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Uit de laboratoriumpraktijk

Genotypische bevestiging van syndroom van Gilbert:
een geruststelling van de patiént

LLM.LW. KEULARTS, B.B. van der MEIJDEN en J.P.M. WIELDERS

Gilbert-syndroom (GS) is een onschuldige en vrij vaak
voorkomende (2-7% van de populatie) oorzaak van
intermitterende ongeconjugeerde hyperbilirubinemie
(OB, per definitie < 103 umol/l) op basis van een ver-
laagde activiteit van het leverenzym UGT1Al. On-
danks de fenotypische diagnose worden GS-patiénten
toch nog frequent onnodig aan invasief medisch onder-
zoek onderworpen om ernstige oorzaken van de OB uit
te sluiten. Zodoende hebben wij een assay ontwikkeld
om GS genotypisch m.b.v. sequentieanalyse van het
UGT1A1-gen aan te tonen. Hiermee wordt een homo-
of hemizygote TA-insertie in de TATA-box (normaal
(TA)6TAA; GS(TA)7TAA) aangetoond. 35 individuen
(25 fenotypisch verdachte GS-patiénten en 10 vrijwil-
ligers) werden getest. We toonden bij 4/10 vrijwilligers
en 18/25 fenotypisch verdachte GS-patiénten daad-
werkelijk het klassieke GS-genotype aan. 1/25 patiént
met fenotypisch GS bleek compound-heterozygoot
voor de TA-insertie en P454R. De laatste mutatie is
tot op heden nog niet gerapporteerd. 5/10 resp. 1/10
vrijwilligers en 2/25 resp. 5/25 GS-verdachte patiénten
bleken een normale (TA)6TAA resp. een (TA)7TAA/
(TA)6TAA te hebben. In enige gevallen was het deze
genotypische confirmatie van GS die leidde tot stop-
zetten van invasief onderzoek.

Trefwoorden: Gilbert; UGTIAI; farmacogenetica;
sequentieanalyse; ongeconjugeerde intermitterende
hyperbilirubinemie

Het syndroom van Gilbert (GS) werd in 1901 voor het
eerst beschreven door Gilbert en Lereboullet (1) en
betreft een van de meest voorkomende, onschuldige
oorzaken van geelzucht (2). GS, dat ook wel bekend
staat als het syndroom van Gilbert-Lereboullet, icterus
intermittens juvenalis, Meulengrachts ziekte of onge-
conjugeerde benigne bilirubinemie, komt in ongeveer
2-7% van de populatie voor (3-6).

Het referentiebereik voor totaal bilirubine is < 17 umol/I
waarbij > 75% ongeconjugeerd bilirubine (d.w.z. ge-
bonden aan albumine) is (7). Bij Kaukasische GS-pa-
tiénten wordt intermitterende ongeconjugeerde hyper-
bilirubinemie tot maximaal 103 wmol/l gemeten. Bij
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niet-Kaukasische patiénten moet rekening gehouden
worden met rasathankelijke bilirubineniveaus. Azia-
ten hebben na blanken en negroide mensen de hoogste
bilirubineniveaus (8-10). Naast een intermitterende
hyperbilirubinemie is er sprake van normale lever-
functies, normale leverhistologie en afwezigheid van
enige tekenen van hemolyse. Luxerende factoren voor
hyperbilirubinemie kunnen vasten, een operatieve in-
greep, infectie, lichamelijke of geestelijke stress, de-
hydratie en alcoholinname zijn. Vanaf een niveau van
ca. 40 umol/l is een lichte verkleuring van de sclerae
waarneembaar. Klinisch presenteren GS-patiénten
zich met een lichte mate van icterus, moeheid, mis-
selijkheid en vage buikklachten.

Bij het syndroom van Gilbert is de activiteit van
het leverenzym uridinedifosfaat-glucuronyltransferase
(UGT1ALl) verlaagd tot ca. 20-30% van normaal (11,
12). Dit enzym komt in het endoplasmatisch reticulum
van de hepatocyten tot expressie en katalyseert de con-
jugatie van glucuronzuur aan bilirubine tot bilirubine-
diglucuronide (2, 13-14).

Het UGT1A1-gen is gelegen op chromosoom 2 (2q37)
en bestaat uit 5 exonen met 2351 basen. Het UGT1A-
gen kent 9 isovormen op basis van een uniek exon 1
met een eigen promotor en gemeenschappelijke exo-
nen 2 t/m 5 (figuur 1). Dit exon 1 verleent UGT1Al
zijn substraatspecificiteit. In 1995 hebben Bosma et al.
(14) voor het eerst de associatie beschreven tussen een
dinucleotide(TA)-insertie in de TATA-box van de pro-
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Figuur 1. Samenstelling van het UGT1A1-gen waarbij exon 1
een eigen promoter heeft (aangegeven in geel) en de exonen 2
t/m 5 gemeenschappelijk zijn. Afkorting: CN, Crigler Najjar.
Bron: UpToDate, 2006

43



motor van het UGT1A1l-gen en GS. Normaliter bestaat
de TATA-box uit (TA), TAA (ook wel UGT1A1*1) en bij
GS-patiénten wordt vaak een homozygote (TA),TAA
(ook wel aangeduid als UGT1A1%28) aangetroffen.
Deze insertie interfereert met de binding van de
transcriptiefactor IID en resulteert in een verlaagde
expressie van het enzym. In een HepG2-cellijn met
luciferasereporter is aangetoond dat een (TA),TAA en
(TA),TAA tot nog lagere enzymactiviteiten leiden dan
de (TA),TAA; (TA),TAA daarentegen zou voor een
hogere activiteit (transcriptie) zorgen (14). De homozy-
gotie voor de UGT1A1%28, die aanleiding geeft tot de
milde GS-variant, wordt in de Kaukasische bevolking
het meest frequent gevonden met een allelfrequentie
van ca. 35%; bij Japanners wordt de mutatie minder
frequent waargenomen. Binnen de Japanse bevolking
worden echter ernstiger vormen van GS beschreven die
veroorzaakt worden door een heterozygotie voor een
van de mutaties (Gly71Arg, Tyrd86Asp, Pro364Leu)
in het coderende gebied, soms in combinatie met een
heterozygotie voor de (TA), TAA (15).

In het verlengde van het syndroom van Gilbert ligt het
veel ernstigere syndroom van Crigler-Najjar dat on-
derverdeeld kan worden in twee subtypen, I en II. De
ziekte kan zowel autosomaal-dominant als recessief
worden overgeérfd en mutaties worden (eventueel in
combinatie met de TA-insertie) waargenomen in het
UGT1AL. De subtypen worden klinisch onderscheiden
op basis van de concentratie bilirubine in plasma, het
optreden van kernicterus en de reactie op fenobarbital.
Bij Crigler-Najjar I is UGT1AI-activiteit nagenoeg af-
wezig, bilirubineniveaus bedragen 340-685 umol/l (en
zelfs nog hoger), er treedt kernicterus op met progres-
sieve, ernstige neurologische schade. De sterfte binnen
de eerste twee levensjaren is groot. Slechts enkele hon-
derden casus zijn beschreven. Alleen een levertrans-
plantatie is effectief. Bij Crigler-Najjar II is sprake
van een ernstige reductie van UGT1A1 (< 10% t.o.v.
controle), bilirubineniveaus bedragen 100-340 umol/I
en er is sprake van enzyminductie door fenobarbital.
Zelden treedt neurologische schade op (16, 17).
Gezien het onschuldige karakter, lijkt genetisch on-
derzoek naar GS niet nodig. Sterker nog: een licht
verhoogd ongeconjugeerd bilirubine zou werken als
anti-oxidant (18) en de GS-patiént beschermen tegen
o.a. hart- en vaatziekten. Afwijkende leverfuncties (zo-

Tabel 1. UGT1Al-genamplificatie en sequencing primers

als een verhoogd bilirubine) kunnen echter voor een
behandelaar aanleiding geven tot uitgebreider leveron-
derzoek. Indien de patiént bekend is met GS als oor-
zaak van de hyperbilirubinemie kan uitgebreider on-
derzoek hem/haar bespaard blijven. Daarnaast speelt
het enzym UGT1AI een belangrijke rol bij de glucuro-
nidering van bepaalde hormonen en geneesmiddelen.
Bij onze gastro-enterologen bleek belangstelling te be-
staan voor een definitieve vaststelling van GS middels
genotypering. Met behulp van sequentieanalyse heb-
ben wij de genotypische confirmatie van GS opgezet
en aan de hand van enige monsters van vrijwilligers en
fenotypisch verdachte ‘patiénten’ gevalideerd.

Materiaal en methoden

FParticipanten

25 patiénten met een verhoogd bilirubine zonder be-
kende pathologische oorzaak, waarbij de aanvrager
de diagnose Gilbert-syndroom overwoog, werden
geincludeerd in deze studie. Daarnaast werden 10 vrij-
willigers meegenomen (informed consent), waaronder
twee personen die bekend waren met episodes van
milde hyperbilirubinemie. In het totaal werden in de
periode van december 2005-november 2007 35 perso-
nen geincludeerd. Directe en totale bilirubine werden
gemeten alsook -GT, AST, ALT, ALP and LD.

DNA-analyse

Uit 300 ul EDTA-ontstold volbloed werd DNA geiso-
leerd m.b.v. de Puregene DNA-isolatiekit (Gentra Sys-
tems, Minneapolis, MN) volgens de instructies van de
producent. Hierop werd uiteindelijk sequentieanalyse
van de promotor en alle coderende regio’s inclusief
de intron / exonjuncties van het UGT1Al-gen uitge-
voerd. De primers zoals gebruikt (zie tabel 1) t.b.v.
de polymerasekettingreactie(PCR)-amplificatie en
sequentieanalyse werden verkregen van Applied Bio-
systems UK (Warrington, Cheshire UK).

In 100-pl-volumes werden de PCR-reacties uitgevoerd
met 0.a.: 10 mmol/l Tris-HCI, pH 8,3, 50 mmol/I KCl,
1,5 mmol/l MgCl,, 0,001% (w/v) gelatine, 0,2 mmol/I
van elk dNTP, 0,3 wmol/I van elke primer en 2,5 U
van Amplitag Gold DNA Polymerase. Genoemde rea-
gentia zijn afkomstig van Applied Biosystems (Roche
Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ, USA).

Naam Sequentie (5°-3") Gebruikt voor PCR-product
Exon 1 UGT1A1-1F GTC ACG TGA CAC AGT CAAAC PCR & seq.

UGT1Al-1aF CCT CTG GCA GGA GCA AAG Sequentie

UGTI1Al-1aR ATG CCC GAGACTAACA Sequentie

UGT1A1-1R CTT GCT CAG CAT ATATCT GG PCR & seq. 1060 bp
Exon 2 UGT1A1-2F CTC TAT CTC AAA CAC GCATGC C PCR & seq.

UGTIA1-2R TGG AAG CTG GAA GTC TGG G PCR & seq. 330 bp
Exon 3 en 4 UGT1A1-3F TAT GTT CTT TCT TTA CGT TCT GCT CT PCR & seq.

UGTI1A1-4R TTA TCA TGA ATG CCATGA CC PCR & seq. 681 bp
Exon 5 UGTI1A1-5F GAG GAT TGT TCATAC CAC AG PCR & seq.

UGT1A1-5R TGA ATT TAACAC TGATTCTGT T PCR & seq. 436 bp
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Na 10 min denaturatie bij 95 °C werden de samples in
35 cycli geamplificeerd. Een cyclus duurt 30 s bij 94 °C
voor de denaturatie, 30 s bij 58 °C voor annealing en 60
s bij 72 °C voor de verlenging van de cycli, gevolgd door
een elongatie-extentietijd van 10 min bij 72 °C.

De PCR-producten werden vervolgens gerund op een
ethidiumbromide gekleurde agarosegel om de grootte
van de fragmenten te controleren. Zuivering van het
DNA vond plaats m.b.v. een QIAquick PCR Purificati-
on kit (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) en sequentie-
analyse volgde m.b.v. een ABI Prism BigDye Termi-
nator vl.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Warrington, Cheshire UK). Analyse van de sequentie
werd gedaan m.b.v. de 3130 Genetic Analyzer (Ap-
plied Biosystems, Foster City CA, USA).

Resultaten

Validatie

Bij de validatie van onze assay werd een 10-tal be-
kende monsters afkomstig van het Referenzinstitut fiir
Bioanalytik von DGKL (Deutsche Gesellschaft fiir
Klinische Chemie und Laboratoriummedizin) bepaald
in een aantal separate runs. Het betrof 4 (TA)6TAA, 4
(TA)7TAA en 2 (TA)6/(TA)7 monsters. We waren in
staat de sequenties van de TATA-box met 100% juist-
heid te reproduceren.

Patiénten

Tabel 2 geeft een overzicht van alle patiénten en con-
troles die tussen 1-12-2005 en 1-11-2007 in het Mean-
der Medisch Centrum zijn aangemeld voor screening
op het syndroom van Gilbert op basis van hyperbili-
rubinemie e.c.i. In figuur 2 is een voorbeeld van een
sequentieanalyse zoals die aangetroffen wordt bij een
GS-patiént. Opvallend is dat bij het merendeel van de
patiénten sprake is van een homozygote TA-insertie
(TA)TTAA (n=18 bij de fenotypische GS-patiénten,
totaal n=22, inclus. vrijwilligers) en in vijf gevallen
een heterozygotie werd vastgesteld (TA)7/(TA)6TAA.
Eén van deze vijf patiénten blijkt echter compound-

heterozygoot te zijn voor de insertie in combinatie met
een nog niet eerder beschreven mutatie (zie later, casus
3); het is deze patiént die een verhoogd bilirubine van
47 umol/l had. Hieronder is bij een drietal patiénten
het nut van de screening op GS toegelicht. Alle door
ons geteste patiénten zijn van het Kaukasische ras.

Patiént beschrijvingen

Patiént 1 betreft 55-jarige Nederlandse man met in de
voorgeschiedenis nefrolithiasis, doorgemaakte hepa-
titis A, syfilis en gonorroe met een acute hepatitis B
in 2005. De patiént houdt klachten van moeheid. Dit
treedt met name op na inspanning en hierbij is het zijn
omgeving opgevallen dat zijn oogwit dan ook wat geel
wordt. Verder gaat het redelijk. De patiént bezoekt op
basis van deze klachten zijn MDL-arts die laborato-
riumonderzoek aanvraagt. De totale bilirubine con-
centratie was met 36 umol/l licht verhoogd (ongecon-
jugeerd bilirubine 32 umol/l); leverparameters w.o.
AF, ALAT waren binnen de referentiewaarden.

340 3T 408 442 478 510 544 518 61z 48 80 714 748

TTTGC KT AT ATATATATATAWNAAL RTA RG AG AGG GC GA .
5 g 31 33 37 30 43 b 45 52 53 5B

Figuur 2. Sequentieanalyse van de TATA-box van een GS -pa-
tiént met duidelijk zichtbaar de (TA)7TAA in homozygotie. In
rood resp. groen zijn de zeven opeenvolgende TA’s te zien ge-
volgd door TAA als einde van de TATA-box. Bij het wildtype
zouden zes TA’s in combinatie met de TAA te zien zijn.

Tabel 2. Genotypering en biochemische presentatie van vrijwilligers en fenotypisch van Gilbert-syndroom verdachte patiénten. Tenzij
anders vermeld zijn getallen gemiddelden met (standaarddeviatie, SD). Indien er geen SD is vermeld, is het aantal meetwaarden voor

de betreffende parameter < 3.

Fenotypisch verdachte GS-patiénten

Bijzondere patiént

Controles
Genotype (TA)6  (TA)6/(TA)7 (TA)7
Aantal 5 1 4
Bilirubine totaal 13 (1) 24 23 (7)
(2-17 umol/l)
range 11-14 17-33
Bilirubine geconj. 2 4 3(2)
(2-17 umol/l)
range 1-4 1-3
GGT (5-50 pmol/1) 3 19 11.(11)
ALAT (5-45 U/) 16 22 22 (8)
ASAT (5-40 U/) 17 16 18 (1)
AP (40-120 U/) 52 54 52 296
LDH (160-450 U/1) 462 382 (113)

(TA)6 (TA)6/(TA)7 (TA)7 (TA)6/(TA)7 en P454R
5 1

2% 18
12/124 34 (19) 45 (17) 47
20-47 24-82
79 3(2) 4(2) 4
1-4 1-7
1076 54 18 (7) 15
71 4 26 (11) 19
162 7 13 (12) 14
105 103(57) 105
355 274 (84)

* Patiénte met leverproblemen
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Bij patiént blijkt een seroconversie te hebben plaats-
gevonden (anti-HBs > 100 IU/I). Op dit moment is er
derhalve geen besmettelijkheid meer op hepatitis B en
is immuniteit aanwezig. De periodes van geelzien, met
name na lichamelijke inspanning blijken te berusten
op het syndroom van Gilbert; dit werd bevestigd mid-
dels DNA-analyse. Er werd geconcludeerd dat deze
bevinding verder onderzoek overbodig maakte.

Patiént 2 is een 23-jarige Nederlandse man die wordt
gezien op de polikliniek Maag-, darm- en leverziekten.
De reden van verwijzing is dat hij geruime tijd al last
heeft van recidiverende gele sclerae met af en toe ver-
moeidheid. Defecatie is normaal met een normaal as-
pect van de ontlasting. Er zijn geen aanwijzingen voor
hemolyse. Bij de huisarts werd een verhoogd bilirubi-
ne totaal van 91 umol/l gevonden. De voorgeschiede-
nis vermeldt constitutioneel eczeem, Gilles de la Tou-
rette en scoliose. In het lab wordt een ongeconjugeerde
hyperbilirubinemie (ongeconjugeerd bilirubine is 59
umol/l) gezien met verdenking op Gilbert-syndroom.
In de familie zijn geen leverafwijkingen; leverparame-
ters van de patiént zijn ook niet afwijkend. De patiént
gebruikt gedurende enkele jaren aspirine. Paracetamol
werd met enige regelmaat in het afgelopen half jaar
tot 5 tabletten per week ingenomen. Op basis van de
hyperbilirubinemie werd de genoemde medicatie ge-
staakt. De intake van alcohol was minimaal (1 eenheid
per week).

Bjj lichamelijk onderzoek wordt een normale lever
met een in lichte mate vergrote milt gezien zonder dat
er sprake is van een overtuigende splenomegalie. Er
wordt een MRCP (‘magnetic resonance cholangio-
pancreatography’; november 2005) uitgevoerd waar-
bij geen afwijkingen worden gezien. DNA-onderzoek
wordt ingezet leidend tot confirmatie van het vermoe-
den op een Gilbert. De brief vermeldt dat de arts de
patiént op basis van deze uitkomst gerustgesteld heeft
en aangegeven heeft dat noch verdere controles noch
behandeling in de toekomst noodzakelijk zijn.

Patiént 3, Dhr. G (1971), komt via de gastro-enterologie
bij ons binnen op basis van een geisoleerde hyperbiliru-
binemie (totaal resp. ongeconjugeerd bilirubine bedraagt
resp. 47 en 43 umol/l). Zijn voorgeschiedenis vermeldt
cholecystolithiasis waarvoor een laparoscopische chole-
cystectomie is verricht in verband met een hydrops van
de galblaas t.gv. een grote afsluitsteen. De MDL-arts
vraagt onderzoek op GS aan op basis van de hyperbili-
rubinemie. Bij sequentieanalyse wordt een (TA)7TAA /
(TA)6TAA gezien die op zich niet bewijzend is voor GS.
Daarnaast wordt echter een nog niet eerder beschreven
mutatie in codon 454 Pro -> Arg (P454R) aangetroffen.
Mogelijk geeft de combinatie van deze heterozygote
verandering in de TATA-box in combinatie met de door
ons gevonden mutatie wel aanleiding tot het syndroom
van Gilbert. Ook bij deze patiént zijn de leverparame-
ters binnen de referentiewaarden.

Na overleg met de MDL-arts wordt besloten tot ver-
volgonderzoek waarbij de patiént zelf alsmede een van
GS verdacht familielid, de vader, getest wordt op de
TA-insertie alsmede de mutatie middels sequentie-
analyse.
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Discussie en vooruitzichten

Het syndroom van Gilbert betreft een relatief vaak
voorkomende onschuldige vorm van ongeconjugeerde
hyperbilirubinemie op basis van een verlaagde activi-
teit van het enzym UGT1A1. Patiénten kunnen bij stress
of koorts intermitterende geelzucht vertonen en geven
vaak aan sneller vermoeid te zijn dan individuen die het
syndroom niet hebben. De onder ‘resultaten’ genoemde
patiénten blijken langere tijd met klachten van GS rond
te lopen en ook de labwaarden zijn indicatief voor GS
met een geisoleerde hyperbilirubinemie. Schijnbaar
worden patiénten toch, ter uitsluiting van ernstige pa-
thologie, onderworpen aan invasief onderzoek. Met het
beschikbaar stellen van een relatief eenvoudige DNA-
analyse op GS is een aantal patiénten gescreend. Wij
hebben in het laboratorium met behulp van een viertal
primersets het hele UGT1Al-gen inclusief de promotor
in kaart gebracht bij patiénten en vrijwilligers. Dit heeft
geleid tot de bevestiging van de diagnose GS hetgeen,
zoals de klinische geschiedenis rond patiént 2 aangeeft,
verder onderzoek (MRCP, leveronderzoek) overbodig
gemaakt heeft en tot geruststelling leidt van de patiént.
De mogelijkheid bestaat dat ook in het coderende ge-
deelte mutaties gevonden kunnen worden die de patiént
verdacht maken voor dragerschap van een Crigler-
Najjar. Bij dit vermoeden en/of een totaal bilirubine
dat > 100 umol/I verwijzen wij de patiént naar een kli-
nisch-genetisch centrum dat voor verdere diagnostiek
en klinisch-genetische consultatie zorg draagt.

Bij patiént 3 is er een nog niet eerder beschreven mu-
tatie gevonden in het coderende deel; gezien de kli-
niek en laboratoriumresultaten zou hier sprake kunnen
zijn van GS. Verder onderzoek moet bevestigen dat er
sprake is van een GS.

GS beinvloedt niet alleen de glucuronidatie snelheid
van bilirubine maar ook het metabolisme van bepaalde
geneesmiddelen kan aangedaan zijn. Binnen de groep
van individuen met GS is er een heterogeniteit m.b.t.
het metabolisme van paracetamol; enige pati€énten ver-
tonen een normaal metabolisme maar anderen blijken
een verlaagde glucuronidatie en toegenomen oxidatie
te hebben. Relevante klinische consequenties zijn ech-
ter nog niet beschreven.

Als voorbeeld van een vertraagde metabolisering van
een geneesmiddel noemen we het cytostaticum irino-
tecan (19). Glucuronidatie (en daarmee de klaring) van
dit geneesmiddel bij patiénten met een (TA)7TAA, de
klassieke GS, verloopt significant trager dan bij pati-
enten met de wildtype-promotor, (TA)6TAA. Reeds is
ernstige SN38-toxiciteit beschreven met graad-4-neu-
tropenie en diarree (20). Er gaan dan ook stemmen
op om alle kankerpatiénten die behandeling moeten
ondergaan met irinotecan te screenen op de mutatie in
de TATA-box van het UGT1A1 gen om irinotecantoxi-
citeit te voorkomen (20-22).

Afsluitend stellen wij dat confirmatie van GS door se-
quentie van de TATA-box een zinvol onderzoek is dat
belastende diagnostiek overbodig maakt en leidt tot
geruststelling van de patiént. Ook bij zuigelingen met
persisterende hyperbilirubinemie zou deze analyse nut-
tig kunnen zijn. Daarnaast kan deze aanpak leiden tot
identificatie van trage glucuronideerders met mogelijke
belangrijke farmacotherapeutische consequenties.
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Summary

Keularts IMLW, Meijden BB van der, Wielders JPM. Geno-
typing of Gilbert’s syndrome: a benefit for the patient. Ned
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Gilbert syndrome (GS) is an innocent and quite frequent (2-7%
of the population) cause of intermittent unconjugated hyper-
bilirubinaemia (UCHB, by definition < 103 umol/L) due to a
decreased activity of the liver enzyme UGT1Al. Despite its
phenotypical diagnosis, GS patients sometimes have to under-
go extensive medical investigations to exclude more serious
causes of UCHB. We therefore developed an assay for sequenc-
ing analysis of the UGT1A1 gene in order to genotype GS by
demonstrating mutations in the UGT1A1 gene such as a homo-
or hemizygote insertion of an extra TA in the (TA)6TAA box.
35 individuals were tested of whom 25 were suspected to be
GS patients. We demonstrated the classical GS genotype in
5/10 controls and 18/25 GS patient. 1/25 patients with a GS
phenotype was compound heterozygote for (TA)7TAA/P454R.
The latter mutation had never been reported before. 5/10 (1/10)
of the controls and 5/25 (1/25 of the GS patients) demonstrated
the normal (TA)6TAA (heterozygosity for the TA insertion).
In several cases, not the phenotype but the genotypical confir-
mation of GS led to cession of further investigations and was a
relief for the doctor and his patient.
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