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Bir Klinefelter sendromu olgusunda mozaik karyotip

Mosaic karyotype in a case of Klinefelter syndrome
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Ozet

Klinefelter Sendromu en sik rastlanilan seks
kromozom anomalisidir. Klinefelter sendromu
infertilitenin en sik genetik nedenleri arasin-
dadir. Infertilite olgularinda olast kromozomal
anodploidinin saptanmasi i¢in kromozom ana-
lizi altin standarttir. Klinefelter Sendromu bu-
lunan olgularin yaklasik %15’inde karyotip mo-
zaiktir. Kromozomal olarak Klinefelter sendro-
mu tanisi konulan olgularda mutlaka genetik
danisma onerilmektedir. Kromozomal andplo-
idisi olan olgular modern tireme teknolojileri
ile yardim alabilmektedirler. Infertil olgumuz-
da olas1 kromozom anomalisi nedeniyle perife-
rik kandan kromozom analizi yaptik. Karyotipi
47,XXY(82)/46,XX(16)/46,XY(2) olarak sap-
tadik. Periferik kan ve deri fibroblast hiicrele-
rinde FISH analizi yaparak mozaisizm varligi-
n1 dogruladik

Anahtar Kelimeler: Klinefelter sendro-
mu, infertilite, kromozom analizi, mozaisizm,
FISH.

Abstract

Klinefelter Syndrome is the most com-
mon sex chromosomal anomaly. Klinefelter
syndrome is among the most common gene-
tic causes of infertility. Chromosome analysis
for the detection of possible chromosomal ane-
uploidy in cases of infertility is the gold stan-
dard. Approximately 15% of the patients with
Klinefelter’s syndrome have mosaic karyotype.
In the cases that are diagnosed with chromoso-
mal Klinefelter’s syndrome, genetic consultancy
is strictly recommended.Patients with chromo-
somal aneuploidy can receive help with modern
reproductive technologies. We have made chro-
mosome analysis from peripheral blood in our
infertile case, because of chromosomal ano-
maly possibility. We have detected that the kar-
yotype  47,XXY(82)/46,XX(16)/46,XY(2)We
confirmed the presence of mosaicism in perip-
heral blood and skin fibroblast cells by FISH
analysis.

Key Words: Klinefelter syndrome, infer-
tility, chromosome analysis, mosaicism, FISH.

63

Olgu / Case



Yeni Uroloji Dergisi - The New Journal of Urology 2013; 8 (2): 61-65

Giris

Olgumuz 38 yasinda primer infertilite olgusuydu.
Uroloji klinigi tarafinda kromozom analizi yapilmak iize-
re laboratuarimiza yonlendirilen hastada yaptigimiz pe-
riferik kandan kromozom analizi sonucunda kromozom
kurulusunu 47,XXY(%82)/46,XX(%16)/46,XY(%2) ola-
rak saptadik. Ayrica periferik kan kiiltiirii hiicrelerinde ve
deri fibroblast hiicre kiiltiiriinden elde edilen hiicrelerde
FISH analizi yaptik.

Gereg ve Yontemler

Periferik kan lenfositleri kullanilarak ( PB max ) 37°C
de ettivde 72 saatlik hiicre kiiltiirti yapildi. Kiiltiiriin son
2 saatinde 100 mikrolitre kolsemid uygulamas: yapildi.
Santrifiij sonras1 37 Cde 35 dakika siireyle hipotonik so-
lisyonla muamele edildi. Fiksatif soltisyonuyla (1:3 ora-
ninda asetik asit:metanol )hiicreler 3-4 kez muamele edil-
di ve sonra hazirlanan preparatlar tripsin giemsa bantla-
ma yontemi (GTG) ile boyandi. Analiz sonuglar1 Inter-
national System For Human Cytogenetic Nomenculatu-
re (ISCN) 1995% gore rapor edildi.Kromozom analizinde
100 metafaz analiz edildi.

Mozaiklik oraninin daha fazla hiicrede gosterilebil-
mesi ve farkli bir dokuda analiz i¢in FISH teknigi kulla-
nildi. Farkli dokudan analiz yapabilmek i¢in deri fibrob-
last kiilttrdi yapildi. Uzun stireli fibroblast kiiltiirii igin 3
ml besiyeri (PBmax-Gibco) ve 25 cm? kiiltiir kaplar: kul-
lanilarak hiicreler 37 °Cde CO,’li etiivde inkiibe edildi.
Harvest isleminden 2.5 saat 6nce 100 mikrolitre kolsemid
(colcemid solution, Gibco) uygulamasi yapildi. Hiicre-
ler bu siire sonunda santriftij edildi, stipernatant atildik-
tan sonra 10 ml hipotonik soliisyon (0.075 mol/l KCI) ek-
lendi ve 35 dakika 37 °C de bekletildi. Siire sonunda 1:3
oraninda asetik asit:metanol ile hazirlanan fiksatif soliis-
yonu ile 3-4 kez muamele edildi. Lamlarin {izerine hiic-
relerin damlatilarak yayilmasi ile hazirlanan preparat-
larda FISH ¢alismasi yapildi. Taze hazirlanan preparat
2xSSC,%0.5 Igepal soliisyonuda (37 °C) 15 dakika bek-
letildi. %70, %85, %100’liik etanolde 1er dakika bekle-
tilerek dehidratasyon yapild: ve preparat oda 1sisinda ku-
rutuldu. 10 pl(SE X(DXZ1/Y (DYZ3), Poseidon Satelli-
te Enumeration Probes) prob damlatilarak 22 mm?lik la-
melle kapatildi. Ruber cement ile lamelin etrafi kaplanil-
di. Thermobrite ile 75°C de 5 dk denatiirasyon ardindan
bir gece boyunca hibridizasyon yapildi. Hibridizasyon
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sonrasi yikama igleminde 6nce preparat tizerindeki rub-
ber cement kaldirildi. Preparat sirasiyla 2xSSC /% 0.1 ige-
pal (oda 1s1sinda 2 dakika), 2xSSC /%0.3 Igepal (72 °C 2
dakika), 2xSSC /% 0.1 igepal (oda 1sisinda 1 dakika) so-
lisyonunda yikandi. %70, %85 ve %100 etanolde l'er da-
kika bekletilerek dehidratasyon yapildi. Preparat oda 1s1-
sinda kurutuldu. DAPI/ Antifade uyguland: ve floresan
mikroskop ile analiz yapildu..

Bulgular

Periferik kalti-
ri sonucunda 100 metafaz plagi analiz edildi.
47,XXY(82)/46,XX(16)/46,XY(2) kromozom kurulusu
saptandi (sekill,2,3). Mozaisizm orani 47,XXY(%82)/46
XX (%16)/46,XY(%2) olarak belirlendi.
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Sekil 2: Perferik kan karyotip analizinde 46,XX kromozom kurulusu
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Sekil 3: Perferik kan karyotip analizinde 46,XY kromozom kurulusu

Mozaiklik oraninin daha fazla hiicrede analiz yapi-
larak ortaya konabilmesi amaciyla periferik kan lenfo-
sit kiiltiirine uygulanan Fluoresans in situ Hibridizasyon
(FISH) ¢alismasinda interfaz hiicresi ve metafaz plag:
toplam 550 hiicre analiz edildi. FISH analizi sonucunda
oran XXY(%94.3)/XX(%4.7)/XY(%0.72)/XXXY(%0,18)
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Sekil 4: Periferik kanda FISH analizi ile XXY varlig1. Sekil 7: Deri fibroblast kiiltiriinde FISH analizi ile XX varlig1.
X kromozomuna ait iki adet sinyal (yesil), Y kromozomuna ait tek adet X kromozomuna ait iki adet sinyal (yesil)
sinyal (kirmizi)

Sekil 5: Periferik kanda FISH analizi ile XX varlig1. Sekil 8: Deri fibroblast kiiltirinde FISH analizi ile XXY varlig1.
X kromozomuna ait iki adet sinyal (yesil) X kromozomuna ait iki adet sinyal (yesil) ,Y kromozomuna ait bir adet
sinyal (kirmuizi)

Sekil 6: Periferik kanda FISH analizi ile XY varligi (Solda iistteki  Sekil 9: Deri fibroblast kiiltiirtinde FISH analizi ile XY varlig1.
hiicre).X kromozomuna ait bir adet sinyal (yesil),Y kromozomuna ait X kromozomuna ait biri adet sinyal (yesil) ,Y kromozomuna ait bir adet
bir adet sinyal (kirmizi) Periferik kanda FISH analizi ile XXXY varlig1 sinyal (kirmuizi)

(Sag alltaki hiicre) X kromozomuna ait {i¢ adet sinyal (yesil),Y kromo-
zomuna ait bir adet sinyal (kirmizr)
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olarak bulundu (sekil 4,5,6).

Mozaik kromozom kurulusunun baska bir doku-
da gosterilebilmesi amaciyla da hastaya ait deri fibrob-
last kiiltiiriinde Fluoresans in situ Hibridizasyon (FISH)
caligmasi yapildi. Deri fibroblast kiiltiiriinden elde edi-
len hiicrelerin FISH ¢aligmasinda toplam 71 hiicre ana-
liz edildi. Bu dokuya ait oran XXY (%93) / XX(%5.6)/
XY (%1.4) olarak saptandi (Sekil 7,8,9).

Tartigma

Azospermi , infertil erkeklerin %8’inde goriilen eja-
kulatta komple sperm yoklugudur’. Azospermi obs-
tritktif ve nonobstriiktif nedenli olabilir**. Nonobstriik-
tif azospermide Oncelikle genetik arastirma gereklidir®.
XXY anoploidisi insanda en sik rastlanilan seks kromo-
zom bozuklugudur®

Klinefelter sendromu infertilitenin ensik genetik ne-
denleri arasindadir. Klinefelter sendromu azospermik
erkeklerin %11’inde , infertil erkeklerin %4’tinde goriil-
mektedir** Klinefelter Sendromu bulunan vakalarm yak-
lagik %15’inde karyotip mozaiktir'.

Bizim olgumuzda azospermi mevcuttu. Hastada ola-
st kromozomal an6ploidi siiphesi nedeniyle hastanin pe-
riferik kan 6rneginden gerceklestirilen kromozom ana-
lizinde 100 metafaz plag: analiz ettik ve 82 metafaz pla-
ginda 47,XXY, 16daz metafaz plaginda 47,XXY, 16 me-
tafaz plaginda 46,XX ve 2 metafaz plaginda 46,XY kro-
mozom kurulusu tespit ettik. Mozaisizm oranini 47,XX
Y(%82)/46,XX(%16)/46,XY(%2) olarak belirledik. Mark
H.EL. ve ark. 1999 yilinda mozaik kromozom kurulusu-
na sahip Klinefelter sendrom’lu bir olguda periferik kan-
dan kromozom analizi ile 47,XXY (%58.6) /46, XX (%41.4)
oranini tespit etmisler.Ayni hastada yapilan FISH anali-
XXY((59.5)/XX(%35.2)/XY(%5.3) oranini sap-
tamuglar. Biz olgumuzda periferik kan FISH analizi ile
anoploidi oranini XXY(%94.3)/XX (%4.7)/XY(%0.72)/
XXXY(%0,18) olarak bulduk. Konvansiyonel sitogenetik
analizde saptanmayan XXXY yapisinda tek hiicreye rast-
lanildi.

Ayrica mozaik yapinin konfirmasyonu amaciyla farkl

zi ile

bir doku 6rnegi olarak kullandigimiz deri fibroblast hiic-
re kiiltiirtinde yaptigimiz FISH anaizi ile de 71 hiicrenin
incelemesi sonucunda XXY (%93)/XX(%5.6)/XY(%1.4)
mozaisizm oranina ulagtik. Deri fibroblast kiltiirtinde
XXXY yapisinda hiicreye rastlamadik. Bunun az sayida
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hiicre analiz edebilmemiz nedeniyle olabilecegini diisiin-
dik.

Olgumuzda mozaik kromozom kurulusunda ana
hiicre dizisinin XXY oldugunu, XX ve XY hiicrelerin
XXY hiicrelerden derive oldugunu diisiindiik. HFL Mark
ve ark. (1999) mozaik karyotipe sahip olgularinda da ayni
sonuca varmiuglar.”® Clinkii XX ana hiicre dizisinden XXY
hiicrelerin olugmasi miimkiin degildir. XY hiicrelerden
XXY oranindan fazladir. Bu nedenle ana hiicre dizisinin
XXY oldugunu diisiindiik.

Mozaik olmayan Klinefelter sendromlu olgularda

%90 oranindan fazla azoospermi goriilmektedir. Ferlin A
ve ark. kendi serilerinde bu orani1 % 76.6 olarak tespit et-
misler.> Mozaik olgularda degisken sayida sperm iiretimi
olabilmekedir. Ferlin A. ve ark. kendi serilerinde moza-
ik olgularda azospermi oranini %74.4 olarak tespit etmis-
ler?
Klinefelter sendromu olgularinda nadiren ¢ok az
oranda spermatogeneze rastlanilmaktadir ve bu olgularin
¢ok nadiren spontan olarak ¢ocuk sahibi olabildikleri ra-
por edilmistir'®'® ICSI tekniginin gelismesinden 6nce bu
hastalarin biiyiik ¢ogunlugu fertilite bakimindan umut-
suzdu. ICSI ejakulatta sperm bulunmadig1 sadece testiste
sperm bulundugu durumlarda bile bu hastalarda tireme
firsat1 saglanmaktadir®.

Intrastoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) ilk kez Pa-
lermo ve arkadaslari tarafindan 1992 yilinda uygulanmas,
erkege bagl infertilitesi olan ve daha dnce tedavi edile-
meyen bir¢ok cifte tedavi olanag1 saglamistir.

1996 yilinda Tournaye ve ark. tarafindan Klinefel-
ter sendromlu azospermik bir olgudan testikiiler sperm
ekstraksiyonuyla (TESE) spermatozoa elde edildigi rapor
edilmistir.?! Glintimiizde ICSI Klinefelter sendromlu has-
talarda basariyla uygulanabilmektedir.*® Bir¢ok aragtir-
mada mozaik olmayan Klinefelter olgularinda TESE ve
ICSI yontemi ile bir ¢ok saglikli ¢ocuk dogumu rapor
edilmistir.>*'"** Mozaik karyotipe sahip olgularda da ayni
yontemle basarili sonuglar elde edilmistir.””

Biz olgumuzu yardimeci iireme teknikleri ile yardim
alabilmesi igin bir merkeze yonlerdik.

Sonug olarak infertilite dykiisii olan bireylerde 6nce-
likle periferik kan 6rneginden karyotip analizi yapilarak
varsa andploidinin saptanmasi gerekmektedir. Klinefelter
sendromlu olgulara sahip olduklar1 kromozomal bozuk-
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luk hakkinda ve yardimeci tireme teknikleri konusunda

bilgilendirilmelidirler. Bu olgulara yardimci tireme tek-

nikleri ile ¢ocuk sahibi olabilme sansi varliginda sahip

olabilecekleri ¢ocugun kromozomal kurulusundaki ola-

s1 riskler konusunda da mutlaka genetik danisma 6neril-

melidir.
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