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ICSI BEI

KLINEFELTER-
SYNDROM
XXY) ODER

KLINEFELTER-

MOSAIK

Summary

We report on our experiences with
intracytoplasmic sperm injection
(ICS) in patients whose husbands
have a Klinefelter-syndrom (47,
XXY) or a mosaic Klinefelter.

All 7 Klinefelter patients showed
azoospermia and 5 had elevated
FSH levels. By performing multi-
local testicular sperm extraction
(TESE), in 5 out of 7 Klinefelter
patients we failed to find sperma-
tozoa. In two patients we found
spermatozoa or spermatids being
cryopreserved. So far, 5 treatment
cycles were carried out, and one
wife showed a biochemical
pregnancy after injection of

ZUSAMMENFASSUNG

Wir berichten tiber unsere Er-
fahrungen mit der intrazytoplas-
matischen Spermieninjektion
(ICSl) bei Patientinnen, deren
Ehemanner ein Klinefelter-Syn-
drom oder ein Klinefelter-Mosaik
besitzen. Die 7 Klinefelter-Man-
ner zeigten eine Azoospermie,
bei 5 wurden erhchte FSH-Spie-
gel nachgewiesen. Nach Durch-
fihrung einer testikularen Sper-
mienextraktion (TESE) fanden wir
bei 5 Patienten keine Spermien.
Bei 2 Patienten fanden wir Sper-
mien oder Spermatiden, die
kryokonserviert wurden. Bislang
wurden bei den Ehefrauen 5
Behandlungszyklen vorgenom-
men, wobei sich eine bioche-
mische Schwangerschaft nach
Injektion aufgetauter Spermatiden
entwickelte. Bei den 3 Patienten
mit Klinefelter-Mosaiken fand
sich eine Kryptozoospermie.

frozen-thawed spermatids. All 3
patients with mosaic Klinefelter
suffered from cryptozoospermia.
After 8 treatment cycles there was
one biochemical pregnancy and
one ongoing pregnancy. Prenatal
diagnosis revealed a 46, XX
caryotype of the fetus. We con-
clude from these results that

ICSI is a possible therapeutic
approach for Klinefelter patients,
however, most patients do not
have testicular spermatogenesis
any longer. Because the additio-
nal X chromosome is mostly
omitted in gametes of Klinefelter
patients, the genetic risk for the
following generation is con-
sidered to be low.

Nach 8 Behandlungszyklen kam
es zu einer biochemischen und
zu einer fortlaufenden Schwan-
gerschaft. Die Prdnataldiagnostik
ergab mit 46, XX einen unauffalli-
gen Chromosomensatz des Feten.
Wir schlieen aus diesen Ergeb-
nissen, da® ICSI ein moglicher
Therapieansatz bei Klinefelter-
Mannern ist, viele der Patienten
jedoch keine Spermiogenese
mehr besitzen. Da das zusatzli-
che X-Chromosom in den mei-
sten Gameten der Klinefelter-
Manner nicht mehr existiert, ist
das genetische Risiko fir die
nachste Generation niedrig.

EINLEITUNG

Das Klinefelter-Syndrom [1] ist
genetisch durch ein zusatzliches
X-Gonosom gekennzeichnet, also
durch ein Karyogramm 47, XXY
[2]; berichtet wird auch das
Auftreten noch weiterer X-Gono-
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somen, also z. B. 48, XXXY usw.
[3]. In vielen Féllen besteht eine
hypergonadotrope Gonaden-
insuffizienz [1]. Klinisch kénnen
eine Stammfettsucht vom weib-
lichen Typ, eine Gyndakomastie
und ein mangelhaftes Bart-
wachstum imponieren [4]. Immer
anzutreffen ist ein ausgepragte
Subfertilitat, oft im Sinne einer
(testikular bedingten) Azoosper-
mie [5, 6]. Dementsprechend
findet man auch bei allen Kline-
felter-Mannern einen Kryptorchis-
mus unterschiedlichen Ausmales
[1,4,7].

Durch die Einfiihrung der intra-
zytoplasmatischen Spermien-
injektion (ICSI) mit der Moglich-
keit auch testikulare Spermien
(TESE) zur Fertilisation von Eizel-
len verwenden zu koénnen [8, 9],
ist das Klinefelter-Syndrom aus
sterilitatsmedizinischer Sicht
wieder interessant geworden.
Dies gilt umso mehr, als einer-
seits ICSI/TESE auch bei hyper-
gonadotropem Hypogonadismus
erfolgreich eingesetzt werden
kann, und andererseits erste Un-
tersuchungen vorliegen, wonach
die Spermien von Klinefelter-
Ménnern (sofern tiberhaupt vor-
handen) keine wesentlich erhohte
Aneuploidierate aufweisen, also
das zusatzlich X-Chromosom
offenbar nur selten weitergegeben
wird [10, 11, 12].

Unter diesen Pramissen haben
wir seit Ende 1995 damit begon-
nen, Klinefelter-Manner und ihre
Ehefrauen fiir eine Behandlung in
unserem ICSI-Programm vorzu-
sehen. Uber unsere Erfahrungen
mochten wir nachfolgend be-
richten.
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PATIENTENKOLLEKTIV

Bislang haben wir bei 7 Kline-
felter-Mannern eine Hoden-
biopsie durchgefiihrt; 5 der 7
Patienten waren hypergonado-
trop, alle hatten eine mehrfach
nachgewiesene Azoospermie.
Das Karyogramm aller Kline-
felter-Manner war 47, XXY, bei

5 Patienten wurde dieser Befund
erstmalig durch uns bzw. durch
das veranlalte Karyogramm
erhoben worden (!). Daneben
behandelten wir 3 Ehepaare, bei
denen die Ehemédnner ein Kline-
felter-Mosaik aufwiesen. Auf der
Basis der Karyogramme, die im
peripheren Blut erstellt wurden
(Lymphozyten), fanden sich
folgende Relationen: 1 zu 6

(1 Zelle mit 47, XXY zu 6 Zellen
mit 46, XY), 1 zu9 und 1 zu 14.
Alle Mannern mit Klinefelter-
Mosaiken besalen eine mehrfach
befundete Kryptozoospermie,
einer war leicht hypergonadotrop
(FSH maximal 14 U/I).

\/ORGANGSWEISE UND
TECHNISCHE DURCHFUHRUNG

Da alle Patienten mit Klinefelter-
Syndrom eine Azoospermie auf-
wiesen und infolgedessen eine
Hodenbiopsie (testikuldre Sper-
mienextraktion = TESE) erforder-
lich war, wird unsere diesbezlig-
liche Vorgehensweise nachfol-
gend dargestellt.

Nach einer ausfiihrlichen Bera-
tung und Untersuchung des
Ehepaares durch den Urologen
und Gynakologen erfolgte bei
allen Ehepaaren eine human-
genetische Beratung. Karyo-
gramme des Ehemannes und der

Ehefrau mufiten vorliegen, zudem
wurde bei allen Patienten der
Azoospermiefaktor (AZF) be-
stimmt.

Die Hodenbiopsien wurden vom
Urologen und mit Assistenz durch
den Gyndkologen in der Frauen-
klinik durchgefihrt, und zwar im
eigenen andrologischen OP;
dieser befindet sich unmittelbar
neben unseren andrologischen
Labors. Die Hodenbiopsie erfolgt
routinemalig in Lokalanasthesie.
Sie wird immer multilokal, d. h.
an mehreren Stellen durchge-
fuhrt. Es wird darauf geachtet,
dal die Biopsate moglichst klein
ausfallen. Bei allen Patienten
wurden die Hodenbiopsien
bilateral vorgenommen. Von allen
Biopsaten wird ein Teil fir die
Histologie abgetrennt. Der Rest
wird dann sofort aufgearbeitet,
und zwar mechanisch: Dabei
wird das Gewebe nach Moglich-
keit nicht gequetscht, sondern die
Tubuli ,ausgemolken”. Jetzt
nehmen wir eine erste, orientie-
rende mikroskopische Untersu-
chung vor. Auch wenn keine
Spermien identifizierbar sind,
wird das Praparat in Ham’s F10
aufsuspendiert, pelletiert, noch
einmal aufsuspendiert und
pelletiert. Auf einen Percollgra-
dienten haben wir bei allen hier
behandelten Minnern verzichtet,
da die Ausbeute an Spermien —
wenn tberhaupt — immer sehr
schlecht war. Nach der letzten
Pelletierung erfolgt dann noch
einmal eine mikroskopische
Untersuchung. Wenn Spermien
oder Spermatiden gefunden
werden, wird ein Teil zur weite-
ren humangenetischen Unter-
suchung gegeben, wo die An-
euploidierate der Gameten mit-
tels FISH-Fluoreszenz-in-situ-Hy-
bridisierung) bestimmt wird [13].
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Die Hodenbiopsien erfolgen
immer vor der Behandlung der
Ehefrau, also nicht simultan.
Gerade bei Klinefelter-Mannern,
bei denen man damit rechnen
muls, dal® keine Spermien gefun-
den werden, empfiehlt sich diese
Vorgangsweise. Wenn Spermien
oder Spermatiden zu finden
waren, wurden sie kryokonser-
viert. Die Suspensionen wurden
mit dem Kryoprotektivum
Steritec® (Fa. Steripharm, Berlin)
versetzt, in Straws der Fa.
Minitiib, Landshut, eingefiillt und
mit Kugelchen verschlossen. Zur
Kryokonservierung verwenden
wir das Planer Biomed MR3 Kryo
10 (vertrieben durch Fa. Messer-
Griesheim, Krefeld). Der Abktihl-
bzw. Auftauvorgang ist pro-
grammgesteuert, die Kryokonser-
vate werden in flissigem Stick-
stoff gelagert.

Die technische Durchfiihrung
der ICSI entspricht im wesent-
lichen den Angaben von van
Steirteghem et al. [8] — mit eini-
gen Modifikationen [9]: So wird
auf eine Resuspension in PVP
(Polyvinylpyrrolidon) verzichtet,
wir verwenden eine Suspension
in Ham'’s F10; nach der Injektion
inkubieren wir die Eizellen nicht
unter Ol, sondern in frischem
Medium und achten darauf, dal
moglichst kein Kontakt mit Ol
besteht.

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Hodenbiopsie
sind in Tabelle 1 dargestellt.
Demnach fanden wir bei 5 Kline-
felter-Patienten keine Spermien
oder Spermatiden. Bei einem
Patienten fanden wir (sehr weni-
ge) testikulare Spermien, bei
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die bisher biopsierten Klinefelter-Patienten. Trotz multilokaler Biopsien konnten nur bei 2 Mén-
nern Gameten gefunden werden.

Ergebnis
der Behandlung

entfallt

2 xET

(2 x 4-Zeller);
biochemische
Schwangerschaft

entfallt

entfallt

entfallt

3 X ET (jeweils

3 Embryonen);
keine Schwanger-
schaft bisher

entfallt

Pat. Karyo- Histologie FSH Behandlung
Nr.  gramm (max.) der Ehefrau
1 47, L: Tubuldre Atrophie 25 U/l keine
XXY R: Tubuldre Atrophie und
Sklerose
2 47, L: Tubuldre Atrophie mit fokaler 16 U/l 2 x ELSI (Kryo);
XXY Spermiogenese, Arrest auf Hohe GnRH-Analoga / FSH
der Spermatiden (langes Protokoll)
R: ebenso
3 47, L: Tubuldre Atrophie, nur normal keine
XXY Sertolizellen (SCO)
R: ebenso
4 47, L: Tubulare Atrophie und Sklerose 21 U/l keine
XXY R: ebenso
5 47, L: Ausgedehnte tubuldre Atrophie 64 U/l keine
XXY und Sklerose
R: ebenso
6 47, L: Tubuldre Atrophie mit fokaler 14 U/| 3 xICSI (Kyro);
XXY Spermiogenese GnRH-A/hMG,
R: Tubuldre Atrophie und Sklerose zuletzt FSH
(langes Protokoll)
7 47, L: Tubulire Fibrose und Sklerose normal keine
XXY R: Tubuldre Atrophie, nur

Sertolizellen (SCO)

einem weiteren nur testikulare
Spermatiden. Bei beiden Man-
nern wurden die Biopsate sofort
aufgearbeitet und kryokonser-
viert.

Die Aneuploidierate bestimmten
wir bei den testikuldren Sper-
mien, bei den Spermatiden war
zu wenig Material vorhanden.
Dabei zeigten 10,6 % der unter-
suchten Spermien eine gonoso-
male Aneuploidie (XY oder XX),
der Rest war beztiglich der
Gonosomen nicht aneuploid. Ein
positiver AZF wurde bei keinem
Ehemann gefunden. Die Karyo-
gramme aller Ehefrauen waren
unauffallig.

Bislang fiihrten wir 5 Behand-
lungszyklen bei den Ehefrauen
durch. Zu einer Fertilisation der

Eizellen kam es in jedem Zyklus,
jedes Mal wurde ein Embryo-
transfer (ET) durchgefuhrt. Im 2.
Behandlungszyklus nach Sperma-
tideninjektion (elongierte Sperma-
tiden = ELSI) war am 14. Tag
danach eine biochemische
Schwangerschaft nachzuweisen
(hCG = 56,3 U/I; Prog > 40 ng/
ml; Ostradiol = 1567 pg/ml);
allerdings sanken die Werte
danach ab.

Bei den Ehefrauen, deren Ehe-
manner ein Klinefelter-Mosaik
aufweisen, wurden bislang 8
Behandlungszyklen durchgeftihrt.
Hierbei kam es einmal zu einer
biochemischen Schwanger-
schaftsreaktion (Mosaik 1 zu 14)
und einmal zu einer Konzeption
mit einer bislang fortlaufenden
Schwangerschaft (Mosaik 1 zu 6).

Die Amniozentese ergab fur
diesen Fetus ein unauffilliges
Karyogramm (46, XX).

DISKUSSION

Unsere bisherigen Erfahrungen
zeigen, dall bei manchen Min-
nern mit Klinefelter-Syndrom
noch eine Restspermiogenese
besteht, sodal’ testikulare Sper-
mien oder Spermatiden gefunden
werden konnen. Bei der Mehr-
zahl der Klinefelter-Manner
existiert eine Spermiogenese
offenbar nicht mehr, eine Erfah-
rung, die auch Tournaye et al.
gemacht haben [5]. Bezuglich
einer noch erhaltenen Spermio-
genese bei Klinefelter-Mannern
waren wir urspriinglich optimisti-
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scher, zumal es auch Literatur-
berichte bei Klinefelter-Syndrom
tber Spermien im Ejakulat gibt
[14, 15]. Vermutlich sind dies
eher die Ausnahmen. Bei den
meisten Mannern scheint eine
Spermiogenese nicht mehr zu
existieren. Dies ist auch insofern
nachvollziehbar, als es bekannt
ist, dafs eine mogliche Spermio-
genese, die mit der Pubertat
einsetzt, tber die Jahre hinweg
abnimmt [5]. Es wire deshalb
sinnvoll, bei der Diagnose
Klinefelter-Syndrom moglichst
bald nach der Pubertit eine
Hodenbiopsie durchzufiihren und
die Spermien zu asservieren (in
unserem Kollektiv lag das Durch-
schnittsalter der Manner bei 30,5
Jahren, also mehr als 10 Jahre
spater). Es ist dann durchaus
vorstellbar, daR man bei einer
,frihen” Hodenbiopsie in einem
weitaus hoheren Prozentsatz
Spermien oder Gameten findet,
als dies in unserem Kollektiv der
Fall war.

Bei Klinefelter-Mdnnern liegen
ein oder mehrere zusitzliche
X-Gonosomen vor. Es stellt sich
deshalb die Frage, wie hoch das
Risiko ist, dal® diese oder eine
dhnliche gonosomale Aberration
an die nachste Generation weiter-
gegeben wird. Rein arithmetisch
milten 25 % der Spermien ein
Y-Chromosom, 25 % ein X-Chro-
mosom, jedoch 25 % zwei
X-Chromosomen bzw. 25 % ein
X- und ein Y-Chromosom tragen.
Damit wirde das Risiko — rein
rechnerisch — bei einem Buben
50 % betragen, einen Kinefelter-
Chromosomensatz zu besitzen.
Bei einem Madchen wire eben-
falls eine 50 %ige Wahrschein-
lichkeit fir eine Tripel-X-Kon-
stellation. Wére dem tatsdchlich
so, dann wirden sich im Hinblick

auf die Durchfiihrung einer ICSI
ethische Fragen aufwerfen, die
zumindest eingehend zu disku-
tieren wadren.

Tatsachlich liegen die Verhaltnis-
se jedoch anders. Das tiberzah-
lige X-Chromosom wird nur
selten weitergegeben (dhnlich
wie das Y-Chromosom bei
XYY-Mannern) und wird offen-
sichtlich wahrend der 1. Reife-
teilung eliminiert [10, 11]. So ist
schon seit langerem bekannt, dafs
Klinefelter-Madnner meist mehrere
Keimzellinien besitzen, und
tberwiegend solche ohne das
zusatzlich X-Gonosom [6, 7].
Wie andere Untersucher so
fanden auch wir eine deutlich
niedrigere Aneuploidierate als
oben errechnet, und auch eine
erste Mitteilung zur Praimplan-
tationsdiagnostik bei den so
gezeugten Embryonen zeigt, dal$
die meisten einen unauffalligen
Chromosomensatz besitzen — also
das zusdtzliche X-Gonosom nicht
weitergegeben wurde [12]. Damit
ist festzuhalten, dal® die Embryo-
nen, die nach ICSI mit Gameten
von Klinefelter-Mdnnern gezeugt
wurden, in einem hohen Prozent-
satz einen unauffdlligen Chromo-
somensatz besitzen.

Bei Mannern mit Klinefelter-Mo-
saiken ist die genetische Situation
beztglich der XXY-Zellinien nicht
grundsdtzlich anders. Freilich
existieren hier von vorneherein
auch Zellinien mit einem norma-
len Chromosomensatz; bei allen
hier genannten Mdnnern waren
diese Zellinien deutlich in der
Uberzahl (bis hin zu dem
,schwachen” Mosaik 1/14).
Offensichtlich gentigt auch eine
,schwache” Mosaikkonstellation,
daB sich eine nicht unerhebliche
Subfertilitat auspragt, die — wie
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hier — einer ICSI bedarf [16]. Sieht
man von der Mosaikkonstellation
einmal ab, so unterscheiden sich
die Spermien hinsichtlich der
Fertilisationsraten nicht von dem
ubrigen ICSI-Kollektiv [11, 16].
Auch die Schwangerschaftsraten
scheinen nicht zu differieren —
wenngleich die zahlenmaRige
Erfahrung noch klein ist.

AbschlieBend 14Rt sich feststellen,
daly ICSI eine therapeutische
Option fiir Klinefelter-Manner
darstellt, vorausgesetzt, die
Behandlung kommt nicht zu spat
und die Spermiogenese ist schon
erloschen. Die genetischen
Risiken fir die nachfolgende
Generation sind gering. Zudem
zeigt gerade das Kollektiv der
Klinefelter-Manner, dals eine
humangenetische Abklarung vor
ICSI — insbesondere bei Azoo-
spermie — unabdingbar ist.
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