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Introduccion

Los sindromes cardiomiélicos comprenden cardiopatias
congénitas y malformaciones esqueléticas de los miem-
bros superiores, y estan relacionados con mutaciones de-
letéreas de factores de transcripcion con dominios del tipo
T-Box. El sindrome de Holt-Oram se debe a una mutacion
dominante en el gen TBX5 que altera la estructura tridi-
mensional de la proteina impidiendo su correcta union al
ADN. Se han descrito varias mutaciones puntuales y dele-
ciones de TBX5 en pacientes con fenotipo de sindrome de
Holt-Oram.

Pacientes y métodos

El paciente es un nifio con una comunicacion interauri-
cular (CIA) del tipo ostium secundum grande y una comu-
nicacion interventricular (CIV) diagnosticados por clinica
(soplo) y ecocardiografia. Presenta ademas unos dedos
pulgares algo hipoplasicos y con un emplazamiento distal
bilateral, con un indice de implantacion de 0,19 frente a
una media normal de 0,50 para su edad gestacional al na-
cer. Es remitido a la consulta de Genética para descartar
microdelecion 22q11.2.

Resultados

El cariotipo y la hibridacion in situ de fluorescencia
(FISH) con sonda D22S75 resultaron normales y debido
a los hallazgos clinicos se realiz6 un estudio molecular
para el sindrome de Holt-Oram. Se encontré una muta-
cion en el intréon 7 de TBX5 que produce una probable
alteracion del splicing del gen que da lugar a una protei-
na truncada en su extremo C-terminal. Los padres del
propdsito presentan una secuencia normal para el gen,
lo que indica que la mutacion se produjo de novo, sin
que pueda descartarse un mosaicismo germinal en los
padres.
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Conclusiones

El sindrome de Holt-Oram es la causa mas frecuente de
sindrome cardiomiélico. Deberia ser objeto de estudio mo-
lecular todo nifio con malformaciones cardiacas y altera-
ciones de las extremidades superiores como pulgares
ausentes, hipoplasicos, distalmente emplazados o trifa-
langicos.
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HOLT-ORAM SYNDROME: CHARACTERIZATION
OF A NOVEL MUTATION

Introduction

Cardiomyelic syndromes encompass congenital heart
disease and skeletal malformations of the upper limbs and
are related to mutations in transcription factors with
T-Box domains. Holt-Oram syndrome is caused by a dom-
inant mutation in the 7BX5 gene that alters the three-di-
mensional structure of the protein and its DNA binding
function. Several point mutations and deletions in 7TBX5
have been reported in patients with the Holt-Oram syn-
drome phenotype.

Patients and methods

The proband was a boy with a large atrial septal defect
ostium secundum type and a ventricular septal defect, di-
agnosed by clinical findings (heart murmur) and echocar-
diography. He also presented slightly hypoplastic thumbs
with distal bilateral placement and an implantation index
of 0.19 (compared with an average of 0.50 for his gesta-
tional age at birth). The boy was referred to the depart-
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ment of medical genetics to rule out 22q11.2 microdele-
tion syndrome.

Results

Karyotype and fluorescence in situ hybridization at lo-
cus D22S75 were both normal. Because of his clinical find-
ings, molecular study for Holt-Oram syndrome was indi-
cated, leading to the finding of a mutation at intron 7 of
TBX35, probably producing a splicing alteration of the gene
and resulting in a protein truncated at its C-terminal end.
The proband’s parents presented the wild type sequence
of the gene, thus indicating that the mutation was pro-
duced de novo, although a possible germinal mosaicism in
the parents could not be ruled out.

Conclusions

Holt-Oram syndrome is the most frequent cause of car-
diomyelic syndrome. All children with heart malforma-
tions and abnormalities of the upper limbs such as absent,
hypoplastic, distally placed or triphalangic thumbs should
undergo molecular studies for this syndrome.

Key words:
Holt-Oram syndrome. Congenital beart disease. Skeletal
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INTRODUCCION

El sindrome de Holt-Oram o displasia atriodigital (MIM
142900) es una asociacion de malformaciones cardiacas
y defectos 6seos que afectan a las extremidades superio-
res. Fue inicialmente descrito en 1960 por Holt y Oram a
proposito de una familia con una comunicacion interauri-
cular (CTA) y pulgares distalmente emplazados!. Se trata
de una enfermedad rara, con una frecuencia de uno por
cada 100.000 recién nacidos.

Se estima que todos los individuos afectados nacen con
malformaciones esqueléticas bilaterales, si bien en mu-
chos casos el lado izquierdo estd mis gravemente afecta-
do. De éstas, la mis frecuente es la ausencia de pulgares
(43%), seguida de radio hipoplasico (41 %), pulgares hi-
poplasicos (39 %), ausencia de radio (23 %) y pulgares trifa-
langicos (18%) o normales (16%). Las cardiopatias congé-
nitas se observan en el 95% de los pacientes; predomina
la CIA (34 %) y la comunicacion interventricular (CIV)
(25%)2.

El sindrome de Holt-Oram presenta una herencia auto-
somica dominante. En 1996 se identificd como responsa-
ble el gen TBX5, localizado en la region cromos6mica
12q24.1 como ya se habia sugerido anteriormente, sin
que pueda descartarse una posible heterogeneidad de
locus®*. TBX5 es un gen de 47 kb que consta de 9 exones
y presenta el 97% de homologia con el correspondiente
Thx5 de raton. La proteina resultante tiene 518 aminoaci-
dos y contiene un dominio T-Box de unioén al ADN entre
los exones 3y 7, formado por 180 aminodcidos®. Esta se-
cuencia es crucial para el funcionamiento de la proteina,
que estd implicada en la transduccion de senales durante
el desarrollo. Se han descrito alrededor de 50 mutacio-

nes concretas diferentes y deleciones en 7BX5, que cau-
san el sindrome de Holt-Oram por haploinsuficiencia del
producto379-12, Estas variaciones pueden inactivar la fun-
cion de 7BX5 al alterar la estructura tridimensional de la
proteina o al generar péptidos truncados.

PACIENTES Y METODOS

El paciente es el primer hijo de una madre de 35 anos,
que naci6 a las 39 semanas mediante una cesdrea por
desproporcion tras una amenaza de parto prematuro. El
Apgar fue de 9/10, el peso de 3.475 g (Psq.5), la talla
51 cm (Ps5o.55) v el perimetro cefilico 34 cm (P,s). Se le
detectd un soplo con taquicardia paroxistica supraventri-
cular. Por ecocardiografia se identifico una CIA del tipo
ostium secundum grande, drenaje de vena cava superior
izquierda en seno coronario, CIV pequena y arteria sub-
clavia derecha aberrante.

Al mes de vida fue remitido a la consulta de genética
médica para descartar sindrome de microdelecion 22q11.2.
El paciente impresionaba clinicamente por sindrome de
Holt-Oram: destacaban unos pulgares distalmente em-
plazados y con una ligera hipoplasia, una distancia inter-
mamilar de 10,5 cm (> Py7) y unos pliegues palmares y
plantares anomalos. El indice de emplazamiento del pul-
gar, que se estima en el 50,5% para un recién nacido de
39 semanas®, en nuestro paciente era de solo del 19%
(fig. D.

Se extrajeron muestras de sangre del paciente para cul-
tivo de linfocitos y extraccion de ADN. Los procedimientos
utilizados en todo momento fueron realizados tras la ob-
tencion de un consentimiento informado de los padres.

RESULTADOS

El cariotipo y la hibridacion in situ de fluorescencia
(FISH) para descartar sindrome de microdelecion 22q11.2
(sonda D22S75; Vysis, Inc, 3100 Woodcreek Drive, Dow-
ners Grove, Illinois 60515-5400 Estados Unidos) resultaron
normales.

El estudio mutacional de 7BX5 por DHPLC detectd un
heterodiplex y por secuenciacion del fragmento se ob-
servo un cambio de base G > A en el intron 7, a la altura
del nucledtido 756 (IVS7-1G > A). Esta mutacion afecta-
ria al splicing del gen, por lo que se genera un péptido
interrumpido a la altura del extremo C-terminal y, por
tanto, disfuncional. En la secuencia, se observa en dicha
posicion una heterocigosis correspondiente al alelo nor-
mal y al alelo mutado (fig. 2).

El estudio fue realizado posteriormente a los padres y
en ambos se observaron secuencias normales para los
dos alelos, por lo que confirmaba el origen de novo de la
mutacion. Sin embargo, no se puede descartar la posi-
bilidad de un mosaicismo germinal en alguno de los pa-
dres. En ese caso, habria que contar con un riesgo de
recurrencia en futuros embarazos mayor que el de la po-
blacion general.
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Figura 1. A) Indice de empla-
zamiento del pulgar. Se calcula
mediante el cociente de distan-
cias AB/AC. B) Medicion de las
distancias AB y AC en el pa-
ciente. C) Radiografia de la
mano del paciente que muestra
el emplazamiento distal del pul-
gar.
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Figura 2. Cambio de base G> A en el nucledtido 756 de
TBXS5. Esta mutacion afectaria al splicing del
gen a la altura del intrén 7, generdandose una
proteina inactiva. Se observa un patrén en he-
terocigosis que corresponde a los alelos normal
y mutado en la secuencia del paciente (C),
mientras que se observa un patron normal en
las secuencias de su padre (A) y su madre(B) .

DiscusioN

Se han descrito 55 alteraciones en 7BX5 en pacien-
tes con fenotipo de sindrome de Holt-Oram (tabla 1),
aunque se ha argumentado que la tasa de deteccion
del sindrome no supera el 35% con las técnicas ac-
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c intrén 7 exon 8
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tuales de andlisis (SSCP, DHPLC)?12. Aproximadamen-
te el 17 % de las mutaciones descritas en 7BX5 son
somadticas, y se encuentran solo en el tejido cardiaco
causando principalmente comunicaciones interauricu-
lares o auriculoventriculares en pacientes sin malfor-
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TABLA 1. Mutaciones descritas en TBX5

Tipo Mutacion Localizacion Referencia
Insercion/delecion Frameshift (con desplazamiento 100delG Exon 2 Brassington et al 2003
de una o varias bases del marco de lectura) 100_101insG Exo6n 2 Brassington et al 2003
246delGinsAA Exon 4 Basson et al 1999
280delC Exon 4 Heinritz et al 2005
400_401insC Exo6n 5 Brassington et al 2003
416delC Exon 5 Yang et al 2000
420_432del13pb Exo6n 5 Basson et al 1999
426_427insC Exon 5 Brassington et al 2003
450delC Exon 5 Brassington et al 2003
467_468insA Ex6n 5 Heinritz et al 2005
484_529ins46pb (439_484dup) Exon 5 Heinritz et al 2005
593_594insA Exon 6 Li et al 1997
727delG Exo6n 7 Basson et al 1999
798delA Ex6n 8 Brassington et al 2003
805delT Exo6n 8 Cross et al 2000
1159_1160insA Exon 9 Li et al 1997
1333delC Exon 9 Sin publicar
In-frame (sin desplazamiento) — 376_402del27pb Ex6n 5 Fan et al 2003
Cambios de base Sin sentido G192A Ex6n 3 Fan et al 2003
G205T Exo6n 3 Basson et al 1997
C408A Exo6n 5 Gruenauer-Kloevekorn
& Froster 2003
G568T Exon 6 Cross et al 2000
C587A Exon 6 Li et al 1997
C835T Exo6n 8 Li et al 1997
G946T Exon 8 Cross et al 2000
C1084T Exo6n 9 Heinritz et al 2005
Antisentido Cl145A Exon 2 Yang et al 2000
T161C Exon 3 Yang et al 2000
T161C Exo6n 3 Reamon-Buettner & Borlak 2004
(tejido cardiaco)
C236T Exon 3 Reamon-Buettner & Borlak 2004
(tejido cardiaco)
G238A Ex6n 3 Basson et al 1999
C287T Exon 4 Reamon-Buettner & Borlak 2004
(tejido cardiaco)
A299G Exon 4 Reamon-Buettner & Borlak 2004
(tejido cardiaco)
T305C Exon 4 Reamon-Buettner & Borlak 2004
(tejido cardiaco)
T361G Exon 4 Brassington et al 2003
C400T Exo6n 5 Reamon-Buettner & Borlak 2004
(tejido cardiaco)
C431T Exo6n 5 Reamon-Buettner & Borlak 2004
(tejido cardiaco)
G505A Exo6n 5 Cross et al 2000
G584C Exon 6 Brassington et al 2003
C668T Exon 7 Brassington et al 2003
C709T Ex6n 7 Basson et al 1999
G710A Exo6n 7 Basson et al 1997
G755T Exo6n 7 Cross et al 2000
A781T Ex6n 8 Brassington et al 2003
A797T Exon 8 Reamon-Buettner & Borlak 2004
(tejido cardiaco)
A875G Ex6n 8 Reamon-Buettner & Borlak 2004
(tejido cardiaco)
Splicing C148-3A Intron 2 Basson et al 1999
G148-1C Intron 2 Basson et al 1999
A243-2G Intrén 3 Heinritz et al 2005
T363-5C Intron 4 Cross et al 2000
C756-3G Intron 7 Heinritz et al 2005
G756A Intron 7 Nuestro paciente
A1557 + 40G 3-UTR Sin publicar
Otras reestructuraciones Deleciones EX3-EX9del Ex6n 3-Exon 9 Akrami et al 2001
Translocaciones 1(5;12)(q15;q24) Intron la Basson et al 1999

Adaptada de Heinritz et al 2005'3.
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maciones esqueléticas ni diagnostico de sindrome de
Holt-Oram .

Entre las mutaciones descritas figuran mutaciones pun-
tuales y otras aberraciones cromosomicas, como delecio-
nes y translocaciones. Las mutaciones concretas pueden
ser deleciones e inserciones de una o varias bases, que
pueden ocasionar un desplazamiento del marco de lec-
tura en la traduccion, en cuyo caso suelen producir la ter-
minacion prematura del producto, o bien cambios de
base (transiciones, transversiones). Estos pueden producir
la terminacion inmediata del producto (mutaciones sin
sentido), sustituir ocasionalmente algin aminoacido y, en
consecuencia alterando la conformacion tridimensional
de la proteina y su funcion (mutaciones antisentido) o ge-
nerar péptidos truncados e inactivos (mutaciones del sp/i-
cing). Algunas de estas mutaciones concretas se repiten
con bastante frecuencia por lo que se consideran puntos
calientes de mutacion®%12, Las reestructuraciones mas
grandes como las deleciones intersticiales pueden alterar
la union de la proteina al ADN, el mecanismo de la trans-
cripcion o la localizacion intracelular de TBX510.

En nuestro paciente se describe una nueva mutacion del
splicing que probablemente causa el sindrome de Holt-
Oram. Dicha mutacion se produjo de novo, al presentar
cada uno de los padres dos alelos normales para esa se-
cuencia (fig. 2). La mutacion se localiza fuera del dominio
T-Box de union al ADN en el que se han descrito la mayo-
ria de mutaciones causantes del sindrome.

Se ha sugerido que las mutaciones cercanas al extre-
mo N-terminal de la proteina alteran la union de la misma
al surco mayor del ADN, produciendo sobre todo ma-
nifestaciones cardiacas, mientras que las mutaciones cer-
canas al extremo C-terminal alteran su unién al surco
menor, predominando manifestaciones esqueléticas®.
Posteriormente se han descartado estas correlaciones ge-
notipo-fenotipo, al menos para las mutaciones deleté-
reas®13. De acuerdo con esta Gltima afirmacion, nuestro
paciente, portador de una mutacion deletérea, presenta
un cuadro con defectos cardiacos y esqueléticos de simi-
lar gravedad y relativamente frecuentes en el sindrome de
Holt-Oram. En cualquier caso, la gravedad de ambos ti-
pos de defectos serfa mas leve que si la mutacion deter-
minara la terminacion prematura del producto, como se
ha descrito recientemente!?.

TBX5 es un factor de transcripcion expresado e im-
plicado en la formacion de las extremidades superiores,
asi como en la isomerizacion, la division y la morfogé-
nesis cardiaca?, con lo cual es probable que las muta-
ciones capaces de modificar su estructura y su funcion
alteren el desarrollo de dichos 6rganos. Asimismo, se
han identificado otros factores de transcripcion implica-
dos en la misma via, como SALL4, los cuales producen
manifestaciones similares al mutar®!. Otras dianas de
TBX5 descritas son los promotores de los genes de la
a-actina cardiaca, de las diferentes cadenas de la miosi-
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na cardiaca, de Nkx2-5'y el activador del factor natriuré-
tico atrial'l.

En definitiva, podemos concluir que nuestro paciente
presenta un sindrome de Holt-Oram debido a la muta-
cion G756A en TBX5. Por ello recomendamos someter a
un analisis mutacional de 7BX5 a aquellos pacientes con
defectos cardiacos en asociacion con alteraciones esque-
léticas de los miembros superiores. En caso de no hallar-
se la causa, también sugerimos ampliar el estudio a otros
genes implicados en el sindrome de Holt-Oram o en la
funcion de TBX5, como el recientemente descrito SALL4.
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