A22). Le mode de transmission est autosomique récessif (Molinari et al, 2005). 

 

C. L’épilepsie infantile avec crises épileptiques focales migrantes 

Le gène SLC25A22 est également impliqué dans l’épilepsie infantile avec crises 

épileptiques focales migrantes (EIMFS, précédemment “épilepsie partielle migrante de 

l’enfance” ; ORPHA:293181; Scheffer et al, 2017), une encéphalopathie épileptique sévère 

débutant dans l’enfance. Actuellement, la littérature rapporte deux enfants d’une même famille 
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portant des variants dans ce gène (Poduri et al, 2013). L’épilepsie est marquée par des crises 

partielles hémi-corporelles, migrantes et continues à l’EEG (Figure 4), débutant dans les 

premières semaines de vie. Le pronostic développemental est très sévère (Coppola et al, 1995). 

Les anomalies neurologiques sont constantes : retard très important dans l'acquisition 

psychomotrice, hypotonie sévère, troubles de la vigilance, parfois avec un état végétatif. Des 

signes de neuropathie périphérique peuvent également être observés dans quelques cas. 

 

Figure 4 : EEG mettant en évidence une épilepsie partielle migrante de l’enfant avec des 

pointes-ondes localisées en hémi-corporel. (Source : « Génétique des épilepsies néonatales » 

du Pr Mathieu MILH, page 4). 
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D. Description du gène SLC25A22 

Le gène SLC25A22 est situé sur le chromosome 11, en position 11p15.5 (Figure 5). Il code un 

canal mitochondrial glutamate/H+, composé de 323 acides aminés (Fiermonte et al, 2002) 

(Figure 6). 

 

Figure 5 : Schématisation du chromosome 11, présence du gène SLC25A22 en position 11p15.5. 

(Source : Molinari et al, 2005) 
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Figure 6 : Schématisation 3D de la protéine SLC25A22. A : visualisation vue du dessus, à 

travers le canal. B : visualisation vue de côté.  

(Source : https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/Q9H936) 

 

Ce gène est exprimé exclusivement dans le cerveau durant la période embryonnaire, 

particulièrement dans les aires impliquées dans la coordination motrice et dans la genèse et le 

contrôle des crises d'épilepsie (noyaux rouges, noyaux pontocérébélleux et substance noire), 

ainsi que dans le contrôle des mouvements des yeux (noyau du troisième nerf crânien) (Figure 

7) (Molinari et al, 2005). 

A. B. 
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Figure 7 : Expression du gène SLC25A22 dans du tissu de cerveau fœtal humain de 15 semaines 

(A à F) et de 20 semaines (G à L). Coupes après coloration à l’éosine (A, C, E, G, I et K) et 

après révélation du signal par hybridation in situ (B, D, F, H, J et L). CP = substance grise. SN 

= substance noire. NR = noyau rouge. SON = olive supérieur. SF = vallée sylvienne. OC = 

complexe olivaire. PF = fibres pontocérébelleuses. Les flèches blanches indiquent la présence 

du signal. (Source : Molinari et al, 2005). 

 

A l’âge adulte, le gène SLC25A22 est exprimé de manière ubiquitaire. La protéine 

SLC25A22 est plus abondante dans les astrocytes à l’âge adulte, et est une protéine clé du 

contrôle du métabolisme du glutamate dans ce type cellulaire (Fiermonte et al, 2002; Berkich 
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et al, 2007; Goubert et al, 2017). Elle est localisée dans la membrane interne des mitochondries 

et co-transporte le glutamate avec H+ ou son échange avec OH-, pour permettre le transport du 

glutamate dans la lumière de la mitochondrie (Figure 8). L’absence d’une protéine SLC25A22 

fonctionnelle peut entraîner une accumulation de glutamate dans le cytosol des astrocytes, puis 

une libération du glutamate dans la lumière de la synapse et ainsi activer des récepteurs du 

glutamate extra-synaptiques (Goubert et al, 2017). Le glutamate est le neurotransmetteur 

excitateur majeur du cerveau des mammifères. Une trop forte concentration du glutamate dans 

la lumière synaptique pourrait jouer un rôle important dans la survenue de la surexcitabilité 

neuronale, déclenchant les crises d'épilepsie et une apoptose des cellules nerveuses (excito-

toxicité) (During and Spencer, 1993).  

Une étude a montré qu'une injection de threo-beta-benzyloxyaspartate (TBOA), un 

inhibiteur des transporteurs membranaires du glutamate, reproduisait un pattern de SB, chez le 

rat nouveau-né (Milh et al, 2007). 

 

Figure 8 : Schématisation de la localisation du transporteur glutamate/H+ et glutamate/aspartate 

au niveau de la membrane de la mitochondrie. C = cytosol. 1 : le canal glutamate/H+ transporte 

une molécule de glutamate avec un ion H+ vers la lumière de la mitochondrie. 2 : la glutamate 

déshydrogénase est une enzyme qui désamine le glutamate en α-cétoglutarate (α-KG). 3 : 
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l’aspartate-amino transferase est une enzyme qui transforme le glutamate en α-cétoglutamate 

et l’oxaloacétate (OAA) en aspartate. 4 : le canal glutamate/aspartate échange une molécule de 

glutamate contre une molécule d’aspartate. (Source : Molinari et al, 2005). 

  

L'objectif de ce travail de thèse est d'essayer de comprendre pourquoi des personnes 

présentant des variations génétiques dans le même gène, présentent des phénotypes différents 

et ainsi de suggérer une corrélation génotype-phénotype ainsi qu'un continuum dans le groupe 

des maladies liées au gène SLC25A22, à travers le report de 3 enfants supplémentaires issue 

d’une même famille, présentant un phénotype moins sévère de EEIP de type 3, associés à des 

études fonctionnelles, ainsi que l'étude phénotypique et génotypique détaillée des personnes 

déjà publiées dans la littérature. 
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II. Matériels et Méthodes 

A. Identification de trois enfants supplémentaires 

1. Ethique et consentement 

Les consentements écrits des parents des trois enfants mineurs ont été recueillis, après 

informations, concernant les recherches génétiques, ayant permis l’identification de l’origine 

génétique, ainsi que pour l’autorisation de publication, de manière anonyme. 

  

2. Identification des variations génétiques 

a) Séquençage de l’exome (CNRGH) 

L’ADN du deuxième enfant et de sa mère ainsi que du troisième enfant et de son père 

(cf l’arbre généalogique : Figure 9) ont été étudiés grâce à un séquençage d’exome réalisé au 

Centre National de Recherche en Génomique Humaine (CNRGH). Après contrôle complet de 

la qualité des ADN de chaque échantillon, 3 microgrammes d’ADN génomique ont été capturés 

par une solution d’enrichissement (Human All Exon v5-50 Mb, Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA, USA). La préparation de la librairie et la capture de l’exome (environ 20 000 gènes 

capturés) ont été réalisés automatiquement par NGSx (Perkin Elmer, MA, USA) et Bravo 

(Agilent technologies), respectivement, en accord avec les instructions du fournisseur 

(SureSelect, Agilent technologies). Après normalisation et contrôle qualité, les librairies ont été 

séquencées par un Illumina HiSeq2000 (Illumina, CA, USA), en reads « paired-end » de 100 

pb. Les échantillons ont été séquencés ensemble sur la même lame, pour obtenir une moyenne 

de couverture de 70 à 80X et au moins 80% des nucléotides capturés couverts à 30X. Les 

analyses des images obtenues et l’appel des bases ont été réalisés grâce au pipeline d’analyse 

en temps réel d’Illumina. Les analyses bioinformatiques des données de séquençage, basées sur 
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le pipeline d’Illumina (CASAVA1.8.2), ont généré un fichier FASTQ pour chaque patient. 

L’analyse de ces fichiers a été effectuée au Centre National de Recherche en Génomique 

Humaine. 

 

b) Séquençage Sanger (Elodie Sanchez, Inserm, Montpellier) 

Le gène SLC25A22 a été séquencé par méthode Sanger afin de confirmer les résultats 

du séquençage d’exome et d’effectuer la ségrégation familiale, comme décrit par Barat-Houari 

et al, à partir d’ADN des enfants et de leurs parents (Barat-Houari et al, 2016). 

 

c) Etudes fonctionnelles : activités enzymatiques et de respiration 

cellulaire (Pierre Rustin, Inserm, Robert Debré) 

La protéine SLC25A22 est une protéine ubiquitaire et le gène est exprimé dans toutes 

les cellules de l’organisme à l’âge adulte, ce qui permet son étude facilement à partir d’une 

biopsie de peau. Les conditions standards ont été utilisées pour la culture des fibroblastes 

cutanés (Brines et al, 1997). Les cellules du troisième enfant ont pu se multiplier en présence 

de glutamine et en absence de glucose. La respiration et oxydation des substrats mitochondriaux 

en présence de glutamate ou de succinate ont été étudiées par polarographie, sur des fibroblastes 

en suspension, avant et après perméabilisation membranaire par la digitonine (Ramos et al, 

2003). Cette expérience a déjà été utilisée par le Professeur Florence Molinari pour mettre en 

évidence un défaut du métabolisme du glutamate chez les patients, lors de l’identification de 

l’implication du gène SLC25A22 dans l’EEIP de type 3 (Molinari et al, 2005). Des études 

utilisant la spectrophotométrie afin d’étudier la chaîne respiratoire (Bourgeron et al, 1993) et 
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les activités de la glutamate déshydrogénase (Rustin et al, 1994; Aubert et al, 2001) ont été 

réalisées. 

 

B. Constitution de la série pour l'étude de corrélation génotype-

phénotype 

  Pour tenter d’établir une corrélation génotype-phénotype concernant les variants 

retrouvés dans le gène SLC25A22, nous avons analysé toutes les personnes décrites dans la 

littérature : cinq par Molinari et al. (Molinari et al, 2005 ; Molinari et al, 2009), deux par Cohen 

et al. (Cohen et al, 2014), deux par Poduri et al. (Poduri et al, 2013), et six par Reid et al. (Reid 

et al, 2017), ainsi que les trois enfants décrits ici ; soit un total de dix-huit individus. 

  

Pour l’analyse, nous avons constitué 3 groupes phénotypiques : l’EEIP de type 3 sévère, 

l’EIMFS et l’EEIP de type 3 modéré. 

  

Nous avons ensuite comparé les variants génétiques en fonction de leur nature, du degré 

de conservation de l’acide aminé touché, ainsi que de la localisation du variant au sein du gène 

puis de la protéine. 
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III. Résultats 

A. Données cliniques des trois enfants de Montpellier 

1. Première enfant 

La première enfant est une jeune fille de 19 ans, d’origine caucasienne. Elle est la 

première enfant d’un couple non apparenté et en bonne santé. Elle a un frère en bonne santé et 

un frère atteint de la même maladie. Elle est née à terme, après une grossesse sans particularité, 

avec un poids de naissance (PN) de 3865 g (70ième centile), une taille de naissance (TN) de 53 

cm (75ième centile) et un périmètre crânien de naissance (PCN) de 35 cm (50ième centile).  

L’épilepsie a commencé au troisième jour de vie par des crises cloniques suivies par des 

crises hypertoniques et myocloniques généralisées, initialement réfractaires aux traitements. 

Elles ont pu être transitoirement contrôlées à l’âge de 5 ans par une bi-médication (levetiracetam 

et clobazam) mais des crises myocloniques généralisées sont réapparues à l’âge de 11 ans. 

L’EEG intercritique, à 3 mois de vie, était normal et, à 1 an de vie, ne montrait pas de SB mais 

une électrogénèse ralentie et des pointes ondes.  

Depuis les premiers mois de vie, elle présente une hypotonie axiale et périphérique 

sévère. A 1 an, elle présentait une ataxie kinétique et statique, une importante hypotonie axiale 

et de fréquentes dyskinésies interférant avec l’attrapage des objets. Des troubles du 

comportement, avec des pleurs inconsolables, des troubles du sommeil et des troubles 

d’automutilation, ont débuté vers 18 mois. Elle présente un retard de développement global 

sévère depuis les premiers mois de vie (tenue de tête à 8 mois, tenue assise à 2 ans, 4 pattes à 8 

ans). Son développement moteur s’est détérioré au cours du temps, à partir de 11 ans et le 4 

pattes n’était plus acquis à 13 ans.  
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A l’âge de 15 ans, elle présentait principalement toujours un retard de développement 

sévère, des troubles du sommeil et des crises épileptiques. Elle ne parlait pas et ne tenait plus 

assise seule. Son PC était de 54 cm (20ième centile).  

A l’âge de 18 ans, les crises épileptiques sont fréquentes, environ 1 fois par semaine, 

malgré une quadrithérapie anti-épileptique. Elle a des difficultés pour attraper les objets et 

présente beaucoup de tremblements qui perturbent ses mouvements volontaires et s'intensifient 

avant les crises d’épilepsie.  

L’IRM cérébrale, à 6 mois de vie, montrait un élargissement des espaces péri-cérébraux, 

puis à 18 mois, une atrophie cortico-sous corticale prédominant dans les régions frontales. Une 

IRM de contrôle, à 14 ans, ne retrouvait plus d’anomalie (Figure 9). Les échographies 

cardiaques et rénales, ainsi que les potentiels évoqués visuels étaient normaux.  

Une CGH array (Agilent, Affymetrix snp 6.0) n’avait pas retrouvé d’anomalie (arr(1-

22,X)x2). Les analyses métaboliques étaient normales, incluant une numération formule 

sanguine (NFS), un dosage des enzymes hépatiques, de l’acide lactique sanguin et des acides 

gras à très longue chaîne, une analyse des pathologies congénitales de la glycosylation et une 

chromatographie des acides aminés organiques. 
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Figure 9 : IRM cérébrale de la première enfant, en coupe axiale. A : A l’âge de 18 mois, atrophie 

cortico-sous corticale, prédominant dans les régions frontales (image en T2). B : A l’âge de 14 

ans, absence d’atrophie corticale (image en T2 FLAIR).  

 

2. Deuxième enfant 

Le deuxième enfant est le frère de la première enfant, âgé de 13 ans. Il est né à terme, 

après une grossesse sans particularité, un PN de 4570 g (98ième centile), une TN de 52 cm (50ième 

centile) et un PCN de 37 cm (96ième centile). L’épilepsie a débuté à 1 mois de vie avec des crises 

épileptiques myocloniques généralisées et tonico-cloniques, également initialement réfractaires 

aux traitements. Elles ont été partiellement contrôlées à partir de 3 ans, mais les crises 

myocloniques généralisées sont réapparues à l’âge de 6 ans et ont nécessité un traitement par 

valproate, levetiracetam et phénobarbital à l’âge de 10 ans.  

L’EEG intercritique, à 1 mois, était normal, et à 1 an, montrait un ralentissement de 

l’électrogénèse sans SB.  

A. B. 



49 

 

Dès les premiers mois de vie, il présentait une hypotonie axiale et périphérique sévère 

et des mouvements dyskinétiques. Des troubles du comportement avec des troubles du sommeil 

ont commencé à l’âge de 3 ans. Il présentait un retard de développement global sévère. Il a tenu 

sa tête temporairement à 18 mois, mais a présenté une régression motrice après 6 ans. Il n’a 

jamais marché, ni parlé.  

L’examen physique à l’âge de 9 ans révélait une hypotonie axiale et périphérique sévère, 

des mouvements dystoniques et dyskinétiques, une scoliose et une cryptorchidie bilatérale. Son 

PC était de 52 cm (20ième centile).  

A l’âge de 13 ans, les crises épileptiques sont partiellement contrôlées par une 

trithérapie. Il est alimenté par une gastrostomie.  

L’IRM cérébrale montrait un élargissement des espaces péri-cérébraux, à 3 mois, et une 

atrophie cérébrale, à 18 mois. L’échographie cardiaque et rénale, ainsi que les PEV étaient 

normaux.  

La CGH array (Agilent, Affymetrix snp 6.0) n’a pas détecté d’anomalie (arr(1-22)x2, 

(X,Y)x1). Les analyses métaboliques étaient normales, incluant une NFS, le dosage des 

enzymes hépatiques, de l’acide lactique sanguin et des acides gras à très longue chaîne, ainsi 

qu’une analyse des pathologies congénitales de la glycosylation et une chromatographie des 

acides aminés organiques. 

 

3. Troisième enfant 

La troisième enfant est la cousine au premier degré des deux premiers enfants, leurs 

mères sont sœurs et leurs pères sont des cousins éloignés (Figure 10). C’est une petite fille de 
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8 ans, d’origine caucasienne, unique enfant d’un couple non apparenté et en bonne santé. Elle 

est née à terme, après une grossesse sans particularité, avec un PN de 3770 g (50ième centile), 

une TN de 51 cm (50ième centile) et un PCN de 35 cm (50ième centile).  

Les crises épileptiques ont commencé à 6 semaines de vie avec des crises myocloniques 

généralisées, cloniques et des épisodes cyanotiques de causes indéterminées. L’épilepsie a été 

contrôlée temporairement par clobazam et valproate vers l’âge de 2 ans, mais des épisodes de 

perte de contact avec manifestations motrices variables, souvent focales sont réapparus à l’âge 

de 5 ans.  

L’EEG intercritique, à 4 ans, montrait un tracé pauvre et désorganisé avec plusieurs 

pointes ondes, et à l’âge de 7 ans, une électrogénèse ample, ralentie et désorganisée, surchargée 

de nombreuses anomalies intercritiques multifocales quasi continues.  

Elle présentait une hypotonie globale sévère, un retard de développement et des troubles 

du sommeil apparus vers 18 mois, nécessitant un traitement par mélatonine, et qui se sont 

aggravés à l’âge de 5 ans.  

A l’examen physique à l’âge de 5 ans, elle commençait à tenir sa tête, ne marchait pas 

à 4 pattes et ne disait pas de mots. Son poids était de 19 kg (85ième centile), sa taille de 110 cm 

(85ième centile) et son PC de 49 cm (18ième centile).  

A l’âge de 8 ans, elle présente des crises convulsives persistantes malgré un traitement 

comprenant du lévétiracétam, du clobazam et du cannabidiol. Elle pèse 24 kg (50ième centile), 

mesure 124 cm (50ième centile) et son PC est de 50 cm (5ième centile). Son développement 

psychomoteur reste inchangé et elle présente toujours des troubles du comportement et du 

sommeil importants.  

L’IRM cérébrale, à l’âge de 1 an, était normale.  
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Le séquençage des gènes STXBP1 et KCNQ2, ainsi que la CGH array (Agilent, 

Affymetrix snp 6.0) étaient normaux (arr(1-22,X)x2). 

 

 

Figure 10 : Arbre généalogique de la famille étudiée. Les flèches noires désignent les individus 

analysés par séquençage de l’exome.  

 

B. Résultat des analyses génétiques 

Nous avons identifié, par séquençage d’exome, et confirmé par séquençage Sanger, 

deux variants dans le gène SLC25A22, portés par les trois enfants : le variant NM_024698.4 

:c.813_814delTG; p.(Ala272Glnfs*144) et le variant NM_024698.4 :c.818G>A ; 

p.(Arg273Lys) (Figure 11).  
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L’analyse de ségrégation familiale montre que le variant p.(Ala272Glnfs*144) est hérité 

de leurs mères et que le variant p.(Arg273Lys) est hérité de leurs pères.  

Le variant c.813_814delTG est absent des bases de données publiques de population 

(dbSNP, ExAC, GnomAD) (critère PM2 de l’ACMG ; Annexe 3). L’alanine en position 272 

est modérément conservée entre les espèces (Figure 12) et les logiciels de prédictions in silico 

(SIFT et PolyPhen 2) prédisent ce variant comme délétère (critère PP3 de l’ACMG).  

La fréquence dans la base de donnée GnomAD du variant c.818G>A est de 4.12e-6 

(rs1195505218). L’arginine en position 273 est modérément conservée entre les espèces 

(Figure 13) et les logiciels de prédictions in silico prédisent ce variant comme toléré (critère 

BP4 de l’ACMG).  

Ces deux variants sont classés “pathogènes” selon les critères de classification de 

l’ACMG (Table 1). Les informations concernant les deux variants ont été soumises dans la base 

de données ClinVar (numéro d’accession SCV000882718 et SCV000898499, respectivement). 
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Figure 11 : Capture d’écran du logiciel IVG permettant la visualisation des deux variants 

présents sur les différents allèles des personnes étudiées. Les deux enfants sont porteurs à l’état 

hétérozygote composite des deux variants dans le gène SLC25A22. Le père du troisième enfant 

est porteur à l’état hétérozygote simple du variant p.(Arg273Lys) et la mère du deuxième enfant 

est porteuse à l’état hétérozygote simple du variant p.(Ala272Glnfs*144). (Source : Integrative 

Genomic Viewer). 
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Variant Exon 
Fréquence dans 

la population Type de 

variant 
Conservation de l’a.a. 

NC_0000119 NM_024698.4 SLC25A22 NG_023407.1 GnomAD 

g.792146_792147delCA c.813_814delTG p.(Ala272Glnfs*144) 9 0 Framshift Modérément conservé 

g.792142C>T c.818G>A p.(Arg273Lys) 9 4.124e-6 Faux-sens Modérément conservé 
 

Type de l’a.a. concerné 

Etudes 

fonctionnelles 
Publication 

Prédictions in silico 

(SIFT/PolyPhen) 
Critères de l’ACGM Numéro rs 

WD Mutant 

Hydrophobe, 

aliphatique 

Polaire non 

chargé 
Oui  Non  Délétère  

PVS1, PS3, PM2, PM3, 

PP1, PP3, PP5 
SCV000882718 

Chargé positivement 
Chargé 

positivement 
Oui  Non  Toléré  

PVS1, PS3, PM3, PP1, 

PP5, BP4 
rs1195505218 

 

Table 1 : Récapitulatif des données concernant les deux variants retrouvés dans la famille 

étudiée. 

 

 

Figure 12 : Visualisation de la conservation à travers les espèces, de l’Alanine en position 272 

de la protéine SLC25A22. (Source : genome.ucsc.edu). 
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Figure 13 : Visualisation de la conservation à travers les espèces, de l’Arginine en position 273 

de la protéine SLC25A22. (Source : genome.ucsc.edu). 

 

C. Résultats des analyses fonctionnelles 

Nous avons analysé la consommation du glutamate sur des cultures de fibroblastes du 

troisième enfant, via la mesure de la consommation d’O2, représentant la respiration cellulaire 

(Figure 14). Les études ont montré une respiration cellulaire normale par les cellules en culture, 

comparé à des cellules de contrôle, (représenté par la première partie de la courbe) indiquant 

que le glutamate ne représente pas le substrat majoritaire de la respiration cellulaire. Cependant, 

après perméabilisation des membranes cellulaires par la digitonine, en présence d’amino-

oxyacétate, un inhibiteur spécifique de la glutamate/aspartate transférase, et ajout de glutamate 

dans le milieu de culture, les cellules du patient ne parviennent pas à oxyder normalement le 

glutamate, en comparaison avec des cellules contrôles, (représenté par la troisième partie de la 

courbe). En effet, l’addition de glutamate dans le milieu de culture permet une augmentation de 

41% de la consommation d’O2 par les cellules contrôles, alors que nous avons une diminution 

de 12% de la consommation par les cellules du patient. La quatrième partie de la courbe montre 

que l’oxydation d’un autre substrat (le succinate) est normale dans les cellules du patient. Ces 

résultats mettent en évidence un défaut net du métabolisme mitochondrial du glutamate, ce qui 
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est concordant avec l’implication des variants du gène SLC25A22 dans la pathologie de ces 

enfants. 

 

Figure 14 : Etude de l’oxydation du glutamate pour la respiration cellulaire à travers la 

consommation d’O2, réalisée sur des cellules épithéliales du troisième enfant. La digitonine 

permet la perméabilisation des membranes cellulaires en culture. AOA = amino-oxyacétate. 

L’AOA bloque le transporteur glutamate/aspartate, et permet ainsi d’étudier spécifiquement le 

transporteur glutamate/H+. Les lignes rouges représentent la vitesse de consommation de l’O2 

avant l’ajout de glutamate dans le milieu de culture. 

 

D. Résultats des analyses de corrélation génotype-phénotype 

1. La série 

Nous avons regroupé les 18 individus et les variants du gène SLC25A22 dont ils sont 

porteurs en trois groupes selon la sévérité du phénotype. La table 2 regroupe les caractéristiques 

cliniques définissant ces 3 groupes. 9 individus présentent un phénotype modéré d’EEIP de type 
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3, 2 individus présentent un phénotype d’EIMFS, et 7 individus présentent un phénotype sévère 

d’EEIP de type 3. La table 3 regroupe les caractéristiques cliniques de ces enfants. 

Symptômes 

communs 

Phénotype sévère 

n=7 

EIMFS n=2 Phénotype modéré n=9 

Epilepsie à début 

précoce 

SB EPM Pas de SB 

Crises 

myocloniques/EPM 

Epilepsie réfractaire Epilepsie réfractaire Epilepsie temporairement 

traitable 

Hypotonie sévère Pas d’acquisition 

psychomotrice 

Pas d’acquisition 

psychomotrice 

Quelques acquisitions 

temporaires 

DI sévère Microcéphalie Non renseigné Pas de microcéphalie 

 PEV/ERG anormaux PEV/ERG normaux PEV/ERG normaux 

 Décédé ou dans un 

état végétatif 

Décédé En vie avec possibilité 

d’intéraction 

 c.617C>T; 

p.(Pro206Leu) 

c.706G>T; 

p.(Gly236Trp) 

c.328G>C; 

p.(Gly110Arg) 

 

c.818G>A; p.(Arg273Lys) 

c.813_814delTG; 

p.(Ala272Glnfs*144) 

c.166A>C; p.(Thr56Pro) 

c.886G>A; p.(Ala296Thr) 

c.235G>A; p.(Glu79Lys) 

c.746T>A; p.(Val249Glu) 

(NG_023407.1) Exon 8 Exon 6 Exons 4, 5, 9 and 10 

 Individus 1 à 7 Individus 8 et 9 Individus 10 à 18 

 

 

 

Table 2 : Description phénotypique des 3 groupes d’individus présentant des anomalies dans le 

gène SLC25A22. Certains signes cliniques sont communs. D’autres signes permettent de définir 

les 3 groupes de sévérité croissante. SB = suppression burst ; EPM = épilepsie partielle migrante 

; PM = partielle migrante ; DI = déficience intellectuelle ; PEV = potentiels évoqués visuels ; 

ERG = électrorétinogramme.  

 

EEIP de forme sévère 
EIMFS 

EEIP de forme modérée 
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Groupe Sévère Sévère Sévère Sévère Sévère Sévère Sévère EIMFS EIMFS 

Patient P. 1 P.2 P.3 P.4 P.5 P.6 P.7 P.8 P.9 

Sexe M F M F M F M M F 

Origine ethnique Arabe Arabe Arabe Arabe Arabe Arabe Arabe Arabe Arabe 

Consanguinité parentale Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui 

Age de début des crises Naissance Naissance Naissance Naissance 5 jours Premier mois 2 semaines 1 semaine 2 semaines 

Evaluation neurologique Hypotonie Hypotonie Hypotonie Hypotonie, spasticité 

Hypotonie, pas d’acquisition 

psychomotrice, faible 

succion, reflexes archaïques 

incomplets 

Hypotonie spasticité, pas 

d’acquisition 

psychomotrice 

Hypotonie 

périphérique, pas 

d’acquisition 

psychomotrice 

Hypotonie, RD Hypotonie, RD 

Microcéphalie Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui NC NC 

Type de crises Myocloniques Myocloniques Myocloniques Myocloniques 
Focal, secondairement 

généralisée 
Myocloniques, focal Focal 

Crises partielles 

migrantes 

Crises partielles 

migrantes 

Réponse aux traitements NC NC NC NC Non NC NC Partiellement Non 

EEG SB NC NC SB SB, hypsarythmie SB SB 

Pattern delta brush, 

pointes focales 

positive et de haut 

voltage 

Pointes focales 

indépendantes de 

distribution 

multifocale 

PEV Anormaux Anormaux NC Anormaux Anormaux Normaux Normaux Normaux Anormaux 

ERG NC Normal NC Anormaux 

Abolition des  réponses 

maculaires et périphériques, 

altération progressive 

NC NC Normal Normal 

Imagerie cérébrale Atrophie cérébrale Atrophie cérébrale NC 

Elargissement des 

espaces sous-

arachnoïdiens 

Hypoplasie cérébelleuse, CC 

anormal, anomalie de la 

gyration des régions 

temporo-parietales, 

anomalie de la  

myélinisation des pôles 

temporaux 

Petit CC et atrophie 

cérébrale 

Petit CC, 

élargissement des 

espaces sous-

arachnoïdiens, 

atrophie cérébrale 

Normale 

Retard de 

myélinisation et petit 

CC 

Evaluation métabolique NC NC NC Normale Normale Normale Normale Normale Normale 

Variants génétiques 
c.617C>T; 

p.(Pro206Leu) 

c.617C>T; 

p.(Pro206Leu) 

c.617C>T; 

p.(Pro206Leu) 

c.617C>T; 

p.(Pro206Leu) 
c.706G>T; p.(Gly236Trp) c.617C>T; p.(Pro206Leu) 

c.617C>T; 

p.(Pro206Leu) 

c.328G>C; 

p.(Gly110Arg) 

c.328G>C; 

p.(Gly110Arg) 

Décès ou état végétatif NC NC Décès à 8 ans NC Etat végétatif à 10 ans Etat végétatif à 6 ans 
Etat végétatif à 4 

ans 
Décès à 14 mois Décès à 4 ans 
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Groupe Modéré Modéré Modéré Modéré Modéré Modéré Modéré Modéré Modéré Total 

Patient P.10 P.11 P.12 P.13 P.14 P.15 P.16 P.17 P.18  

Sexe F M F M M M F F F 9F/9M 

Origine ethnique Caucasien Caucasien Caucasien Arabe Arabe Arabe Arabe Arabe Caucasien 
4 Caucasien/14 

Arabe 

Consanguinité 

parentale 
Non Non Non Oui Oui Oui Oui Oui Non 

14 issues de famille 

consanguine (78%) 

Age de début des crises 3 jours 1 mois 6 semaines 6 semaines 16 semaines 16 semaines premier mois 7 ans 6 semaines 
15/18 avant 2 mois 

(83%) 

Evaluation 

neurologique 

Hypotonie, RD 

sévère 

Hypotonie, RD 

sévère, mouvements 

dystonique et 

dyskinétiques 

Hypotonie, RD sévère 

RD sévère, 

hypotonie 

globale, 

mouvements 

dystoniques 

Hypotonie axiale, 

stagnation 

développemental, 

pas de tenue de tête 

Hypotonie axiale, 

stagnation 

développemental, 

pas de tenue de tête 

RD, hypotonie 

globale 

RD (10 mots), 

hypotonie, 

hypermétropie, 

astigmatisme 

RD, hypotonie, 

tenue de tête faible, 

pas de fixation 

visuelle 

18/18 Hypotonie 

(100%) ; 18/18 RD 

(100%) 

Microcéphalie Non Non Non NC NC NC NC Oui NC 8/11 (72%) 

Type de crises Myocloniques Myocloniques 
Myocloniques et  

cyanotiques 

Myocloniques 

et tonic-

cloniques 

Flexor spasm-like, 

tonic-cloniques 

Flexor spasm-like, 

tonic-cloniques 

Crises fébriles et 

toniques 

Absence, crises 

fébriles 

Crises focales, 

asymétriques et 

cloniques 

9/17 avec des crises 

myocloniques (53%) 

Réponse aux 

traitements 
Oui Oui Oui Oui NC NC Non - Non  

EEG 

Pas de SB, 

électrogénèse ralentie 

et pointes ondes. 

Pas de SB, 

électrogénèse ralentie. 

Pas de SB, background 

pauvre et désorganisé, 

pointes ondes. 

NC 

Anomalies 

multifocales, pas de 

SB 

Anomalies 

multifocales, pas de 

SB 

Activité de pointes 

lentes irrégulières, 

diffuses et 

symétriques, pas de 

SB 

Normal 
Pas de SB, pattern 

semi-discontinu 
5/14 avec SB (36%) 

PEV Normaux Normaux NC NC NC NC NC Normaux NC 5/11 (45%) 

ERG Normal Normal NC NC NC NC NC Normal NC 2/8 (25%) 

Imagerie cérébrale Normale 

Elargissement des 

espaces sous-

arachnoïdiens 

Normale 

Hypoplasie 

frontotemporale

, retard de 

myélinisation 

globale, petit 

splenium 

NC NC 

Retard de 

myélinisation des 

hémisphères 

temporaux, petit 

splenium 

Retard de 

myélinisation des 

hémisphères 

temporaux, petit 

splenium 

Normale 

11/15 avec une 

imagerie cérébrale 

anormale (73%) 

Evaluation 

métabolique 
Normale Normale NC 

Hyperprolinémi

e 
Hyperprolinémie Hyperprolinémie Hyperprolinémie Normale Hyperprolinémie 5/14 (36%) 

Variants génétiques 

c.818G>A; 

p.(Arg273Lys) 

c.813_814delTG; 

p.(Ala272Glnfs*144) 

c.818G>A; 

p.(Arg273Lys) 

c.813_814delTG; 

p.(Ala272Glnfs*144) 

c.818G>A; 

p.(Arg273Lys) 

c.813_814delTG; 

p.(Ala272Glnfs*144) 

c.166A>C; 

p.(Thr56Pro) 

c.166A>C; 

p.(Thr56Pro) 

c.166A>C; 

p.(Thr56Pro) 

c.886G>A; 

p.(Ala296Thr) 

c.886G>A; 

p.(Ala296Thr) 

c.235G>A; 

p.(Glu79Lys) 

c.746T>A; 

p.(Val249Glu) 

- 

Décès ou état végétatif Non Non Non NC NC NC Non Non Non 6/12 (50%) 
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Table 3 : Données cliniques des individus portant des variants dans le gène SLC25A22 et un 

phénotype d’EEIP, incluant les individus précédemment publiés (Molinari et al. 2005 [patients 

1 à 4] ; Molinari et al. 2009 [patient 5] ; Cohen et al. 2014 [patients 6 et 7] ; Poduri et al. 2013 

[patients 8 et 9] ; Reid et al. 2017 [patients 13 à 18]). Les individus 10 à 12 sont suivis à 

Montpellier. P : patient ; F : femme ; H : homme ; EEG : électroencéphalogramme ; PEV : 

Potentiels évoqués visuels ; ERG : électrorétinogramme ; NC : non connu ; SB : Suppression 

burst ; CC : corps calleux. RD : retard de développement.  

 

2. Les analyses de corrélation génotype-phénotype 

Dans le but d’identifier une corrélation génotype-phénotype, nous avons comparé les 

variants selon leur localisation au niveau du gène et des domaines protéiques (Figure 15). 

 

 

 

 

  

 

 

 

A. 

B. 
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Figure 15 : Visualisation de la localisation des variants au niveau du gène (A) et de la protéine  

SLC25A22 (B). Hmz : homozygote ; Htz : hétérozygote. 

 

Les variants c.166A>C ; p.(Thr56Pro), c.235G>A ; p.(Glu79Lys), c.746T>A ; 

p.(Val249Glu), c.813_814delTG ; p.(Ala272Glnfs*144), c.818G>A ; p.(Arg273Lys) et 

c.886G>A ; p.(Ala296Thr), impliqués dans les phénotypes plus modérés (individus 10 à 18 de 

la Table 2), sont localisés dans les exons 4, 5, 9 et 10 (NG_023407.1), et ne se situent pas dans 

le domaine hélice transmembranaire (Annexe 2, Figures 1 à 6), exceptés deux d’entre eux : 

p.(Glu79Lys) et p.(Ala296Thr). Cependant, chez la personne 18, le variant p.(Glu79Lys) est 

associé au variant p.(Val249Glu) (c.[5235G>A] ; [746T>A]), qui n’affecte pas un domaine 

transmembranaire. Le variant p.(Ala296Thr) est à l’état homozygote chez les individus 16 et 

17. Ces individus ont un phénotype atypique avec des crises d’épilepsie fébrile et de type 

absence. Ce variant est présent une fois à l’état hétérozygote dans les bases de données de 

population GnomAD et ExAC. Les prédictions de pathogénicité in-silico de SIFT et PolyPhen2 

sont concordantes pour décrire ce variant comme « pathogène » (Table 3), mais aucune étude 

fonctionnelle n’a été faite. Ce variant est situé dans la dernière hélice transmembranaire de la 

protéine (Figure 15). Nous avons supposé que les conséquences de ce variant sur la 

conformation 3D et sur la fonction du canal sont moins sévères que pour les variants impliquant 

les autres domaines. Ceci doit être confirmé par des études fonctionnelles. 

  

Les variants c.617C>T ; p.(Pro206Leu) et c.706G>T ; p.(Gly236Trp), impliqués dans 

les phénotypes plus sévères (individus 1 à 7 de la table 2), sont localisés dans l’exon 8 
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(NG_023407.1), et se situent dans un domaine hélice transmembranaire (Annexe 2, Figures 7 

et 8), essentiel pour la conformation 3D de la protéine. 

 

Le variant c.328G>C ; p.(Gly110Arg), identifié chez les individus avec un phénotype 

d’EIMFS (individus 8 et 9 de la table 2) est localisé dans l’exon 6 (NG_023407.1) et se situe 

également dans un domaine hélice transmembranaire (Annexe 2, Figure 9). Ceci peut altérer 

directement la fonction du canal et expliquer le phénotype plus sévère. 

 

La pathogénicité de chaque variant selon les critères de l’ACMG est résumée dans la 

table 4. La signification des abréviations des critères est indiquée en Annexe 3. 

Variant Exon 
Critères de 

l’ACMG 

Evaluation 

selon les 

critères 

Numéro rs 
NC_0000119 NM_024698.4 SLC25A22 NG_023407.1 

g.794494T>C c.166A>C p.(Thr56Pro) 4 
PM2,  PP1, PP3, 

PP5 

Probablement 

pathogène 
- 

g.793587C>T c.235G>A p.(Glu79Lys) 5 
PM1, PM2, PP3, 

PP5 

Probablement 

pathogène 
rs1215087087 

g.792954C>G c.328G>C p.(Gly110Arg) 6 
PS3, PM1, PM2, 

PP1, PP3 
Pathogène  rs587777243 

g.792429G>A c.617C>T p.(Pro206Leu) 8 
PS3, PM1, PM2, 

PP1, PP3, PP5 
Pathogène  rs121918334 

g.792340C>A c.706G>T p.(Gly236Trp) 8 
PS3, PM1, PM2, 

PP3, PP5 
Pathogène rs121918335 

g.792214A>T c.746T>A p.(Val249Glu 9 
PM2, PM3, PP3, 

PP5 

Probablement 

pathogène 
- 

g.792146_792147delCA c.813_814delTG p.(Ala272Glnfs*144) 9 

PVS1, PS3, PM2, 

PM3, PP1, PP3, 

PP5 

Pathogène  
SCV0008827

18 

g.792142C>T c.818G>A p.(Arg273Lys) 9 
PVS1, PS3, PM3, 

PP1, PP5, BP4 
Pathogène rs1195505218 

g.792001C>T c.886G>A p.(Ala296Thr) 10 
PM1, PM2, PP1, 

PP3, PP5 

Probablement 

pathogène 
rs773825846 

 

Table 4 : Classification de pathogénicité des variants selon les critères de l’ACMG. 
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IV. Discussion 

A. Remarques générales 

L’EEIP de type 3 est une pathologie génétique rare et sévère causée par l’association de 

deux variants, à l’état homozygote ou hétérozygote composite, affectant la fonction de la 

protéine SLC25A22. Celle-ci est exprimée dans plusieurs tissus à l’âge adulte, notamment dans 

le foie et le pancréas, mais durant la période embryonnaire, elle est exclusivement exprimée 

dans le cerveau. Il existe donc probablement une dysfonction neuronale présente dès la période 

anténatale, qui pourrait expliquer la microcéphalie et les anomalies cérébrales, ainsi que le 

début très précoce en postnatal des symptômes (dès les premiers jours/semaines de vie). 

L’atteinte exclusivement neurologique des personnes ayant une dysfonction de cette protéine 

pourrait être expliquée par le fait que le décès rapide des enfants n’a pas permis de noter une 

possible dysfonction d’autres organes, liée à l’anomalie de fonctionnement du canal SLC25A22 

(Molinari et al, 2005). Une autre hypothèse (qui pourrait être étayée par le suivi à l’âge adulte 

des enfants ayant survécus) serait que dans les autres organes, le dysfonctionnement de la 

protéine SLC25A22 serait compensé par la présence d’autres transporteurs du glutamate 

(SLC25A12 et SLC25A13).  

  Les premiers enfants rapportés dans la littérature sont, soit décédés durant la première 

année de vie, soit ont survécu dans un état végétatif persistant. Cependant, récemment, Reid et 

al. ont décrit 6 nouveaux enfants, portant des variants dans le gène SLC25A22, et présentant un 

phénotype plus modéré (Reid et al, 2017). A l’heure actuelle, 6 variants différents affectant la 

fonction de la protéine et responsable d’EEIP de type 3, ont été décrits (Table 3). 

  SLC25A22 est également impliqué dans l’EIMSF, une encéphalopathie épileptique 

sévère débutant dans l’enfance et caractérisée par des crises partielles migrantes à l’EEG. Les 

deux enfants, décrits par Poduri et al., présentent un phénotype similaire à l’EEIP de type 3 : 
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épilepsie débutant entre la première et la seconde semaine de vie, hypotonie, retard 

développemental sévère et décès avant 4 ans (Poduri et al, 2013). L’IRM cérébrale du second 

enfant montrait une myélinisation retardée. La seule différence entre les deux phénotypes 

concerne le type de crises épileptiques, qui étaient partielles pour l’EIMSF. 

  Les enfants suivis à Montpellier présentent une EEIP de type 3 avec un phénotype plus 

modéré de la maladie, par rapport aux enfants initialement rapportés : absence de SB à l’EEG 

inter-critique, quelques acquisitions, pas de microcéphalie pré et post-natale, PEV normaux et 

toujours en vie à 18 ans pour la plus âgée. Les études fonctionnelles ont permis de confirmer 

l’implication du gène SLC25A22 dans cette famille. 

 

B. Plusieurs hypothèses existent concernant la physiopathologie 

Concernant la physiopathologie, nous pouvons avancer plusieurs hypothèses. En effet, 

la dysfonction neuronale pourrait résulter :  

- d’une anomalie de concentration cytoplasmique du glutamate 

- d’une altération secondaire du flux des électrons à travers la chaîne respiratoire 

- d’une altération de l’utilisation de l’oxygène dans un groupe de neurones, via 

la mitochondrie.  En effet, la mitochondrie est le site majeur de la synthèse de l’ammonium, 

spécialement à travers l’action de la glutamate déhydrogénase. Un défaut de synthèse de 

l’ammonium pourrait également jouer un rôle dans la dysfonction neuronale. 

  L’épilepsie peut aussi résulter de l’anomalie du turn-over du glutamate. Une 

neurotransmission efficiente requiert : 1) une faible concentration intra-synaptique du 

glutamate et 2) un déplacement rapide du neurotransmetteur d’une extrémité à l’autre de la 
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synapse. Ceci est assuré par la capture rapide du glutamate dans le cytosol des astrocytes, qui 

est ensuite converti en glutamine. 

  De plus, il existe deux autres transporteurs mitochondriaux du glutamate, qui échangent 

un glutamate contre un aspartate : les protéines SLC25A12 et SLC25A13 (Figure 16). Mais les 

cellules gliales adultes n’expriment pas de manière significative ces transporteurs 

glutamate/aspartate et le transport mitochondrial du glutamate dépend donc de la protéine 

SLC25A22 (Ramos et al, 2003). Un défaut de la protéine SLC25A22 entraîne donc un défaut 

de transport du glutamate au niveau des cellules gliales, non compensé par les transporteurs 

glutamate/aspartate. 

 

Figure 16 : Métabolisme de la mitochondrie et canaux mitochondriaux. GC : protéine 

SLC25A22 permettant le transport du glutamate associé à un H+. AGC : protéines SLC25A12 

ou SLC25A13 permettant le transport du glutamate en échange d’un aspartate. (Source : 

Palmieri et al, 2013). 
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Certaines personnes, ayant des variants pathogènes dans le gène SLC25A22, ont été 

décrites avec des altérations de l’ERG ou des PEV. Les photorécepteurs de la rétine ainsi que 

les neurones expriment, durant la période post-natale, les deux transporteurs mitochondriaux 

aspartate/glutamate (SLC25A12 et SLC25A13) mais pas les cellules gliales de la rétine, alors 

que le transporteur glutamate/H+ (SLC25A22) est exprimé dans les trois types cellulaires 

(photorécepteurs et cellules gliales de la rétine et neurones visuels) (Xu et al, 2007). Le déficit 

du transporteur SLC25A22 ne serait pas suffisamment compensé par l’activité des deux autres 

transporteurs pour permettre une activité des photorécepteurs normale, et ainsi pourrait 

expliquer une progressive détérioration de la fonction des photorécepteurs en réponse à un 

stimulus (Molinari et al, 2009). Les anomalies de l’ERG ou des PEV pourraient donc survenir 

au cours du temps et nécessiter une surveillance. Les rares données sur le sujet ne nous 

permettent pas de définir un protocole de surveillance consensuel, mais il semble nécessaire de 

ne pas se fier à l’interrogatoire pour rechercher des signes d’altération visuelle, du fait de la 

déficience intellectuelle sévère chez ces enfants.  

Dans notre série, 5 enfants (sur les 11 pour lesquels nous avons l’information) 

présentaient des PEV anormaux et 2 enfants (sur les 8 pour lesquels nous avons l’information) 

présentaient des anomalies à l’ERG, aucun de ces enfants n’étaient dans le groupe d’EEIP 

modérée. Cependant, l’ERG et les PEV ont été effectués très tôt, dans les premiers mois de vie. 

Il est donc possible que ces examens montreraient des anomalies, s’ils étaient réalisés plus tard, 

y compris dans le groupe des enfants ayant une EEIP modérée.  
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C. Impact des examens et résultats génétiques pour les enfants et leurs 

familles 

L’identification des variations génétiques impliquées dans la pathologie des enfants 

nous a permis de proposer une recherche ciblée des variations génétiques causales aux autres 

membres concernés de la famille et de proposer un séquençage complet du gène SLC25A22 

pour les conjoints. Aucun autre couple au sein de cette famille n’a été identifié à risque d’avoir 

un enfant atteint de cette pathologie. 

De plus, l’identification du diagnostic précis chez ces enfants nous a également permis 

de proposer un diagnostic prénatal (DPN) précoce ou un diagnostic pré-implantatoire (DPI) aux 

deux couples. Néanmoins, ceux-ci n’ont pas eu recours à ces techniques car n’ont pas souhaité 

avoir d’autres enfants.   

  

D. Importance et limite de l'identification d'une corrélation génotype-

phénotype 

  Grâce à l’analyse précise des phénotypes et des génotypes des personnes décrites dans 

la littérature, ainsi que de nos trois enfants, nous avons mis en évidence que les individus 

malades portant deux variants localisés dans un domaine hélice transmembranaire, ont un 

phénotype majoritairement plus sévère, alors que les individus malades portant au moins un 

variant non situé dans un de ces domaines, ont un phénotype plus modéré (Figure 15). Les 

domaines hélice transmembranaires sont les domaines constituant le canal de la protéine 

SLC25A22 et sont donc essentiels à la fonction principale de la protéine, à savoir transporter le 

glutamate dans la lumière de la mitochondrie (Palmieri et al, 2013). Nous pouvons donc 
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supposer qu’un changement d’acide aminé au sein d’un de ces domaines pourrait altérer la 

conformation du domaine et donc du canal, empêchant son bon fonctionnement.  

 Cependant, nous devons rester prudents concernant cette corrélation. En effet, peu de 

personnes ont été rapportés, constituant des groupes de faible effectif : 7 individus dans le 

groupe de l’EEIP sévère, dont 6 présentant le même variant à l’état homozygote; 2 individus 

dans le groupe de l’EIMSF, présentant le même variant à l’état homozygote; et 9 individus dans 

le groupe de l’EEIP modéré.  

De plus, seulement 9 variants ont été décrits comme pathogènes dans ce gène, et 4 dont 

l’implication formelle n’a pas été confirmée par des études fonctionnelles.  

Ces limites doivent nous rendre très prudents concernant la possible utilisation de ces 

données en consultation et l’analyse doit être poursuivie à l’avenir.  

  

 

 

 

 

 

 



69 

 

V. Conclusion 

En conclusion, nous avons défini 3 groupes au sein des pathologies liées au gène 

SLC25A22 : le groupe des EEIP de type 3 avec un phénotype sévère, le groupe des EIMFS avec 

un phénotype sévère, et le groupe des EEIP de type 3 avec un phénotype modéré, et suggéré 

une association entre la localisation des variants au sein de la protéine et la variabilité de sévérité 

du phénotype. Des études supplémentaires chez des individus ayant une EEIP de type 3 et une 

EIMFS sont nécessaires pour délimiter davantage la gamme phénotypique complète associée 

aux variants du gène SLC25A22 et mieux définir les corrélations génotype/phénotype des 

personnes atteintes.  

Enfin, et pour finir sur une note d’espoir, malgré le très faible nombre d’enfants atteints, 

peut être qu’un traitement, soit par épuration du glutamate, soit par thérapie génique, pourrait 

être envisagé, afin d’éviter la dégradation neurologique liée à l’épilepsie et à la toxicité du 

glutamate.  

 

 

Ce travail a été publié dans l’European Journal of Human Genetics, en 2019 (Lemattre 

C, Imbert-Bouteille M, Gatinois V, et al. Report on three additional patients and genotype-

phenotype correlation in SLC25A22-related disorders group. Eur J Hum Genet. 2019; 

27(11):1692-1700. PMID : 31285529). 
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VII. Annexes 

A. Annexe 1 : Liste des sous-types d’EEIP classés en fonction du gène 

impliqué. 

EEIP Gène Position Mode de transmission 

EEIP de type 1 Gène ARX Xp21.3 XLR 

EEIP de type 2 Gène CDKL5 Xp22.13 XLD 

EEIP de type 3 Gène SLC25A22 11p15.5 AR 

EEIP de type 4 Gène STXBP1 9q34.11 AD 

EEIP de type 5 Gène SPTAN1 9q34.11 AD 

EEIP de type 6 ou syndrome de Dravet Gène SCN1A 2q24.3 AD 

EEIP de type 7 Gène KCNQ2 20q13.33 AD 

EEIP de type 8 Gène ARHGEF9 Xq11.1 XLR 

EEIP de type 9 Gène PCDH19 Xq22.1 XL 

EEIP de type 10 Gène PNKP 19q13.33 AR 

EEIP de type 11 Gène SCN2A 2q24.3 AD 

EEIP de type 12 Gène PLCB1 20p12.3 AR 

EEIP de type 13 Gène SCN8A 12q13.13 AD 

EEIP de type 14 Gène KCNT1 9q34.3 AD 

EEIP de type 15 Gène ST3GAL3 1p34.1 AR 

EEIP de type 16 Gène TBC1D24 16p13.3 AR 

EEIP de type 17 Gène GNAO1 16q13 AD 

EEIP de type 18 Gène SZT2 1p34.2 AR 

EEIP de type 19 Gène GABRA1 5q34 AD 

EEIP de type 20 Gène PIGA Xp22.2 XLR 

EEIP de type 21 Gène NECAP1 12p13.31 AR 

EEIP de type 22 Gène SLC35A2 Xp11.23 XLD 

EEIP de type 23 Gène DOCK7 1p31.3 AR 

EEIP de type 24 Gène HCN1 5p12 AD 

EEIP de type 25 Gène SLC13A5 17p13.1 AR 

EEIP de type 26 Gène KCNB1 20q13.13 AD 

EEIP de type 27 Gène GRIN2B 12p13.1 AD 
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EEIP de type 28 Gène WWOX 16q23.1 AR 

EEIP de type 29 Gène AARS 16q22.1 AR 

EEIP de type 30 Gène SIK1 21q22.3 AD 

EEIP de type 31 Gène DNM1 9q34.11 AD 

EEIP de type 32 Gène KCNA2 1p13.3 AD 

EEIP de type 33 Gène EEF1A2 20q13.33 AD 

EEIP de type 34 Gène SLC12A5 20q13.12 AR 

EEIP de type 35 Gène ITPA 20p13 AR 

EEIP de type 36 Gène ALG13 Xq23 XL 

EEIP de type 37 Gène FRRS1L 9q31.3 AR 

EEIP de type 38 Gène ARV1 1q42.2 AR 

EEIP de type 39 Gène SLC25A12 2q31.1 AR 

EEIP de type 40 Gène GUF1 4p12 AR 

EEIP de type 41 Gène SLC1A2 11p13 AD 

EEIP de type 42 Gène CACNA1A 19p13.13 AD 

EEIP de type 43 Gène GABRB3 15q12 AD 

EEIP de type 44 Gène UBA5 3q22.1 AR 

EEIP de type 45 Gène GABRB1 4p12 AD 

EEIP de type 46 Gène GRIN2D 19q13.33 AD 

EEIP de type 47 Gène FGF12 3q28 AD 

EEIP de type 48 Gène AP3B2 15q25.2 AR 

EEIP de type 49 Gène DENND5A 11p15.4 AR 

EEIP de type 50 Gène CAD 2p23.3 AR 

EEIP de type 51 Gène MDH2 7q11.23 AR 

EEIP de type 52 Gène SCN1B 19q13.11 AR 

EEIP de type 53 Gène SYNJ1 21q22.11 AR 

EEIP de type 54 Gène HNRNPU 1q44 AD 

EEIP de type 55 Gène PIGP 21q22.13 AR 

EEIP de type 56 Gène YWHAG 7q11.23 AD 

EEIP de type 57 Gène KCNT2 1q31.3 AD 

EEIP de type 58 Gène NTRK2 9q21.33 AD 

EEIP de type 59 Gène GABBR2 9q22.33 AD 

EEIP de type 60 Gène CNPY3 6p21.1 AR 

EEIP de type 61 Gène ADAM22 7q21.12 AR 
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EEIP de type 62 Gène SCN3A 2q24.3 AD 

EEIP de type 63 Gène CPLX1 4p16.3 AR 

EEIP de type 64 Gène RHOBTB2 8p21.3 AD 

EEIP de type 65 Gène CYFIP2 5q33.3 AD 

EEIP de type 66 Gène PACS2 14q32.33 AD 

EEIP de type 67 Gène CUX2 12q24.11-q24.12 AD 

EEIP de type 68 Gène TRAK1 3p22.1 AR 

EEIP de type 69 Gène CACNA1E 1q25.3 AD 

EEIP de type 70 Gène PHACTR1 6p24.1 AD 

EEIP de type 71 Gène GLS 2q32.2 AR 

EEIP de type 72 Gène NEUROD2 17q12 AD 

EEIP de type 73 Gène RNF13 3q25.1 AD 

EEIP de type 74 Gène GABRG2 5q34 AD 

EEIP de type 75 Gène PARS2 1p32.3 AR 

EEIP de type 76 Gène ACTL6B 7q22.1 AR 

EEIP de type 77 Gène PIGQ 16p13.3 AR 

EEIP de type 78 Gène GABRA2 4p12 AD 

EEIP de type 79 Gène GABRA5 15q12 AD 

EEIP de type 80 Gène PIGB 15q21.3 AR 

EEIP de type 81 Gène DMXL2 15q21.2 AR 

EEIP de type 82 Gène GOT2 16q21 AR 

EEIP de type 83 Gène UGP2 2p15 AR 

EEIP de type 84 Gène UGDH 4p14 AR 

EEIP de type 85 Gène SMC1A Xp11.22 XLD 

EEIP de type 86 Gène DALRD3 3p21.31 AR 

EEIP de type 87 Gène CDK19 6q21 AD 

EEIP de type 88 Gène MDH1 2p15 AR 

EEIP de type 89 Gène GAD1 2q31.1 AR 

 

https://www.omim.org/geneMap/14/552?start=-3&limit=10&highlight=552
https://www.omim.org/geneMap/12/747?start=-3&limit=10&highlight=747
https://www.omim.org/geneMap/3/182?start=-3&limit=10&highlight=182
https://www.omim.org/geneMap/1/1364?start=-3&limit=10&highlight=1364
https://www.omim.org/geneMap/6/64?start=-3&limit=10&highlight=64
https://www.omim.org/geneMap/2/793?start=-3&limit=10&highlight=793
https://www.omim.org/geneMap/17/460?start=-3&limit=10&highlight=460
https://www.omim.org/geneMap/3/721?start=-3&limit=10&highlight=721
https://www.omim.org/geneMap/5/681?start=-3&limit=10&highlight=681
https://www.omim.org/geneMap/1/581?start=-3&limit=10&highlight=581
https://www.omim.org/geneMap/7/476?start=-3&limit=10&highlight=476
https://www.omim.org/geneMap/16/29?start=-3&limit=10&highlight=29
https://www.omim.org/geneMap/4/175?start=-3&limit=10&highlight=175
https://www.omim.org/geneMap/15/36?start=-3&limit=10&highlight=36
https://www.omim.org/geneMap/15/212?start=-3&limit=10&highlight=212
https://www.omim.org/geneMap/15/196?start=-3&limit=10&highlight=196
https://www.omim.org/geneMap/16/475?start=-3&limit=10&highlight=475
https://www.omim.org/geneMap/2/272?start=-3&limit=10&highlight=272
https://www.omim.org/geneMap/4/153?start=-3&limit=10&highlight=153
https://www.omim.org/geneMap/X/316?start=-3&limit=10&highlight=316
https://www.omim.org/geneMap/3/272?start=-3&limit=10&highlight=272
https://www.omim.org/geneMap/6/744?start=-3&limit=10&highlight=744
https://www.omim.org/geneMap/2/271?start=-3&limit=10&highlight=271
https://www.omim.org/geneMap/2/706?start=-3&limit=10&highlight=706
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B. Annexe 2 : Visualisation 3D de la position des variants étudiés au 

sein de la protéine SLC25A22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Visualisation 3D de la position 

du variant p.(Thr56Pro) au sein de la 

protéine SLC25A22. (Source :  

https://swissmodel.expasy.org/repository

/uniprot/Q9H936). 

Figure 2 : Visualisation 3D de la position 

du variant p.(Glu79Lys) au sein de la 

protéine SLC25A22. (Source :  

https://swissmodel.expasy.org/repository

/uniprot/Q9H936). 

Figure 3 : Visualisation 3D de la position 

du variant p.(Val249Glu) au sein de la 

protéine SLC25A22. (Source : 

https://swissmodel.expasy.org/repository

/uniprot/Q9H936). 

Figure 4 : Visualisation 3D de la position 

du variant p.(Ala272Glnfs*144) au sein de 

la protéine SLC25A22. (Source : 

https://swissmodel.expasy.org/repository/

uniprot/Q9H936). 
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Figure 6 : Visualisation 3D de la position 

du variant p.(Ala296Thr) au sein de la 

protéine SLC25A22. (Source : 

https://swissmodel.expasy.org/repositor

y/uniprot/Q9H936). 

 

Figure 5 : Visualisation 3D de la position 

du variant p.(Arg273Lys) au sein de la 

protéine SLC25A22. (Source : 

https://swissmodel.expasy.org/repository

/uniprot/Q9H936). 

Figure 8 : Visualisation 3D de la position 

du variant p.(Gly236Trp) au sein de la 

protéine SLC25A22. (Source : 

https://swissmodel.expasy.org/repository/

uniprot/Q9H936).  

 

Figure 7 : Visualisation 3D de la position 

du variant p.(Pro206Leu) au sein de la 

protéine SLC25A22. (Source :  

https://swissmodel.expasy.org/repositor

y/uniprot/Q9H936). 
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Figure 9 : Visualisation 3D de la position 

du variant p.(Gly110Arg) au sein de la 

protéine SLC25A22. (Source : 

https://swissmodel.expasy.org/repository

/uniprot/Q9H936). 
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C. Annexe 3 : Critères permettant le classement de variation génomique 

selon l’ACMG. 

PVS1 : Variant nul (nonsens, frameshift, site 

d’épissage canonique ± 1 ou 2, codon 

d’initiation, délétion d’un ou de plusieurs 

exons) dans un gène intolérant à la perte de 

fonction.  

PS1 : Même changement d'acide aminé qu'un 

variant pathogène précédemment établi quel 

que soit le changement de nucléotide. 

PS3 : Études fonctionnelles bien établies in 

vitro ou in vivo soutenant un effet néfaste sur le 

gène ou le produit génique. 

PS4 : La prévalence du variant chez les 

personnes touchées est significativement 

augmentée par rapport à la prévalence chez les 

témoins. 

PM1 : Situé dans un hotspot de mutation et / ou 

dans un domaine fonctionnel critique et bien 

établi (par exemple, site actif d'une enzyme) 

sans variation bénigne. 

PM2 : Absent des bases de données de 

contrôles (ou à une fréquence extrêmement 

basse si récessif) dans Exome Sequencing 

Project, 1000 Genomes Project ou Exome 

Aggregation Consortium. 

PM3 : Pour les maladies récessives, détecté en 

trans d’un variant pathogène. 

PM4 : Modifications de la longueur de la 

protéine à la suite de suppressions / insertions 

en phase, dans une région sans répétition ou de 

variants dans le codon stop. 

PM5 : Nouveau variant faux-sens au niveau 

d'un acide aminé où un autre faux-sens 

déterminé comme pathogène a déjà été observé. 

PM6 : Présumé de novo, mais sans 

confirmation paternelle et maternelle. 

PP1 : Coségrégation avec la pathologie chez 

plusieurs membres de la famille atteints dans un 

gène définitivement connu pour causer la 

maladie. 

PP2 : Variant faux-sens dans un gène qui a un 

faible taux de variation faux-sens bénin et dans 

lequel les variantes faux-sens sont un 

mécanisme commun de la maladie. 

PP3 : Plusieurs preuves in-silico soutenant un 

effet délétère sur le gène ou le produit du gène 

(conservation, évolution, impact d'épissage, 

etc.) 

PP4 : Le phénotype ou les antécédents 

familiaux du patient sont très spécifiques d’une 

maladie ayant une seule étiologie génétique. 

PP5 : Une source réputée a récemment signalé 

un variant comme pathogène, mais les preuves 

ne sont pas disponibles au laboratoire pour 

effectuer une évaluation indépendante. 

BA1 : La fréquence de l’allèle est> 5% dans 

Exome Sequencing Project, 1000 Genomes 

Project ou Exome Aggregation Consortium. 

BS1 : La fréquence de l’allèle est plus élevée 

qu’attendu dans la pathologie. 

BS2 : Observé chez un adulte en bonne santé 

pour une pathologie récessive (homozygote), 

dominante (hétérozygote) ou liée à l'X 

(hémizygote), avec une pleine pénétrance 

attendue à un âge précoce. 

BS3 : Des études fonctionnelles bien établies in 

vitro ou in vivo ne montrent aucun effet néfaste 

sur la fonction protéique ou l'épissage. 

BS4 : Absence de ségrégation chez les membres 

affectés par la maladie d'une famille. 
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BP1 : Variant faux-sens dans un gène pour 

lequel des variants principalement tronqués 

sont connus pour provoquer la maladie. 

BP2 : Observé en trans d’un variant pathogène 

pour un gène / phatologie dominant entièrement 

pénétrant ou observé en cis d’un variant 

pathogène dans n'importe quel modèle de 

transmission. 

BP3 : Délétions/insertions en phase dans une 

région répétée sans fonction connue. 

BP4 : Plusieurs preuves in-silico ne suggèrent 

aucun impact sur le gène ou le produit du gène 

(conservation, évolution, impact d'épissage, 

etc.). 

BP5 : Variant trouvé chez une personne ayant 

une base moléculaire alternative pour la 

maladie. 

BP6 : Une source réputée a récemment signalé 

le variant comme bénin, mais les preuves ne 

sont pas disponibles au laboratoire pour 

effectuer une évaluation indépendante. 

BP7 : Variant synonyme (silencieux) pour 

lequel les algorithmes de prédiction d'épissage 

ne prédisent aucun impact sur la séquence 

consensus d'épissage ni la création d'un 

nouveau site d'épissage ET le nucléotide n'est 

pas hautement conservé.
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D. Annexe 4 : Article publié dans l’European Journal of Human 

Genetics 
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Serment 

➢ En présence des Maîtres de cette école, de mes chers 

condisciples et devant l’effigie d’Hippocrate, je promets et je 

jure, au nom de l’Etre suprême, d’être fidèle aux lois de 

l’honneur et de la probité dans l’exercice de la médecine. 

 

➢ Je donnerai mes soins gratuits à l’indigent et n’exigerai 

jamais un salaire au-dessus de mon travail. 

 

 

➢ Admise dans l’intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas 

ce qui s’y passe, ma langue taira les secrets qui me seront 

confiés, et mon état ne servira pas à corrompre les mœurs, ni 

à favoriser le crime. 

 

➢ Respectueuse et reconnaissante envers mes Maîtres, je rendrai 

à leurs enfants l’instruction que j’ai reçue de leurs pères. 

 

 

➢ Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidèle à mes 

promesses. Que je sois couverte d’opprobre et méprisée de mes 

confrères si j’y manque. 
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Résumé 

L'encéphalopathie épileptique infantile précoce (EEIP) est un groupe hétérogène 

d’encéphalopathies épileptiques de formes sévères et apparaissant au cours des premières 

semaines ou des premiers mois de vie. L'électroencéphalogramme (EEG) inter-critique montre 

un motif de « suppression burst » (SB). Le pronostic est généralement péjoratif et la plupart des 

enfants décèdent dans les deux premières années ou survivent avec une déficience intellectuelle 

très sévère. L’EEIP de type 3 est causé par des variants, à l’état homozygote ou hétérozygote 

composite, affectant la fonction du gène SLC25A22, qui est également responsable de 

l'épilepsie infantile avec crises épileptiques focales migrantes (EIMFS). Nous rapportons une 

famille avec un phénotype d’EEIP de type 3. Nous avons effectué un séquençage de l'exome et 

identifié deux variants non rapportés dans le gène SLC25A22 à l’état hétérozygote composite : 

NM_024698.4: c. [813_814delTG]; [818 G> A] (p. [Ala272Glnfs * 144]; [Arg273Lys]). Des 

études fonctionnelles sur des fibroblastes cutanés d’un des enfants, ont montré que l'oxydation 

du glutamate était fortement défectueuse. Nous avons regroupé les 18 individus publiés (y 

compris ceux de cette famille) en trois groupes selon la gravité des symptômes liés au gène 

SLC25A22. Pour tenter d'identifier une corrélation génotype-phénotype, nous avons comparé 

les variants en fonction de leur localisation dans les domaines de la protéine. Nous avons 

observé que les individus avec deux variants situés dans les domaines transmembranaires 

hélicoïdaux présentaient un phénotype sévère, alors que les individus avec au moins un variant 

en dehors des domaines transmembranaires hélicoïdaux présentaient un phénotype plus 

modéré. Ces données suggèrent un continuum entre les pathologies liées au gène SLC25A22. 

Cela pourrait être un premier indice pour permettre aux généticiens d’établir un pronostic basé 

sur des données moléculaires génétiques concernant le gène SLC25A22. 

 

Mots clés 

Encéphalopathie épileptique infantile précoce, Epilepsie infantile avec crises épileptiques 

focales migrantes, maladie génétique, SLC25A22, transporteur glutamate/H+, anomalie 

mitochondriale. 


