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1. Introduccio

La seleccié embrionaria i la capacitat de predir el potencial d'implantacié dels embrions és un
factor determinant per I'exit de les tecniques de fecundacio in vitro (FIV). Les elevades taxes
d'embaras multiple i els riscos obstetrics i neonatals que se'n deriven fan que es vulgui reduir el
nombre d’embrions que es transfereixen sense una disminucid excessiva de la taxa d'embaras

(Pandian et al,, 2013) i per aconseguir-ho cal seleccionar molt bé els embrions a transferir.

Actualment hi ha una amplia varietat de metodes per dur a terme aquesta seleccio. Més enlla de
les técniques de deteccié d'anomalies genetiques (PGD), hi ha les tecniques d'analisi
metabolomica (Hardarson et al,, 2012), que tot i tenir una solida base cientifica, tenen una relacié
cost-efectivitat limitada que fa que el seu Us sigui ara per ara restringit. La practica més habitual
per valorar la qualitat embrionaria i dur a terme la seleccid pero, s'ha basat sempre en criteris
morfoldgics. En aquest sentit, en els darrers anys el sequiment morfocinetic de 'embrié mitjangant
la tecnologia de time-lapse (TML) ha aportat la possibilitat d'avaluar dinamicament el
desenvolupament de I'embrié la qual cosa ha permes modificar alguns conceptes i parametres de

qualitat embrionaria classica (Meseguer et al,, 2011).

Cal tenir en compte que factors intrinsecs dels gametes com I'edat materna (Rubio et al., 2007) o
els defectes genetics (O'Shea et al, 2012) i factors extrinsecs com els protocols d'estimulacié
(Farquhar et al,, 2013) i les condicions de cultiu dels embrions (Kleijkers et al., 2014) poden marcar

difereéncies en el desenvolupament embrionari i en la capacitat d'implantacio de I'embrio.

Per tal d'interpretar i comprendre els resultats obtinguts en quan al desenvolupament embrionari
primerenc explicarem conceptes com la maduracié de l'oocit i la serie d'esdeveniments que tenen

lloc durant la fecundacio, activacié del zigot i el posterior desenvolupament embrionari.

1.1. La maduracio oocitaria

Es important que I'odcit adquireixi en la seva formacié i maduracio tots els elements necessaris per

una correcta fecundacio i desenvolupament embrionari. Les primeres fases del desenvolupament



embrionari fins a l'activacié del genoma de I'embrié depenen estrictament de les reserves de
l'oocit, i per tant el correcte desenvolupament de l'embrié estara lligat a la qualitat i la
competencia de l'oocit. Al llarg de la formacié i maduracié de I'oocit s'aconsegueix un reservori de
MRNA matern i proteines determinants perquée l'oOcit sigui capa¢ de completar la meiosis,
d'assegurar una penetraci6 monoespermatica, de descondensar el cap de I'espermatozoide, i de
fer progressar el desenvolupament embrionari i d'assolir estadis posteriors (Swain and Smith,

2007).
1.1.1. Acci6 de les gonadotropines en la maduracié de I'oocit

El cicle menstrual consta de dues fases: la preovulatoria o fol-licular i la postovulatoria o [Utia
(Figura 1). Sota lefecte de les hormones pituitaries, la hipofisi segrega I'hormona fol-licle
estimulant (FSH) i la luteinitzant (LH), que seran les encarregades de la progressio del

desenvolupament fol-licular.

L'ovari té els fol-licles preantrals en repds fins que I'FSH provoca el creixement fol-licular antral
d'alguns fol-licles que passaran a trobar-se en estadi “precursor” i en disposicié d'entrar en la fase

final de maduracio.

El reclutament del fol-licle d'on prové 'odcit madur es déna des del cicle anterior. En cada cicle
menstrual es dona un pic d'LH que provoca l'ovulacio, i un cop s'inicia la involucio del cos Iuti i
una disminucié de la producci¢ d'estrogens, progesterona i inhibina, hi ha una elevacio inter-cicle
de I'FSH (12 dies després del pic d'LH) que recluta fol-licles per a la seva maduracio. Aquesta cohort
de fol-licles reclutats sén els que 2 mesos enrere van abandonar el conjunt de fol-licles en repos
per passar a estadi precursor. Dels fol-licles reclutats per I'FSH, només un sera seleccionat com a
"dominant” durant la fase fol-licular avancada. El follicle dominant és aquell en el qué les cél-lules
de la granulosa responen millor a I'FSH, la qual cosa li permet adquirir primer la capacitat de
secretar estrogens. Els estrogens i la inhibina secretats per aquest follicle exerceixen una
retroalimentacio negativa sobre la secrecié d'FSH, i com a conseqUencia s'atura el creixement dels
fol-licles amb menor capacitat de resposta a I'FSH, involucionant cap a l'atresia. Pel que fa a I'LH, si
bé en la primera meitat del creixement fol-licular no juga un paper important, és clau en la
maduracié follicular i oocitaria. Els fol-licles en fase de desenvolupament necessiten un nivell d'LH
suficient perque les cellules de la teca i de la granulosa proliferin i secretin factors endocrins
(estrogens) i paracrins de creixement i diferenciacié. Si pel contrari, i de forma anormal, se supera
un llindar maxim d'LH, es pot desencadenar la luteinitzacid i atresia prematura del follicle

preovulatori.
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Una vegada el follicle arriba a la fase de maduresa preovulatoria, la secrecié d'estrogens
augmenta molt i rapidament. Aquest pic d'estradiol té una retroalimentaci® positiva sobre la
secrecio d'LH per part de la hipofisi, desencadenant un pic preovulatori d'LH (i també en menor
grau d'FSH). L'LH activa via MAPK la ruptura de les unions intercel-lulars de les cél-lules de la
granulosa i la ruptura de la paret del fol-licle, I'alliberacié de I'oocit i la formacié del cos luti. El pic
d’'LH atura també el desenvolupament dels follicles menys madurs que havien estat reclutats,

desencadenant la seva luteinitzacio prematura i/o atresia.

The menstrual cycle
follicular phase luteal phase

menstruation

follicular %
davelopment

estrogen /
7

pituitary and
carian FSH e /
harmone levels f""":l.— s

a 2 4 & B 10 12 14 16 18 @20 22 24 26 28
days af manstrual oycla

Fig 1. Cicle menstrual huma. Variacions en la concentracio de les hormones hipofisiaries FSH i LH i
les  ovariques  esteroidees  Estrogens i Progesterona al llarg del cicle

(http://www.reproduccion.com/reproduccion/ciclo-menstrual/).

En un cicle de FIV es realitza una estimulacié ovarica per reclutar el major nombre d'odcits de
bona qualitat per tal de maximitzar les possibilitats d'embaras. El procés s'inicia a través d'una
inhibicid hipofisiaria amb analegs o antagonistes de la GnRH sequit d'un aport exogen de

gonadotrofines.



1.1.2. Represa de la meiosis

L'oocit no adquireix la capacitat de reprendre la meiosi des de dictiote i progressar en la meiosi
fins a MIl fins assolir el maxim del desenvolupament fol-licular. En la represa de la meiosi el
desencadenant principal és I'efecte de I'LH sobre els nivells d’AMPc. Durant I'aturada en profase |,
I'AMPc actua sobre la PKA, que al seu torn via Cdc25 (Oh et al, 2010) manté inactiva la CDK1,
subunitat reguladora de I'MPF. L'augment d'LH provoca la distensio de les unions intercel-lulars
de les cellules de la corona que envolten I'o0cit i aixo fa que es tanquin les unions en escletxa que
els comuniquen. Com a consequencia, I'AMPc procedent de les cel-lules fol-liculars no pot entrar a
I'oocit i la fosfodiesterasa oocitaria degrada I'AMPc intracel-lular provocant-ne una disminucié en la
concentracio. La baixada d'AMPc inactiva la PKA, i per tant la Cdc25 no és fosforilada i com a
consequéncia, s'activa. La Cdc25 activa defosforila la CDK1 que és la subunitat reguladora de I'MPF

la qual cosa fa que s'activi I'MPF i progressi la meiosi fins a Metafase | (Figura 2).

AMPc AMPCc
PKA - PKA
MPF Inactiu v MPF Actiu
®@ee Cdc25 ®
ICch | > |Cdc2 |
CyB < CyB
Myt1

Fig 2. Diagrama de la cascada de senyalitzacio de I'AMPc i el seu efecte en l'activitat d'MPF de

I'o0cit.

Posteriorment l'activitat de I'MPF caura per accié del complex promotor de l'anafase (APC) i
s'avancara fins anafase i telofase per entrar en Mll, fase en la qual experimenta una segona aturada.

La responsable d'aquesta segona aturada és la MAPK, ja que esta implicada en la inhibicié de
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I'APC. L'APC ubiquitinitza la ciclina B (CyB) que és el component actiu de I'MPF. La MAPK exerceix
una doble accié per tal de que el MPF es mantingui actiu i la meiosi s‘aturi a Mll: per una banda
inhibeix I'APC impedint que es degradi I'MPF, i per altra banda inhibeix Myt1 mantenint MPF actiu
(Figura 3).

MPF Inactiu MPF Actiu
ONCNG) Cdc25 ®
|.Cdc2 I > |Cdc2 |
CyB <
J Myt1 CyB

APC

Fig 3. Diagrama de cascada d'actuacié de la MAPK i 'APC i el seu efecte en l'activitat d'MPF de

I'o0cit.

L'aturada a profase | de I'oocit i la represa de la meiosis actuen com un element de control de la
qualitat oocitaria, ja que es recupera el mecanisme de blogueig de la G2 per a la reparacié de
danys del DNA i dels punts de control respectivament (Bassermann et al., 2008; Solc et al., 2010).
En el cicle cellular en general, hi ha un control de la cél-lula sobre danys en el DNA; tant en la
doble com en la cadena simple de DNA. La cellula atura el cicle cel-lular i repara els danys i, en cas
que no sigui capa¢ de fer-ho, es desencadena una resposta d'apoptosis per eliminar la cellula
malmesa (Ciccia and Elledge, 2010). En la transicio entre les fases G1/S i G2/M, els mecanismes de
reparacio de la doble i simple cadena DNA es donen activant les quinases ATM i ATR (Reinhardt

and Yaffe, 2009: Smith et al,, 2010).
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L'aturada a profase | de I'odcit i la represa de la meiosis actuen com un element de control de la
qualitat oocitaria ja que es recupera el mecanisme de bloqueig de la G2 per a la reparaci¢ de

danys del DNA i dels punts de control respectivament (Bassermann et al., 2008; Solc et al,, 2010).

A nivell del cicle cellular de I'oocit es desencadena I'apoptosis si no hi ha hagut fecundacio. A G1
del cicle cel-lular es déna la transcripcio del factor p53 (Bartek and Lukas, 2007) que atura el cicle
cellular bloguejant la transicié G1/S (Mirzayans et al.,, 2012) per reparar el DNA. Si no és possible
reparar-lo amb éxit, p53 porta a la cél-lula cap a I'apoptosis, a través de la transcripcioé de gens pro-
apoptotics (Meulmeester and Jochemsen, 2008). Pel que fa a la fase G2, la reparacié del DNA i
I'aturada de l'entrada a la fase M, requereix la inactivacid per fosforilacio la CiclinaB-CDK1

implicades en la progressié cap a la fase M (Boutros et al., 2007).

1.1.3. Qualitat oocitaria en TRA

En les tecniques de reproduccié assistida (TRA), concretament en la FIV, els tractaments
d'estimulacio de I'ovulacié pretenen aconseguir el maxim nombre d'oodcits madurs. Una correcta
maduracié de 'oocit implica la sincronia entre la maduracié nuclear i la citoplasmatica (Krisher et
al., 2004) i permet que I'oocit esdevingui competent. Una maduracio citoplasmatica insuficient no
permetra I'adequada activacid del genoma embrionari i impedira la transicid del control del
desenvolupament de matern a embrionari, provocant errors en el desenvolupament embrionari
posterior (Vassena et al,, 2003). Aixi doncs existeix una clara relacio entre la correcta maduracio de

I'oocit i la qualitat del desenvolupament de I'embrié que se'n deriva.

Pel que la fa a l'associacié entre la qualitat de I'oocit i la qualitat embrionaria, sén molts els estudis
que I'nan abordat. Per tal de saber quins oocits donaran lloc a embrions de millor qualitat, cal tenir
en compte la taxa d'implantacié i de nen nascut, i per tant cal preservar la viabilitat de I'oocit. Per
tant, només podrem utilitzar una série d'indicadors de la qualitat oocitaria que no comprometin la
seva viabilitat. Aquests indicadors son l'aspecte del cimul oofor, la morfologia del corpuscle polar
(CP), i aspectes morfologics de l'oocit tals com l'espai perivitelli, la zona pel-lucida o, més

internament, la uniformitat del citoplasma i la localitzacio del fus meiotic.

El cdmul oofor presenta bona morfologia quan les seves cél-lules presenten un ooplasma

transltcid i no granulds i la disposicié d’aquestes és radial respecte 'odcit.

Un oocit de bona morfologia és aquell que té una forma esférica, una zona pel-ldcida regular, un

corpuscle polar intacte, i un citoplasma translicid i homogeni sense inclusions. El citoplasma fosc i
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granulés en presencia de cossos refractils s'ha relacionat amb major taxes d'aneuploidia i baixes
taxes d'embaras (Van Blerkom and Henry, 1992; Serhal et al, 1997; Xia et al, 1997), mentre que
altres estudis ho contradiuen (Balaban et al., 1998; Kahraman et al, 2000). La influéncia de la
morfologia del corpuscle polar pel que fa a la qualitat oocitaria en quant a la mida (gran o no),
forma (rodé/ovoide) i integritat (fragmentat o no) també esta en entredit. Mentre hi ha estudis
que ho relacionen amb la qualitat embrionaria, el desenvolupament fins a blastocist i la taxa
d'embaras (Xia et al,, 1997; Ebner et al,, 1999; 2002), no és aixi en altres publicacions (Balaban et al,,
1998; Ciotti et al.,, 2004). També s’han descrit dimorfismes en l'espai perivitelli en quant a la mida
(augmentat o no) i contingut (presencia de particules o debris) (De Sutter et al, 1998) amb una
relacid contradictoria amb el desenvolupament embrionari. La morfologia de la zona pel-ldcida
pel que respecte a l'estructura i gruix s'ha observat (Gabrielsen et al, 2001) i quantificat amb
I'ajuda de la microscopia de llum polaritzada relacionant-se també amb qualitat embrionaria,

embaras i implantacio (De Santis et al.,, 2005; Montag et al., 2008).

L'estructura interna de l'odcit esta formada per membranes, microtdbuls, microfilaments i altres
components del citoesquelet (Oldenbourg, 1999). Aquestes estructures les  conformen
macromolecules que sén molt refringents a la llum polaritzada i aquesta caracteristica permet
que, mitjancant aquesta tecnologia, puguem estudiar el seu dinamisme sense comprometre la

viabilitat de I'oocit (Wang et al.,, 2001).

Aixi, estudis de videocinematografia associada a microscopia de llum polaritzada revelen que el
fus és una estructura dinamica i que en telofase | desapareix durant 40-60 min per tornar a formar-
se durant la Metafase Il. Els oocits madurats in vivo presenten el fus visible en un 80% dels casos
(Shen et al, 2005). Els resultats de la inseminaci¢ dels oocits on s'observa la presencia de fus
respecte I'o0cit que no el presenta, ho han relacionat amb majors taxes de fecundacié (Rienzi et
al., 2005; Madaschi et al., 2008; Kilani and Chapman, 2014), mentre que altres autors no observen
aquesta relacié (Moon et al,, 2003; Fang et al., 2007). En la majoria d'odcits en els que no s'observa
la presencia del fus, aquest es reestructurara passades 2 hores, pero si transcorregut aquest temps

el fus no s'ha reestructurat, la taxa de fecundacié sera menor (Montag et al., 2006).

La localitzacio del fus és també un factor a tenir en compte havent de ser adjacent al CP. Un
desplacament del fus respecte la zona adjacent al CP, s’ha relacionat amb diferencies en la taxa de
fecundacio quan l'angle CP-fus és superior a 90° (Rienzi et al., 2003). De tota manera, es postula
que les variacions en l'angle poden ser degudes també a un simple desplacament de I'oocit dins

la zona pellucida durant la denudacié mecanica de les cel-lules del cimul en la preparacio per la
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microinjeccié espermatica (ICSI). Per altra banda, és possible que l'odcit en anafase tardana o
telofase |, tot i presentar corpuscle polar, mantingui encara un pont entre el citoplasma i el
corpuscle. Si en aquesta situacio es microinjecta I'espermatozoide, es desestructurara el fus i, com
a consequéncia, és molt probable que es formin 3 pronuclis (PN) i s'alteri la fecundacié (Picinato et

al, 2014).

Quant a la relacié entre la preséncia de fus i el desenvolupament embrionari, aquesta no esta tan
clara. Mentre que alguns estudis ho relacionen amb una major competéncia en dia 3 (D+3)
(Madaschi et al., 2008) i capacitat de formacié de blastocists (Rama Raju et al., 2007), no és aixi en
altres treballs (Picinato et al, 2014). En quant a la relacié entre la presencia del fus i las taxes
d'embaras i d'implantacié també s’han publicat estudis contradictoris (Chamayou et al., 2006;

Coticchio et al,, 2010; Picinato et al., 2014; Kilani et al., 2014).

1.2. Desenvolupament embrionari en I'estadi de zigot

Per analitzar els resultats obtinguts en el nostre treball és important coneixer la serie
d'esdeveniments que han tingut lloc al llarg del desenvolupament embrionari en I'estadi de zigot.
L'oocit s'activa després de la fecundacié i es déna la reaccio cortical, encarregada d'impedir la
polispermia. A partir d'aquest moment, es posen en marxa els mecanismes de finalitzacio de la
meiosi i d'extrusio del segon corpuscle polar. Seguidament es formen els pronuclis, i és a partir
d'aquest moment que ja és valorable si hi ha hagut una correcta fecundacié de l'odcit. Existeix
tota una serie de classificacions del zigot en base a la morfologia dels pronuclis que han estat
I'objecte de la nostra tesi. Després de la formacié de PN, el zigot continua desenvolupant-se i té
lloc la primera divisié mitotica de I'embrid, també objecte del nostre estudi i pas important del

desenvolupament embrionari.
1.2.1. Activacio del zigot

L'activacio del zigot es déna a partir de la fusié de les membranes de l'odcit i I'espermatozoide i
inclou un gran nombre de canvis morfologics i bioquimics (Yanagimachi, 1994; Schultz and Kopf,
1995). Aquests canvis van associats a oscil-lacions en la concentracié de Ca** intracellular (Miao
and Williams, 2012) i inclouen l'exocitosi dels granuls corticals per bloquejar la polispérmia en
primer lloc, aixi com la represa de la meiosi i la formacié dels pronuclis, i també el reclutament de

MRNA matern i I'inici de les divisions mitotiques (Malcuit et al., 2006).
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La primera pujada de Ca**es déna gracies al PLC(, una isoforma de la PLC que es troba lliure en el
citosol de l'espermatozoide i que s‘allibera per l'efecte de la fusid de les membranes en la
fecundacio (Swann et al, 2012). Seguidament s'activa en I'oocit madur la via de senyalitzacio
cel-lular dels fosfolipids inositol alhora que es despolaritza transitoriament la membrana oocitaria

provocant un blogueig primari de la polispérmia (Carroll et al., 1994).

La PLCC hidrolitza el PIP2 de la membrana en IP3 i DAG (Ducibella 1996; Sun 2003). Per altra
banda, I'P3 provoca lalliberacidé de més Ca** obrint-ne els canals dels reservoris interns
subcorticals. En augmentar la concentracioé de Ca**intracel-lular s'indueix I'obertura dels canals de
K*, que surt cap a l'exterior de l'oocit a favor del gradient, produint la perdua de carregues

positives i la primera hiperpolaritzacio (primera baixada del potencial de membrana).

Per altra banda, i també com a conseqUéncia de l'augment en la concentracié6 de Ca’*
intracel-lular, es produeix un alliberament de calci induit pel propi calci (CICR). L'increment de la
concentracio de Ca*"intracel-lular dispara un seguit de mecanismes per retornar a la concentracié
inicial. EI Ca**alliberat s'uneix a la calmodulina provocant un canvi conformacional en la CaMK |l
que fosforila els receptors d'IP3 (IP3R) inhibint-los (Miyazaki et al, 1993). D'altra banda, a certa
concentracio critica de calci en el citoplasma, les ATPases calci-dependents del reticle
endoplasmatic (Lechleiter et al, 1998; Schuster et al, 2002) expulsen el Ca** de la cel-lula o el
deriven als reservoris (Van Blerkom et al., 2002; Dumollard et al., 2006). En disminuir la concentracio
de Ca’*, novament es tanquen els canals de K*, recuperant-se el potencial de membrana per accié
de la Na*/K* ATPasa, despolaritzant-se aixi la membrana. Aquest fet causa 'obertura dels canals de
Ca’**extracel-lulars voltatge-dependents (VOTCCs), reiniciant-se el cicle. Aquesta hiperpolaritzacio-
repolaritzacié de la membrana manté les oscil-lacions de Ca?* durant les hores que segueixen la

fusio oocit-espermatozoide.

Parallelament als canvis ionics, el DAG fruit de la hidrolisi del PIP2, activa la PKC, la qual promou
I'exocitosi dels granuls corticals (Miao and Wialliams, 2012), I'extrusio dels segon corpuscle polar

(Gallicano et al,, 1997) i remodela el citoesquelet intern de 'oocit (Gallicano et al. 1995).

Aquesta activacié de l'oocit és imprescindible pel desenvolupament embrionari per tant,
I'activacio de I'oocit també s'ha de donar en la técnica de la microinjeccié espermatica (ICSI). En
aquest cas, les primeres oscil-lacions es donen com a consequeéencia de I'aspiracié mecanica del

citoplasma en el moment de I'lCSI (Tesarik and Sousa, 1994).
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1.2.2. Reaccio cortical

Una de les conseqiencies més immediates de |'activacio de I'oocit és la induccio de la reaccid

cortical que té com a finalitat evitar la polispermia o entrada de més d'un espermatozoide a I'o0cit.

Novament les oscil-lacions del Ca?*son el desencadenant, a través de l'activacio de la CaMKIl que
exerceix una doble accié. Per una banda, fosforila les proteines de lligam o tethering de la
superficie dels granuls corticals que els uneixen al citoesquelet, fent que aquestes s'alliberin.
Altrament, activa la quinasa que fosforila la cadena lleugera de la miosina (MLCK), induint aixi el
transport dels granuls corticals a una ubicacio propera a la membrana plasmatica on alliberaran el

seu contingut (Wu et al,, 2006).

Els oocits madurs contenen gran quantitat de granuls corticals al cortex del citoplasma. N'hi ha de
2 tipus, uns que buiden el seu contingut a l'ooplasma per bloguejar la polispérmia i uns altres de
menor diametre que es creu que podrien estar implicats amb la rotacio de I'ooplasma en I'extrusio
del segon CP (Sathananthan et al,, 1985). Els granuls corticals contenen enzims que s'alliberaran a
I'espai perivitelli modificant I'estructura i composicid de la membrana plasmatica i la zona
pel-ldcida (ZP) de I'oocit. Primerament, es dona la hidrolisis de la glicoproteina ZP2 (Morales et al.,
1989) perque ja no sigui reconeguda per l'acrosina d'altres espermatozoides, la qual cosa
impedeix la penetracio de la ZP per part dels espermatozoides supernumeraris. Parallelament, es
ddéna la modificacié de la glicoproteina ZP3 la qual cosa impedeix el reconeixement i la induccié

de la reaccié acrosomica de nous espermatozoides (Ducibella et al., 1990).
1.2.3. Finalitzacio de la meiosis i extrusio del segon corpuscle polar

La finalitzacid de la meiosis Il compren la represa la meiosis des de MII, la separacid de les
cromatides germanes i I'extrusié del segon CP. La finalitzacié de la meiosis també depen de les
oscil-lacions de Ca**. Sembla que la CaMKIl exerceix una doble accio: per una banda regula la
inhibicio del factor citostatic (CSF), encarregat de mantenir I'oocit aturat en MIl (Lorca et al,, 1993).
En aquest sentit, la proteina Mos forma part del CSF regulant I'activitat de la MAPK i estabilitzant
I'MPF (Tunquist and Maller, 2003). D'altra banda la CaMKIl activa I'APC provocant l'extrusié del

segon CP en fer disminuir I'activitat d'MPF.

La cellula progressa de MIl a anafase i telofase, produint-se I'extrusio del segon corpuscle polar
normalment adjacent al primer (Levi et al, 2011). Amb la incorporacié de la tecnologia de

videocinematografia s'ha pogut observat que l'extrusid es produeix 4h post-ICSI (Boada et al,
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2012). Amb I'extrusio del segon CP es finalitza la meiosis femenina i s'inicia la formacié del PN

femeni.

Anomalies en aquests processos poden resultar en la preséncia de 3PN degut a una retencié extra
del segon CP (Flaherty et al,, 1995), la formacié de petits PN femenins degut a una segregacié dels
cromosomes incorrecta (Asch et al, 1995), o una absencia completa del PN femeni (Asch et al,

1995).

El 80% de les aneuploidies de I'embrié son d'origen matern (Hassold and Hunt, 2001). Gran part
dels errors en la segregacio dels cromosomes en la oogenesis es donen en la meiosis |, perd
estudis en ratoli i humans demostren que, amb l'edat, s'incrementa el risc d'errors meiotics en
I'anafase Il (Vogt et al, 2008). Aixi, hi ha evidencies de que l'estat del fus meiotic i el seu
funcionament es veuen afectats per l'edat materna, induint una separacié preco¢ de las
cromatides (Mailhes and Young, 1998), reduint l'expressid dels gens que controlen el fus

(Steuerwald et al,, 2005) i la seva degeneracié (Eichenlaub-Ritter et al., 1988).
1.2.4. Formacio dels pronuclis

Parallelament a la reactivacio de la meiosis femenina s'inicia la formacié del PN masculi. El cap de
I'espermatozoide es descondensa abans de l'extrusid del segon corpuscle polar i desapareix la

membrana nuclear.

Un cop el contingut espermatic queda lliure en l'ooplasma, es descondensara la cromatina
d'origen masculi (Poccia and Collas, 1997). La cromatina de I'espermatozoide es troba altament
condensada, empaquetada en protamines i aixod la fa transcripcionalment inactiva. EIl DNA es
descondensa per la ruptura dels ponts disulfur entre protamines, s'envolta de membrana
pronuclear i entra en fase S. Durant aquesta fase, les protamines son substituides per histones
d'origen femeni en el seu pas per la forquilla de replicacié (MclLay and Clarke, 1997). Les noves
histones incorporades al genoma patern seran hiperacetilades per accié de les HATs, la qual cosa
permetra |'expressio del genoma patern en el que es coneix com la fase menor d'expressid genica
del zigot. La cromating, ara ja descondensada, és accessible a les RNA polimerases i als factors de
transcripcio. La nova envolta nuclear és necessaria per la sintesis de DNA (Spann et al. 1997), aixi
com per a la importacio de proteines i I'exportacié d'RNA. El PN masculi resultant, rapidament sera
capag d'efectuar transport nuclear, sintesis de DNA i sintesis d'RNA (Andeol, 1994). El PN masculi
es formara sempre al centre de l'oocit, mentre que el femeni ho fara adjacent al primer CP, a prop

del fus mitotic (Payne et al., 1997).
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Al cap de 6 hores post-fecundacié disminueix l'activitat MAPK, la qual la qual cosa permet la
formacié dels PN. Les oscil-lacions de Ca?*s'allarguen fins aquest moment (Figura 4) ja que la PLCC
té un Nuclear Localizing Signal (NLS) que l'introdueix al nucli provocant l'aturada definitiva de les

oscil-lacions de Ca?* (Lee et al., 2006).
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Fig. 4. Increment i davallada dels nivells de MPF (blau) i MAPK (vermell) al llarg de I'activacié de

I'oocit i del zigot.

A diferéncia del PN masculi, les histones del PN femeni es troben metilades, i per tant la cromatina
silenciada. A partir de la fecundacio, els 2 pronuclis epigeneticament diferents coexisteixen en el
mateix ambient cel-lular dominat per factors oocitaris. EIl DNA patern és desmetilat rapidament i
s'activa en el zigot abans de la primera divisio cellular per accié de les TET (Zhang et al,, 2010). Es
pensa que els primers gens que es transcriuran en el PN masculi sén gens supressors de
I'apoptosis. Després d'aquesta primera fase d'expressié del PN masculi, coneguda com a fase
menor, les histones son desacetilades i metilades i el PN masculi esdevé silenciat (Oswald et al,,

2000).

Per contra, el DNA matern és desmetilat de forma passiva durant les subseqients divisions

embrionaries, presumiblement pel manteniment d’'una baixa concentracié de la metilasa DNMT1
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que metilaria exclusivament els gens imprintats, provocant una hemimetilacié progressiva dels
gens materns al llarg de les successives divisions embrionaries. Aixi doncs, la metilacio del DNA es
dona de manera diferencial en els 2 PN. Aquesta situacio es manté fins I'estadi de morula, on es

produeix un canvi radical en el patré de metilacié embrionari (Santos et al.,, 2002).

Veiem doncs que les primeres divisions embrionaries presenten canvis en la distribucié de les
histones i modificacions d'aquestes (Ooi and Henikoff, 2007). Gran part del genoma és desmetilat
en l'estadi de morula (Mayer et al, 2000; Santos et al,, 2002), i subseqlientment remetilat quan
s'acosta el moment de la implantacio (Monk et al.,, 1987; Santos et al.,, 2002). Aquesta metilacié “de
novo” és activa i diferencial entre les céllules que es diferenciaran en la massa cellular interna i el
trofoectoderm. Aquesta remetilacié tampoc afecta als gens imprintats, que es mantenen metilats
fins a la seva expressio en el desenvolupament embrionari posterior (Stoger et al., 1993; Tremblay
et al, 1995). En aquest sentit, durant les TRA la metilacié “de novo” es podria veure afectada per les
condicions artificials del cultiu in vitro. Cal afegir que hi ha estudis epidemiologics que descriuen
un increment moderat de sindromes causat per anomalies epigenétiques en la poblacié de nens

concebuts amb TRA (Eroglu et al,, 2012).

El moment aproximat en els que es donen la successio d’esdeveniments que tenen lloc en el zigot

després de la inseminacio es recull en la Figura 5:

* lafase G1 comenca amb la represa de la segona divisié meiodtica i I'extrusio del segon CP.
Molts zigots inicien la fase G1 3 hores post-inseminacio (hpi) (especialment els inseminats
per ICSI) i s'acaba normalment sobre les 14 hpi.

* Els pronuclis apareixen en la transicié de la fase M de la meiosi Il a la fase G1 de la primera
divisio mitotica (Balakier et al., 1993a).

* Sintesis de DNA s'inicia entre 8-14 hpi i s'acaba 14-24 hpi.

e Els primers zigots que entren en fase G2 ho fan 12 hpi i s'allarguen fins 30-31 hpi.

e |Ladurada de lafase M és relativament constant (3-4h).

* |acondensacié dels cromosomes comenca 17-18 hpi .

* |adesaparicid dels PN 22-30 hpi.

Variacions en duracio de la fase Si G2 entre els zigots reflecteixen I'assincronia en la durada del
primer cicle cellular, una aturada o endarreriment o canvis en el moment de l'entrada de

I'espermatozoide (Capmany et al., 1996).
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Fig 5. Cicle cellular en les hores que segueixen la fecundaci¢/inseminacio (hpi). Modificacio de

Plachot et al., 2000.

La correcta fecundacio de l'oocit es determina amb la presencia de 2PN i 2CP, aixi com mitjancant
I'observacio de la mida i posicio relativa dels PN i la distribucié dels precursors nucleolars (NPB) de

dins de cada PN.

Quant a la morfologia dels PN, en l'interior dels PN s'observa la cromatina i els NPBs. Aquests son
unes estructures intranuclears electrodenses, homogenies i lleugerament filamentoses, el nimero,
mida i localitzacio dels quals varia al llarg del desenvolupament dels PN. Primerament es troben
dispersos dins de cada PN i posteriorment es polaritzen o disposen a la zona adjacent a I'altre PN
per tal que els cromosomes quedin correctament posicionats. Mentre els PN son visibles ens

trobem en fase de sintesi o fase S, on es dona la replicacio del DNA.

Amb els PN encara visibles el centriol proximal masculi es duplica i cadascun d'ells es desplaca a
pols oposats del fus. A continuacio els cromosomes masculins i femenins es condensen i s'alineen
en la placa metafasica de la primera divisio mitotica. Aquest fet que coincideix amb la desaparicid
sincronica de les membranes pronuclears i amb la transicio de la fase G2 a la fase M de la primera
mitosis, es coneix amb el nom de sincronitzacié metafasica o singamia (Sathananthan et al., 1998).
Les cromatides germanes es separen a l'anafase i la primera divisid continua, donant lloc a 2

cel-lules germanes que contenen els primers nuclis embrionaris (Tesarik and Kopecny, 1989a).
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La naturalesa dels NPB es diferencia dels nucléols en quant a morfologia, composicié quimica i
funcié. Hi ha components fibrillars i granulars tipics nucleolars que no es troben en els NPB. A

més, en els NPB no hi ha sintesi ni processament de RNA ribosomal (Tesarik and Kopecny, 1990).

Fig 6. Formacio dels PN per videocinematografia. A: 2.9 hpi, extrusio del 2on CP. B: 5.9 hpi, aparicid
dels PN. C: 6.9 hpi, migracio dels PN. D: 9.6 hpi: juxtaposicié de les membranes dels PN; E: 15.1 hpi:
augment de mida dels PN; F: 17.9 hpi: moviment dels NPB i rotacié dels PN; G: 23.4 hpi: rotacié dels
PN; H: 25.9 hpi desaparicié PN.

S'ha vist que és necessaria la presencia temporal de la cromatina en 'acoblament dels NPB per
donar la nucleologénesis. Aquesta consta de 2 passos: en un primer pas la cromatina
transcripcionalment activa esta present en I'acoblament dels NPB i en un segon pas, la cromatina
es retira de les estructures resultants i roman quiescent durant 2 cicles cel-lulars, fins que s'activa
per convertir els NPB en nucléols capacgos ara de sintetitzar RNA ribosomal (Tesarik and Kopecny,

1990).

S'han observat diferents estadis de formacié dels NPB que s'han associat a diferents estadis de
transcripcid de DNA i sintesis de RNA. En un primer i segon estadi ultraestructural dels NPB en el
PN masculi, no hi ha cromatina associada al NPB propiament dit. En aquestes fases on els NPB sén
petits de mida i es troben en major nombre que en estadis posteriors, no hi ha ni replicacié de
DNA ni sintesi de RNA ni DNA. No sera fins estadis posteriors del NPB, estadis 3 i 4 que hi ha
cromatina lliure associada al NPB. Es en l'estadi 3 del NPB que es déna una sintesi de RNA,
necessaria perquée el NPB completi el seu desenvolupament (Tesarik and Kopecny, 1989a). Si la
sintesi de RNA continua o no en estadi 4 no esta clar, perd la cromatina associada als NBP no

només exerceix una funcié dacoblament i lligam entre els NPB, sind que és clau en el
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desenvolupament, estructuracio i maduresa dels PN. En estadi 4 és quan es considera que el NPB,
ara ja més gran de mida i amb cromatina lliure associada al NPB, ja ha finalitzat el seu
desenvolupament ultraestructural. Es en aquest estadi quan es considera que el PN ja esta
totalment desenvolupat, i és en aquest moment, unes 12h després de la fusio dels gametes, que

s'inicia la fase de sintesi o fase S (Tesarik and Kopecny, 1989b).

Quant a la cromatina que esta associada als NPB, aquesta es disposa de forma diferencial
depenent del moment de desenvolupament i de la seva funcionalitat. Per una banda els
cromosomes de cada pronucli adopten una disposicio radial en forma de roda de carro amb la
majoria de centromers orientats cap als NPB, disposicié que desapareix abruptament en 2 cel-lules
(©) quan hi ha una serie de moviments de la cromatina per donar pas a la transcripcio de molts
gens (Martin et al,, 2006). Per altra banda, i amb una finalitat oposada, existeix I'heterocromatina
associada als NPB que tendeix a formar agregats anomenats cromocentres. Aquests agregats
actuen com a dominis silenciadors (Cerda et al,, 1999) i sembla que tenen un paper en |'expressié
genica diferencial dels gens segons com es disposen aquests respecte aquestes estructures

(Schubeler et al., 2000).
1.2.5. Valoracié de la Fecundacio

A partir del coneixement profund dels esdeveniments que tenen lloc durant els primers estadis
del desenvolupament embrionari, s’han proposat una série d'indicadors per tal d'avaluar el procés

de la fecundacio d'una forma no invasiva.

La valoracié de la fecundacié dels oocits en un programa de FIV es realitza mitjancant I'observacio
16-20 hpi dels pronuclis femeni i masculi en el zigot. La asincronia d'aquesta aparicié recomana
I'observacio tardana o una segona observacio si la preséncia de dos corpuscles polars descarten la
no-fecundacio (Nagy et al,, 1994). No és fins després de I'extrusio del segon corpuscle polar com a
final de la meiosis de 'odcit, i fins que s’han donat canvis en l'aspecte del citoplasma signe de
moviment d'organuls productors d'energia que deixen la periferia, que no apareixen els pronuclis
(Payne et al, 1997). La correcta fecundacio es caracteritza per |'activitat dels organuls, que sén
principalment mitocondris productors d'energia, vesicules de reticle endoplasmatic llis i aparells
de Golgi (Boada and Ponsa, 2008). L'homogeneitat del citoplasma del zigot en pronuclis es
mesura per l'absencia de vacuols i granuls (Plachot and Crozet, 1992) i per un halo fosc de
mitocondris productors d'energia al voltant dels pronuclis (Scott and Smith, 1998). Aquest ultim es

considera un senyal de maduresa citoplasmatica.
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Pel que fa a la localitzacio dels PN en el zigot, la aposicio dels 2 PN té lloc a prop del fus meiotic si
I'espermatozoide ha entrat a la vora d'aquest, o al centre de 'o0cit si I'entrada de I'espermatozoide

s'ha produit en la zona oposada al fus (Van Blerkom et al., 1995).

La valoracio de la fecundacio es realitza classicament a les 16-20 hpi. Malgrat a les 9-10 hpi ja
s'observa l'aparicio dels PN i aquests s'observen fins les 24-26 hpi, es manté les 16-18hpi com a

hora de valoraci¢ de la fecundacié i catalogacio dels PN.

Una fecundacio correcta és aquella en la que s'observen 2PN i 2CP. Una fecundaci¢ andomala sera

aquella en la que s'observi un sol PN o bé >2 PN.

La preséncia d'un sol pronucli té possibles origens. La presencia de zigots 1PN 2CP és molt més
freqlent en FIV convencional que en ICSI, i pot tenir diferents origens. En el cas de FIV
convencional normalment s'interpreta com una asincronia en la formacio dels pronuclis, en la
major part dels casos corresponent a un retard en la formacié del PN femeni. Payne et al,, (1997)
descriu gracies a una metodologia de time-lapse, una xifra de sincronitzacié en I'aparicié de PN del
63%; en el mateix sentit, Staessen et al,, (1993) després d'una segona observacio troben que el
25% dels embrions 1PN formen un segon PN passades 4-6 hores. Una altra possibilitat per explicar
I'observacié d'un sol PN, és que s'hagi donat una fusié del PN femeni i del PN masculi, donant lloc
a un sol PN diploide de mida major (Levron et al., 1995), encara que la fusié de PN és un fenomen

forca debatut en els mamifers.

En el cas dels zigots 1PN que provenen de ICSI s’ha proposat que el seu origen seria la formacio
d'una sola membrana nuclear que englobaria els 2 genomes patern i matern (Mateo et al., 2013).
A més, els autors, observen que malgrat els zigots 1PN provenen en la seva majoria d'oocits
fecundats, aquests son cromosomicament anormals. Per altra banda, un altre possible origen dels
zigots 1PN 2CP provinents d'ICSI seria I'activacié partenogenetica de I'oocit (Balakier et al.,, 1993b),
tot i que es tracta d'un fenomen menys frequent i podria ser degut a la propia tecnica de
microinjeccié. Els embrions que se’'n deriven acostumen a ser haploides (Balaban et al.,, 2004), ja
que només tenen la dotacié cromosomica femenina; encara que també se'n troben

d'aneuploides, mosaics i caotics (Campos et al.,, 2007).

Per altra banda, I'apariciéd de > 2 PN és també signe d'una fecundacié anomala. En el cas de zigots
provinents d'inseminacié convencional el seu origen és degut molt probablement a una
polipenetracié espermatica (Plachot et al,, 1989), mentre que si es tracta d'un zigot >2PN després

d'ICSI, l'origen recau en una no-extrusid del segon corpuscle polar (Palermo et al, 1993;
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Grossmann et al, 1997). Independentment del seu origen, els zigots en 3PN son triploides i son

sempre descartats (Staessen and Van Steirteghem, 1997).

En alguns casos, en una segona observacio dels zigots en 2 PN, bé per la tecnologia de time-lapse
0 en la valoracio de la divisio primerenca del zigot, s'ha observat una asincronia en I'aparicié dels
PN i en la seva desaparicid o bé I'aparicié d'un PN extra no detectat en la primera observacio. En
aquests casos ens trobariem davant de conversions de 2 PN a 1 PN o 3 PN, fendomens sempre

associats a pitjors taxes de desenvolupament embrionari (Reichman et al., 2010).

Malgrat la tecnologia de time-lapse ens permet valorar i efectuar un seguiment continu del
desenvolupament dels PN, es manté la validesa clinica de les observacions no seriades, puntuals i
efectuades a determinats moments. La metodologia time-lapse reforca i complementa els temps

d'observacio de la fecundacié descrits previament.
1.2.6. Sistemes de classificacio segons els pronuclis

Amb els sistemes de classificacid dels zigots s'intenta valorar si hi ha una relacié entre la
morfologia dels pronuclis i el posterior desenvolupament embrionari. Per la valoracié del zigot
s’ha considerat principalment l'aspecte dels PN i dels NPB (Scott and Smith, 1998; Tesarik and
Greco, 1999; Scott et al, 2000). En relacio als PN es valora la seva simetria (iguals o desiguals),
posicié (adjacents o separats), i localitzacié en el citoplasma (centrals o no). Els NPB es classifiquen
en quant a numero, simetria (igual mida), i localitzacié (polaritzats: alineats en la membrana o

situats en la meitat adjacent a l'altre PN).

Scott i collaboradors (1998) va proposar una primera classificacio dels zigots on es tenia en
compte parametres com l'aspecte i posicié dels CP respecte als PN, la morfologia del citoplasma
(presencia d'halo), i la morfologia embrionaria a les 25-27 hpi (persistencia de PN, abséncia de PN

o primera divisio cel-lular).

Tesarik and Greco (1999) van presentar un sistema alternatiu basat només en |'aspecte dels PN pel
que fa a la mida i posicié relatives dins el zigot, i el nombre i posicié dels NPB dins dels PN.
Distribueix els zigots en 6 patrons possibles en funcié del nimero i distribucio dels NPB (Figura 7).
Posteriorment, la possibilitat de classificar un mateix zigot en varis patrons alhora va fer que
I'autor es corregis i presentés una classificacié alternativa amb només 2 grups diferenciats: grup de

bon pronostic (p0) i el de mal pronodstic (no-p0) (Tesarik et al., 2000).
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Fig. 7. Classificacié de PN segons Tesarik and Greco, 1999.

Simultaniament, Scott et al, (2000) van proposar una classificaci6 més objectivable basada
exclusivament en l'aspecte dels PN i que superava la que havia proposat anteriorment i que, a
més, tenia en consideracio I'aspecte del citoplasma (Scott and Smith, 1998). En aquesta nova
classificacio, els zigots sén distribuits en 4 patrons Z (Fig. 8). Els grups de bon pronostic sén 211 22

i es relacionen amb majors taxes de desenvolupament fins a blastocist i d'implantacio.

Z1

Z2 Ooo 0%0
O Q @]

/3

74

Fig. 8. Classificacié de PN segons Scott et al., 2000.
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Posteriorment, Gianaroli et al, 2003 presenten una classificacio alternativa que inclou I'avaluacio
dels PN, NPB i I'orientacié dels CP (Fig. 9). Aquesta classificacio no apareix en cap altra publicacié

fins el 2007 i amb modificacions respecte la original (Nicoli et al., 2007).
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Fig. 9. Classificacid dels PN Nicoli et al, (2010) a partir de Gianaroli et al, (2003). Els autors
identifiquen 5 patrons diferents segons la morfologia dels PN: juxtaposats i centrats (Fig. 9A);
juxtaposats i periférics (Fig. 9B); centralitzats i separats (Fig. 9C); asimetrics (Fig. 9D); fragmentats
(Fig. 9E). En funcié del nimero NPB: grossos i polaritzats (Fig. 9F); grossos i no polaritzats (Fig. 9G);
grossos i polaritzats en un PN pero no polaritzats en I'altre PN (Fig. 9H); petits i almenys en un PN

no polaritzats (Fig. 91). En funci¢ de la seva posicié respecte el CP: longitudinal a I'eix de PN (Fig.

9)); perpendicular (Fig. 9K); desviat (Fig. OL).

Finalment, per tal de consensuar la valoracié dels PN, les societats cientifiques ESHRE i Alpha
(Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011)
van simplificar la classificacio en 3 categories: fecundacid normal-sincronica, normal-asincronica i

anormal. En aquesta classificacio la sincronia es defineix com el fet de que tots 2 PN es trobin amb
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els NPB polaritzats o no, i I'asincronia quan un PN si se n'hi troba i I'altre no. La fecundaci¢ anormal

compren PNsamb 0 o 1 NPB.

1.3. Embrio

1.3.1. Primera divisiéo embrionaria / Early cleavage

Un cop formats, els PN roten fins que s'alineen perpendicularment a l'eix polar, i les membranes
pronuclears desapareixen permetent la reunié dels cromosomes en la placa metafasica. Amb
I'extrusid del segon CP es defineix un nou eix: I'eix polar; en el qual el pol adjacent al 2n CP és el
pol anterior i lI'oposat el pol posterior. El posicionament dels PN i la seva orientacié en el
citoplasma determinara el pla de divisio de la primera divisio cel-lular. Les 2 cel-lules (C) resultants
son el-liptiques mentre que el 2n CP ancorat en I'embrié determinara I'eix polar des del zigot fins
blastocist. Perpendicular a aquest eix s'estableix I'eix dorso-ventral embrionari, de manera quela
segUent divisio cel-lular (de 2 a 4C) es donara en el pla d'aquest segon eix dorso-ventral. Al llarg del
posterior desenvolupament embrionari i les successives divisions embrionaries aquesta polaritat
es mantindra. El 2on CP conservara la posicié de referencia més enlla de la formacio del

trofoectoderm, i correspondra al pol on trobarem la MCI del blastocist (Gardner et al., 2007).

Pol Anterior

Pol Posterior

Eix polar Eix polar Eix polar

b

0.
/N /IN\
W w

Eix Dorso-Ventral

Fig. 10. Polaritat de I'embri¢ al llarg del seu desenvolupament de zigot a blastocist.

Centrosoma ® 2nCP O  Fus mitotic A\
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Son els mRNA d'origen matern acumulats en el citoplasma de I'odcit, els encarregats de sustentar
el desenvolupament de 'embri¢ fins que el genoma embrionari s'activi (Schultz, 2002). Hi ha una
transiciod del control matern a control per part de I'embri® que consisteix en substituir les
proteines maternes que dirigeixen els esdeveniments que han tingut lloc durant la fecundacio i
formacio dels PN per I'expressié de nous gens o activacié del genoma embrionari en estadi de 2C,
4C i 8C (Braude et al,, 1988; Telford et al,, 1990; Vassena et al,, 2011). La transicid materno-zigotica
té tres funcions basiques: destruir transcrits especifics de I'oocit per restringir la funcionalitat dels
gens, substituir els transcrits materns pels embrionaris i per ultim reprogramar el patré d'expressio
génica amb la generacié de nous transcrits no expressats en I'oocit (Latham et al,, 1991). Ja des de
I'estadi primerenc de 2C s'ha observat l'activacié de l'activitat transcripcional del genoma de
I'embrid huma (Vassena et al, 2011). Es gracies a aquest inici en l'activacio del genoma embrionari
que gens implicats en la pluripotencialitat cellular (Boué et al, 2010) amb diferents patrons

d'activacio i sota modificacions epigenetiques, determinaran el desti de la cel-lula.

a  Oocyte T-cell 2-cell 4-cell 8-16-cell 16-32-cell Early blastocyst Late blastocyst

First fate decision Second fate decision

[ - Polarization @TE OICM @PE @ P!

Blastomere TEICM decision

polarization

EPI:PE
decision

Minor ZGA

Symmetric—asymmetric division

Fig. 11. Evolucio del mRNA matern i embrionari al llarg del desenvolupament embrionari (Zernika-

Goetz et al,, 2009).

1.3.2. Desenvolupament embrionari fins a blastocist

Com hem vist fins ara, en una primera etapa del desenvolupament embrionari es déna la transicid

del control genetic matern a I'embrionari. Aquesta transicid6 va acompanyada d'una perdua
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progressiva de la totipotencialitat i s'inicia la fase de diferenciacié cel-lular que es déna a mida que

avancem en el desenvolupament de 4C fins a blastocist.

En la divisié de 4C a 8C, les cel-lules sén reprogramables per modificacions epigenétiques (Latham
et al, 1991) i el seu desti encara s'ha de decidir. En 'estadi de 4C, I'asimetria en el contacte
intercel-lular determina la polaritat del blastomer i com a consequéncia l'asimetria de les divisions
entre les diferents céellules. Malgrat tot, I'embrid progressara de 4C a 8C sense perdre l'eix de

polaritat.

Hi ha un primer moment de decisi® del desti cellular cap a massa cellular interna o cap a
trofoectoderm del blastocist (8-32C) que depén de la posicid que ocupa la cél-lula en I'embrid, ja
que l'entorn particular de cada cellula en determina la polaritat. Més endavant, les cellules
compactades formaran l'estructura de morula. En aquesta etapa del desenvolupament, les
cel-lules es localitzen en l'interior o exterior de I'embrié i amb la blastulacié el seu posicionament
determinara un diferent ritme de divisio: mentre les cel-lules de la cara interna que esdevindran la
massa cellular interna (MCI) es dividiran a un ritme, les del trofoectoderm seguiran un patré i ritme
diferent. Les divisions cel-lulars i 'augment de mida del blastocel fan que el blastocist s'expandeixi.
Les divisions seran asimeétriques i aixo, en una segona ronda de determinacio cel-lular, decidira el

desti de les cel-lules de la MCl cap a epiblast o endoderm primitiu.
1.3.3. Valoracio de la morfologia de I'embrié

Per dur a terme una valoracio de la morfologia de I'embri¢ es realitzen observacions en diferents
moments del desenvolupament embrionari. La primera observacio es realitza al voltant de les 26
hpi i es valora si s’ha produit la primera divisi® embrionaria, aixd0 es coneix com a divisid
primerenca o early cleavage (EC) de I'embrié. En aquest moment es valora si encara s'observen els
2 PN en el zigot, si aquests ja han desaparegut, o si ja s'ha dividit el zigot en 2 cél-lules. En el cas de
que s’hagi dividit el zigot, es té en compte el nimero de blastomers resultants, la mida relativa o
simetria dels blastomers, I'observacié d'un sol nucli o de multinucleacié en els blastomers i la
presencia de fragments citoplasmatics. La divisid primerenca s'ha correlacionat amb un major
potencial de desenvolupament i posterior implantacid (Emiliani et al , 2006), i és un parametre
discriminador, especialment en la selecci¢ d'embrions de morfologia suboptima (De los Santos et

al, 2014).

La morfologia dels embrions en D+2 i D+3 ha estat relacionada amb el seu posterior potencial de

desenvolupament fins a blastocist (Racowsky et al,, 2009) i amb la capacitat d'implantacio, i és el
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criteri de seleccio per la seva transferencia i criopreservacio (Pandian et al,, 2013). En el decurs del
desenvolupament embrionari I'analisi de la morfologia es realitza mitjancant la valoracio de la
simetria dels blastomers de I'embri¢ i el seu ritme de divisio, el percentatge de fragments
citoplasmatics i la presencia de multinucleacio en els blastomers. Classicament es considera un
embri¢ de bona morfologia aquell que en D42 de desenvolupament presenta 4 blastomers no-
multinucleats, de mida similar i un percentatge de fragments cel-lulars <10% del volum total de
I'embrid (Plachot and Crozet, 1992) . Un augment en el percentatge de fragments, un nombre
menor de blastomers als esperats i/o0 asimetria entre els blastdmers es relaciona amb menor

potencial de desenvolupament de I'embrié i menor probabilitat de nen nascut.

Un embrié que en D+2 no es troba en 4 cellules, o en 8 cellules en D+3, porta retard en el ritme
de divisid. Si la situacié de retard es manté fins al dia segient podem dir que I'embrié s'’ha
blogquejat i el considerem no viable (Giorgetti et al., 1995). En l'actualitat i degut a la importancia
de la valoracié d'aquest parametre, han sorgit noves classificacions dinamiques que tenen en
compte la morfologia de I'embrié en D+2 i la seva evolucio fins a D+3 (ASEBIR, 2008;  Alpha

Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011).

Pel que fa a I'observacio de blastomers multinucleats s'ha relacionat la multinucleacié amb baixes
taxes d'implantacio i aneuploidies cromosomiques (Staessen and Van Steirteghem, 1997), tot i
que aquest parametre esta essent actualment questionat (Parriego et al.,, 2013; De los Santos et al.,,

2014).

Un altre parametre de la morfologia embrionaria a tenir en compte, és el percentatge de
fragments respecte el volum total de I'embrid i el seu patré de localitzacié (Alikani et al., 1999). La
completa o parcial fragmentacié d'un blastomer durant les divisions cel-lulars déna lloc a una
poblacié de fragments citoplasmatics molt comu en les primeres etapes del desenvolupament
embrionari in vitro: Es considera que presentar > 25% de fragments va en detriment del
desenvolupament embrionari (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special

Interest Group of Embryology, 2011).

Allargar el cultiu in vitro dels embrions fins a I'estadi de blastocist és un metode de seleccié
embrionaria, ja que la taxa d'implantacié dels blastocists és major que la d'embrions en estadis
previs (Racowsky et al, 2011). Es creu que el motiu d'aquest increment és la pressio selectiva
exercida in vitro en favor dels embrions prou bons com per ser capacos de desenvolupar-se fins a
blastocist. Per la valoracié de la morfologia del blastocist es tenen en compte parametres com el

grau d'expansié del blastocist (mida del blastocel), el grau de compactacio i nombre de cellules
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que conformen la MCI, aixi com el nombre de cellules i grau de cohesié de les cél-lules del
trofectoderm. Les diferents classificacions publicades sén concordants entre elles (ASEBIR, 2008;
Cutting et al, 2008, Racowsky et al,, 2011; Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE
Special Interest Group of Embryology, 2011) i la recent publicacid d'atles de morfologia

embrionaria com el de la ESHRE (Magli et al.,, 2012) n’ha facilitat la categoritzacio.

Actualment la valoracioé de la morfologia de I'embrio es pot realitzar per time-lapse (TML) (Payne et
al, 1997). Aquesta tecnologia consisteix en un incubador de cultiu que porta acoblat un sistema de
captura seriada d'imatges (Lemmen et al, 2008) la qual cosa permet fer el seguiment del
desenvolupament embrionari sense alterar les condicions de cultiu. Amb la TML doncs, tenim la
gravacié de la seqteéencia d'esdeveniments que tenen lloc durant tot el desenvolupament
embrionari, a partir de la inseminacié (ICSI) o D+1 (FIV convencional) fins a D+7. Les imatges es
prenen cada 15-20 min i en 5-7 plans d'enfoc diferents per cada embri¢ permetent una valoracié

més acurada del desenvolupament embrionari.

Amb la introduccio de la TML en I'estudi del desenvolupament i morfologia del zigot, apareixen
nous indicadors com el moment de desaparicio dels PN, la durada del primer cicle cel-lular o la
sincronia d'aparicié dels nuclis després de la primera divisio cel-lular (Lemmen et al.,, 2008). Ara bé,
el valor d'aquests indicadors pot variar d'un grup a l'altre i es recomana que cada grup, sota les
seves les particulars condicions de treball i cultiu, defineixi I'algoritme que determini els embrions

amb major potencial de desenvolupament.

Pel que fa a la valoracid de la qualitat embrionaria amb TML, Meseguer et al., 2011 proposa
anomenar els temps en que s'assoleixen els diferents estadis cellulars amb una "t" seguida del
nombre de céllules de l'estadi (t2, t3..), Iinterval entre els diferents estadis embrionaris que
correspon als diferents cicles cel-lulars amb una “cc”, i la sincronia de les divisions cel-lulars amb
una “s" la qual cosa correspon al temps en que I'embrio triga en assoli I'estadi de 2". Per exemple:
defineix t2 com el moment en quée I'embrié assoleix 2C. Pel que fa a la duracié dels cicles cel-lulars,
el segon cicle cel-lular o cc2 correspon a t3-t2; i en quant al concepte de sincronia de les divisions,

s3 per exemple, equival a t4-t3.

Amb TML s'ha vist que indicadors classics de valoracié de la morfologia embrionaria, com el
nombre de blastomers i la seva simetria, segueixen tenint vigencia. Malgrat tot, la vigéncia d'altres
indicadors com la presencia de fragments ha quedat en entredit ja que s'ha pogut observar com
en cas de percentatges baixos de fragments o en determinats patrons de localitzacié, aquests

poden ser reabsorbits (Hardarson et al., 2002).
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Pel que fa al desenvolupament fins a blastocist, s'ha vist que les classificacions classiques
conserven la seva validesa, tot i que les recents publicacions de TML es fixen ara en les
contraccions del blastocist al llarg de la seva expansid (Pérez et al, 2013) o en el grau de

compactacio de la morula en D+4 (lvec et al,, 2011).

1.4. Diagnostic genétic preimplantacional

El diagnostic genetic preimplantacional (PGD) permet identificar els embrions portadors de
variacions en la dotacié cromosomica (PGS), aixi com els embrions portadors d’anomalies
genetiques (PGD) que impliguen gens relacionats amb malalties hereditaries o sindromes
compatibles o no amb la vida. La técnica de PGD/PGS es va desenvolupar fa més de 20 anys per
tal de poder determinar el sexe dels embrions en parelles amb elevat risc de transmetre malalties
lligades al cromosoma X (Handyside et al., 1990). L'Us d'aquesta técnica s'ha estes a parelles que
presenten una FIV de mal pronostic amb el proposit de seleccionar els embrions
cromosomicament normals per la seva transferencia, augmentant les possibilitats d'un embaras i
naixement d'un nadd sa; aquesta tecnica es coneix com a cribatge o screening d'aneuploidies
(PGS). En l'actualitat sén moltes les indicacions per les que una parella recorre a aquesta tecnica:
fallada repetida d'implantacié en FIV, avortaments de repetici6, elevada edat materna o factor

masculi sever.

Les diferents indicacions han estat ampliament discutides ja que la técnica en si mateixa té una

serie de limitacions que posen en dubte el seu cost/eficiencia (Mastenbroek et al., 2009).
1.4.1. Biopsia embrionaria

El procés implica la biopsia de I'embrid i el posterior analisi del material biopsiat. Per tal de dur a
terme la perforacié de zona pel-lucida, en els inicis de la técnica es feia servir la solucié acida de
Tyrode pero al poc temps es va incorporar la utilitzacio del laser diode per la seva rapidesa i

inoquitat (Boada et al., 1998).

La biopsia es pot realitzar en diferents moments del desenvolupament embrionari: en I'oocit per
I'extraccid només el primer CP per descartar anomalies d'origen matern, o bé en el zigot amb la
biopsia del primer i segon CP per augmentar la fiabilitat del diagnostic només femeni; en 6-8
cel-lules mitjancant la biopsia d'un o 2 blastomers; o bé en blastocist per biopsia de varies cél-lules
del trofoectoderm del blastocist (Dokras et al., 1994; Veiga et al, 1997; De Boer et al., 2004). Per

decidir-ne el moment cal valorar I'impacte de la bidpsia en la viabilitat embrionaria. En quant a la
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representativitat de la mostra, l'analisi de varies cellules permet l'eventual deteccid de
mosaicisme present en un 44% dels embrions amb aneuploidies d'origen post-meiotic (Gutiérrez-
Mateo et al, 2011). D'altra banda s’ha posat en questié que el trofectoderm sigui realment
representatiu de les caracteristiques genetiques de I'embrié (Evsikov and Verlinsky, 1998; Magli et

al,, 2000; Derhaag et al., 2003).

La biopsia embrionaria es realitza en un medi lliure de Ca** i Mg** per facilitar la desunié entre
blastomers. En el cas de les biopsies en D+3, s'extreu un/dos blastomers amb un nucli visible i a
continuacié de manera immediata es procedeix a la seva fixacié amb fixador de Carnoy si I'analisi
es realitza per analisi citogenética de Hibridacié In situ Fluorescent (FISH), o al seu processament si

és duu a terme per citogenetica molecular (metafase CGH, aCGH, SNP).
1.4.2. Técniques diagnostiques

La tecnica diagnostica utilitzada depen de 'anomalia que es vol detectar. Per malalties d'origen
monogeénic s'utilitza una amplificacié del DNA per PCR i es dissenya una estratégia per detectar
una anomalia genetica concreta (Goossens et al., 2009). Es pot optar per una deteccié directa de la
mutacio, o bé a través d'una estrategia de deteccié de polimorfismes lligats a I'al-lel mutat, com
per exemple la técnica de single nucleotide polimorfisme (SNP microarrays) (Handyside et al,

2010).

En el cas de cribatge d'anomalies cromosomiques incloent els casos de reorganitzacions
estructurals (translocacions reciproques i Robertsonianes, inversions i delecions) inicialment
s'utilitzava la FISH. Aquesta tecnica utilitza fragments de DNA marcats amb fluorescencia,
homolegs a determinades regions cromosomiques on s'aparellen sobre el nucli interfasic fixat de

la biopsia embrionaria i emeten fluorescéncia que es detecta sota microscopi.

La fixacid del blastomer requereixen experiencia i destresa, ja que la viabilitat embrionaria i el
diagnostic es poden veure compromesos (Simpson, 2008). En aquesta tecnica cal obtenir nuclis
d‘alta qualitat que facilitin la lectura del diagnostic (Munné et al.,, 1996; Velilla et al,, 2002) ja que els
senyals poden ser confusos: es poden superposar 2 senyals, partir-se (split), quedar senyals febles
o destenyits, tenir una hibridacio creuada o detectar polimorfismes en la seqiencia diana (Magli et
al., 2001; Rodrigo et al, 2004; Colls et al,, 2007). Per aix0 han estat descrites estratégies on es
busquen 2 loci per un mateix cromosoma, o es re-hibrida per rescatar embrions sense diagnostic
(Colls et al., 2007; Uher et al., 2009) o descartar falses monosomies, i que han arribat a formar part

de la rutina del diagnostic (Rodrigo et al., 2004; Mir et al., 2010).
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La FISH va ser dissenyada per I'analisi de mostres on es disposés de moltes cel-lules. En la seva
aplicacio en PGS, el nombre de cromosomes a analitzar ve limitat per la propia tecnica de forma
que, fins fa poc, els laboratoris realitzaven el diagnostic d'un ndmero limitat (entre 5 i 12
cromosomes) en cada embrid. Aixo és degut al restringit nimero de colors (fluorocroms) dels que
es disposa en un mateix espectre de lectura i que limita el nombre de cromosomes que
s'observen simultaniament a 5 com a maxim. Per aquesta rad s'ha seleccionat els cromosomes
analitzats entre aquells que estan implicats en el 72% dels avortaments de primer trimestre
(Simpson et al., 1987) i sindromes compatibles amb la supervivencia del fetus: 13, 16, 18, 21, 22, X,
Y. | més endavant s'incorporen el 15, 17 i 19 en hibridacions seqiencials sobre el mateix nucli.
Generalment s'utilitzen tant sondes centromeriques com locus especifiques mentre que un
blastomer pot suportar un maxim de tres rondes de hibridacié (les 2 habituals, més la de rescat si

s‘escau).

Per a les reorganitzacions cromosomiques les sondes utilitzades son homologues a regions
especifiques dels cromosomes implicats en la reorganitzacid i requereixen d'un disseny
determinat en cada cas. Son sondes telomeriques, locus especifiques i/o centromeériques que

permeten discriminar entre productes equilibrats i desequilibrats de la translocacio.

Fig 12. Imatges de FISH en nucli interfasic d'un blastomer biopsiat en D+3 en un cicle de PGS.

(Imatges cedides per Monica Parriego)

La validesa dels resultats observats per mitja de la FISH estan actualment sota revisié amb la
incorporacié daltres tecniques de diagnostic citogenétic molecular per Hibridacié Citogeneética
Comparada (comparative genomic hibridization CGH), array de CGH (aCGH) o array de SNP, pel

diagnostic de CP, blastomers i trofectoderm.
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Per dur a terme la CGH cal una amplificacio previa de tot el genoma de la cél-lula biopsiada per
PCR o multiple desplacement amplification (MDA). La CGH compara el DNA de la mostra a analitzar
amb un patré de normalitat posant de manifest guanys o perdues de material genetic al llarg de

cadascun dels 24 cromosomes.

En els darrers anys, la deteccié d'anomalies cromosomiques per arrays de CGH s'ha incorporat
rapidament al PGD desplacant I'ds de la FISH per les seves limitacions tecniques (Mir et al.,, 2010)

essent I'aCGH superior en capacitat diagnostica (Northop et al,, 2010; Fragouli et al., 2011).
1.4.3. Screening d’aneuploidies: PGS

S'ha demostrat ampliament en la literatura la relacié que existeix entre les aneuploidies en 00cits i
embrions humans i les anomalies en el desenvolupament embrionari, la fallada d'implantacié i
I'avortament espontani (Pellestor et al,, 1995; Hardarson et al,, 2001; Sandalinas et al.,, 2001; Munné
et al, 2004 i 2007; Rubio et al, 2009). El PGS ofereix la possibilitat de detectar les anomalies
cromosomiques abans de la implantacio, permetent la transferencia d'embrions
cromosomicament normals a fi d'incrementar la probabilitat d'embaras. Ha estat molt discutit en
quins casos cal derivar la parella a aquesta tecnica i se n'ha de valorar el cost/eficiencia. Els
pacients candidats a realitzar un PGS son aquells en els quals es suposa que la incidencia
d'embrions aneuploides és major, en concret en els casos de fallada repetida d'implantacio,

avortaments de repeticié i dones d'edat avancada (Donoso et al., 2007).

Les limitacions de la técnica de la FISH i les indicacions per les que s'orienta una parella al PGS han
estat molt discutits. En aquest sentit, s’han publicat nombrosos estudis que han abordat
cadascuna de les indicacions. En alguns estudis en dones d’edat avancada, fallada repetida de FIV i
avortaments de repeticio, la taxa de nen viu nascut és menor en el grup de PGS comparat amb el
grup control (Mastenbroek et al., 2007; Hardarson et al., 2008; Jansen et al. 2008). En altres estudis,
pel contrari, no hi ha millora ni diferencies (Staessen et al., 2004; Blockeel et al., 2008; Debrock et al.,
2009); i en 2 treballs més observen potencialment una inferior taxa d’avortament (Schoolcraft et
al., 2009) i millor taxa d'embaras (Werlin et al., 2003) malgrat les diferéncies no son estadisticament
significatives. En un grup de pacients que seria de bon pronostic i que inclou les indicacions
d'esterilitat d'origen desconegut i de factor masculi, s’han descrit que no hi ha diferencies entre en
el grup de PGS davant del control (Staessen et al., 2008; Checa et al., 2009); millor taxa de nen viu
nascut (Mersereau et al.,, 2008). Per contra, hi ha autors que descriuen desavantatges en presentar

una menor taxa d'implantacio i de nen viu nascut en el grup de PGS (Meyer et al., 2009).
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1.4.4. Translocacions

La translocacié és una reorganitzacié cromosomica que té el seu origen en el trencament de 2
cromosomes seguit d'una reparacié en una distribucio diferent. Si la reorganitzacio és balancejada,
no hi ha guany ni pérdua de material genetic i per tant, no hi ha consequéncies fenotipiques a
menys que el punt de trencament afecti la funcionalitat d'algun gen. Ara bé, en aquests pacients,
la formacié de gametes amb complements no-balancejats pot donar lloc a avortaments
espontanis i/o a esterilitat. La incidencia de translocacions balancejades en la poblacié general és
del 0.2% mentre que aquest percentatge augmenta fins al 0.6% entre les parelles infeértils i fins al
9.2% en parelles amb avortaments recurrents (Stern et al, 1999; Munné et al,, 2000). En parelles
que per factor masculi necessiten ICSI les anomalies cromosomiques es donen entre un 2-3.2%
(Martin R, et al. 1996; Testart et al,, 1996; Egozcue et al,, 1997). En aquest sentit, s’ha vist que les
translocacions sén 10 vegades més freqUents en homes infertils (Guanti et al,, 1980), i que el
recompte espermatic va de la normozoospermia fins a I'azoospérmia, segons el grau de blogueig

meiotic induit per la reorganitzacié (Egozcue et al.,, 2000).

Per la deteccié de productes desequilibrats de les translocacions mitjancant FISH s'utilitzen sondes
locus especifiques homologues a regions concretes dels cromosomes implicats en la
reorganitzacid que permetin seguir la segregacié dels cromosomes implicats i transferir els

embrions normals o balancejats (Pierce et al.,, 1998).

Existeix la possibilitat de que la reorganitzacié cromosomica afecti la segregacié d'altres
cromosomes no implicats en la reorganitzacio. En aquest cas es parla de I'efecte intercromosomic
que poden patir els portadors de translocacions reciproques (Rec t) i Robertsonianes (Rob t) i que
pot ser degut a petits trencaments en la formacié de la sinapsis homologa o bé degut a defectes
en l'alineacid o en la condensacid dels cromosomes. Per tal de detectar-lo es van dissenyar
multiples rondes d'hibridacio en el decurs d'un cicle de PGD mitjancant FISH on es combinava la
utilitzacié de sondes especifiques pels cromosomes reorganitzats amb sondes destinades al
cribatge d'aneuploidies. Sembla que els portadors de les Rec t serien susceptibles de donar lloc a
més embrions aneuploides, mentre que els portadors de Rob t presenten un efecte
intercromosomic que afecta a un nombre més elevat de cromosomes malgrat la seva incidencia

és menor (Gianaroli et al,, 2002).

En l'actualitat, I'aplicacio de les tecniques de citogenetica molecular (@CGH, arrays de SNP o gPCR)
permeten la deteccid simultania d'aneuploidies i de translocacions de manera fiable, tot i que
algunes no permeten distingir entre embrions normals i balancejats. Per aquesta rad, actualment
els cicles de PGD en pacients portadors de translocacions es duen a terme mitjancant aquestes

tecniques.
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2. Objectius

Per tal de determinar la utilitat de la valoracié de PN i la divisid primerenca del zigot ens hem

plantejat els segUents objectius:

1. Establir si existeix una relacio entre la morfologia de PN i el desenvolupament embrionari i la

dotacié cromosomica de 'embrid.

2. Establir si existeix una relacié entre la divisio primerenca del zigot i el desenvolupament

embrionari i la dotacié cromosomica de 'embrid.
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Abstract Purpose: To relate pronuclear patterns (PN) and
zygote cytoplasmic appearance and embryo morphology.

Methods: The usefulness of PN classification described
by Tesarik et al. 1999 (patterns p0-5) and Scott et al. 2000
(Z1-4), for embryo selection is assessed.

Results: Sinchrony on polarization and number of nu-
cleolar precursor bodies (NPB) were associated with good
quality embryos (p0 60.9% and p3 67.3%, and Z1 62.5%
and Z2 64.7%; p < 0.01). Pattern 4 zygotes were associated
with small number of NPB developed into multinucleated
embryos (14.3%) and poor quality embryos (61.9%). No sig-
nificant differences were found in the pregnancy rate between
transfer of at least one good prognosis PN pattern and transfer
of poor prognosis PN patterns, although 75% of the transfers
included at least one embryo derived from a pattern 0 zygote,
and 55% included embryos from categories Z1 or Z2.

Conclusions: Sequential assessment involving the evalu-
ation of oocyte quality, the classification of PN patterns and
embryo morphology allows a more accurate evaluation of
embryos to be selected for transfer.
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Introduction

Several strategies have been proposed for the selection of
embryos for uterine transfer in human assisted reproduc-
tion. The possibility of choosing adequate embryos with
high implantation potential will allow the reduction in the
number of embryos transferred. This will lead to a decrease
in the percentage of multiple pregnancies, one of the ma-
jor complications of IVF treatments. The scoring criteria of
embryo selection are based on serial morphological obser-
vations conducted on day 1 (during the assessment of fertil-
ization), on days 2 and 3 (based on cleavage and blastomere
fragmentation), on day 5, or on combinations of these crite-
ria. Extending the culture of embryos to the blastocyst stage
may also be a good option to select high quality embryos [1].
Unfortunately, not all cases are good candidates and benefit
from extended culture.

Pronuclear morphology assessment has been extensively
described as a method to score zygotes. Also, some coun-
tries are only allowed to freeze zygotes and the selection of
embryos at this stage is thus necessary [2, 3]. More recently,
increasing interest in pronuclear morphology has resulted
in reports that describe different PN patterns and associate
them with embryo morphological parameters [4, 5].

Zygote morphology has been associated with subsequent
embryo development as far as fragmentation, arrested
cleavage, chromosome dotation and multinucleation is con-
cerned [6]. Survival after cryopreservation has been related
to morphological characteristics of cytoplasm maturity,
nucleolar aspect and relative location of PN inside the
zygote [7]. The aim of this study is to evaluate the usefulness
of pronuclear patterns as described by Tesarik’s and Scott’s
classifications as predictors of embryo morphology and
implantation potential.
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Material and methods
Patients

A total of 64 couples participated in this prospective
study. A total of 569 fertilized oocytes from 8 conven-
tional IVF, 48 ICSI cycles and 8 cycles where the oocytes
were shared between the two methods (ICSI/IVF) were
evaluated.

The mean age of the female patients was 33.1 years
(£2.93). All women older than 39 years were excluded
from the study. Patients had to fulfill the following selec-
tion criteria: no previous history of poor ovarian response or
basal serum FSH levels <10 U/, regular menstrual cycles,
absence of polycystic ovarian syndrome or severe (grade
II-IV) endometriosis as cause of infertility, no more than
3 previous failed IVF cycles. The patients included in the
study must have between 8 and 20 mature oocytes collected
at oocyte retrieval.

Ovarian stimulation

Ovarian stimulation was performed following a protocol that
used gonadotrophin-releasing hormone agonist (GnRHa)
in association with gonadotrophins. Ovarian response was
monitored after day 6 by daily evaluation of serum oestra-
diol concentrations and transvaginal follicle measurements.
Human chorionic gonadotrophin (HCG) 10000 IU was ad-
ministered 36 h before oocyte retrieval, which was carried
out by ultrasound-guided puncture.

Zygote scoring

Between 14 to 23 h after insemination (£ 1.65) the zygotes
were placed in individual 50-ul drops of medium (Vitro-
life Ref. G1-10091) under oil and scored using an inverted
microscope with Nomarski differential contrast optics at a
magnification of x400. Time of examination was minimized
in order to preserve temperature and pH medium, which may
affect subsequent embryo development.

Two different classification systems were used to describe
the polarization and number of nucleolar precursor bodies
(NPBs) into the pronucleus (PN).

According to Tesarik and Greco [4] a pronucleus is con-
sidered to be polarized when all NPBs were present in the
pronuclear hemisphere whose pole is the point of contact
with the other PN. The zygotes are divided into six differ-
ent categories depending on the number and distribution of
NPBs (Fig. 1). In pattern O (p 0) zygotes, the NPBs in both
PN are polarized if the number of NPBs is between 3 and 7,
and they are non-polarized if the number of NPBs is equal
or greater than 7. Pattern 1 zygotes have a large difference
(>3) between the number of NPBs in each pronuclei. Pat-
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tern 2 zygotes are characterized by a small number (< 7)
of NPBs without polarization in at least one PN. Pattern 3
zygotes present polarization and a large number (>7) of
NPBs in at least one PN. Pattern 4 zygotes have a very small
number of NPBs in at least one PN. Pattern 5 zygotes present
one polarized PN and one non-polarized PN. When the zy-
gote can be assigned to more than one pattern, p 4 has the
highest priority, followed by p1, p2, p3 and p5. Pronuclei are
considered asymmetrical when the size difference between
them is larger than 4 pum. This parameter was analyzed in-
dependently.

When looking at the relative position of the pronuclei,
zygotes can be classified in adjacent (only one contact point
between pronuclear membranes), adherent (when pronuclear
membranes are in close contact), and separate (no contact of
pronuclear membranes).

The second classification was the Z-scoring system de-
scribed by Scott et al. in 2000 [5], which divided the zygotes
into 4 patterns (Z1, 722, 73, 74) (Fig. 2). Patterns Z1, Z2 and
73 zygotes show symmetry of the PN and PN membranes in
contact, which is not the case in Z4 zygotes. In Z1 zygotes
both PNs have between 3 and 7 NPBs, the difference between
PN in the number of NPBs is not greater than one, and both
PN are polarized. Z2 zygotes have the same characteristics
as Z1 zygotes, but both PNs are non-polarized. Z3 zygotes
have alterations in the number of NPB and/or one polarized
PN together with one non-polarized PN.

Apart from PN morphology, zygotes were evaluated for
cytoplasmic appearance through the presence of vacuoles,
cytoplasmic halos, darkness and presence of cytoplasmic
granules.

Embryo scoring

Embryos were evaluated 40-44 h (day 2) after insemina-
tion, and embryo selection was exclusively based on embryo
morphology. Embryos at day 2 were scored following mor-
phological parameters such as the number of cells, their sym-
metry, the percentage of cytoplasmic fragmentation and the
multinucleation. Grade 1 embryos have at least 4 equal-sized,
non-multinucleated blastomeres with no fragments. Grade 2
embryos have between 2—4 non-multinucleated blastomeres,
blastomeres with different sizes, or 15-25% of fragments,
and grade 3 embryos have fewer than 2 blastomeres, multinu-
cleated blastomeres, >30% fragments, or arrested embryos.
Grade 1 and 2 embryos were combined in a single good
prognosis group, whereas grade 3 zygotes were considered
the poor prognosis group.

Statistical analysis

Qualitative characters were compared using the x2-test or
Fisher’s test, whereas quantitative variables were analyzed
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Fig. 1 Classification of PNs by
Tesarik et al., 1999
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using Student’s T-test [2] or ANOVA [3]; with a significance
level of p < 0.05.

This study establishes the relationship between PN pat-
terns with zygote cytoplasmic appearance, embryo morphol-
ogy and implantation potential. The usefulness of both PN
classifications for embryo selection is assessed.

Results

Patients were previously selected for the study in order
to evaluate the correlation between position of NPBs in
the PNs and both embryo quality and the rate of preg-
nancy and implantation without the interference of other
factors. Neither age nor baseline levels of serum oestradiol
showed any significant correlation with the patterns allo-
cated to the zygotes according to the two PN classification
systems.

Pronuclei were scored at an average of 19.1 h (£1.65)
after insemination or ICSI. No differences were found with
respect to distribution of the pronuclear patterns in relation
with the timing of observation (<18 h, > 18 h).

Distribution of zygotes according to Tesarik’s 1999 clas-
sification is showed on Table 1. Due to the small number of
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PO NPBs in both PN polarized when NPBs [3,7],
and non-polarized if NPBs > 7.

P1 >3 NPBs of difference between pronuclei.

P2 <7 NPBs, without polarization in at least one PN.
P3  >7 NPBs, polarized in at least one PN.

P4 <3 NPBs in at least one PN.

P5 one PN polarized and one PN non-polarized.

pattern 5 zygotes found, these were excluded from the sta-
tistical analysis. Distribution of zygotes according to Scott’s
2000 classification is showed on Table 2.

Symmetry and relative position of the pronuclei are con-
sidered in Tesarik’s classification only. Symmetry was found
in 92.5% of pattern 0 zygotes, 86.1% of pattern 1 zygotes,
87.6% of pattern 2 zygotes, 89.3% of pattern 3 zygotes,
and 90.9% of pattern 4 zygotes. No statistically significant
differences were found.

More adherent pronuclei were found in the O pat-
tern (23.5%), with statistical differences between patterns
(p <0.01) (Table 3). The relevance of separate position was
not analyzed due to the small number of cases.

There is no relationship between the morphological aspect
of the zygotes and the PN patterns in the two PN classifica-
tion systems. No significant differences between the patterns
were found (Table 4). Embryo quality showed a significant
correlation with the presence of intracytoplasmatic granules,
but not with halo or vacuoles (Table 5).

The percentages of zygotes that developed into different
morphological categories of embryos on day 2 are shown
in Figs. 3 and 4, according to the two classification sys-
tems. Patterns 0 and 3 were associated with good quality
embryos at a higher frequency (p0: 60.9% and p3: 67.3%;
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Fig. 2 Classification of PNs by
Scott et al., 2000

Z1 NPBs [3,7] both PNs polarized.

O
¢} 72 NPBs[3,7] both PNs polarized

73 alterations in the number of NPBs and/or

one polarized PN and one non-polarized PN.

Z4 PNs assimetrics and/or PNs separated.

p <0.01). A more accurate examination of each category of
embryo quality included the assessment of the cleavage, the
symmetry of blastomeres and multinucleation. Interestingly,
pattern 4 zygotes were associated with a high percentage
of zygotes developing into multinucleated embryos (14.3%)
and poor quality embryos with various poor prognosis pa-
rameters (61.9%) (Table 6).

Patterns Z1 and Z2 were associated with good quality
embryos at a higher frequency (Z1: 62.5% and Z2: 64.7%).
Since the number of zygotes assigned to Z3 is high and cor-
respond to different morphological patterns, we divided Z3
in two subgroups: Z3a which correponds to the classical Z3,
and Z3b where only was determinant the number of NPBs
[3,7]. We divided Z3 group in order to evaluate the impor-

Table1 Distribution of zygotes according to
Tesarik’s classification

Patterns n Percentage
pO 226 39%

pl 101 18%

p2 137 24%

p3 56 10%

p4 44 8%

p5 5 1%

@ Springer

tance of the number of NPBs in front of the polarization of
NPBs; no statistically significant differences in embryo qual-
ity were found when comparing these subgroups. A high per-
centage of Z4 zygotes developed into poor quality embryos
(51.7%). Z3 zygotes were also associated with poor quality
embryos (47.1%), but an independent analysis of this associ-
ation showed that the incidence of poor quality embryos was
similar to that found in groups Z1(37.3%) and Z2 (35.3%).
(Table 6).

No significant differences were found in the pregnancy
rate between transfer of at least one good prognosis PN pat-
tern (Tesarik’s p0 or Scott’s Z1 and Z2) and transfer of poor
prognosis PN patterns (62.2% at least 1 p0 vs. 46.6% none
p0; and 66.7% at least 1 Z1/Z2 vs. 48.2% none Z1/72). It
must be taken into account that 75% of the transfers included

Table 2 Distribution of zygotes according to
Scott’s classification

Patterns n Percentage
Z1 128 23%
72 34 6%
Z3a 143 25%
7Z3b 231 41%
74 29 5%
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Fig. 3 Zygotes classified
according to Tesarik’s system
and the quality embryo
developed; p < 0.01 Chi-Square
Test

76,2

[ Poor quality embryos

[0 Good quality embryos

23,8

po

polarization where found in early observations when com-
pared to late ones (data not shown).

The evaluation of zygote considering PN morphology and
cytoplasmic morphology at the same time has been related
to embryo quality in previous reports [8]; but lasts classifica-
tions based only on PN morphology presented relationships
with further embryo development [4, 5]. The simple appli-
cation of these classifications optimize the time of zygote
observation. The relevance of the PN position and NPB dis-
tribution has been previously described. The presence of
NPB in the PN is related to the synthesis of DNA. The as-
sociation between the chromatin and NPB depends on the
cellular cycle phase of the zygote [13] which takes place at
the late stages of the zygote when the G1 phase is ending.
The appearance of pronuclei coincides with the beginning
of the S phase [14]. Different length of S and G2 phase
reflects the asynchrony in first cell cycle between embryos
[15]. The asynchrony of phase S is not related with PN size
but with the grade of DNA synthesis [16]. Despite that in
NPB there is no DNA replication, RNA synthesis exists be-
fore the beginning of phase S. Tesarik et al. [17] suggests that
the presence of chromatin in NPB is temporal and occurs in
two steps: at the end of the first step where the chromatin is

Fig. 4 Zygotes classified
according to Scott’s system and
the quality embryo developed;
n.s.d. Chi-Square Test

%
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synthetically active the chromatin is present in the assembly
of NPB. Chromatin appears to be retracted from the result-
ing structures which subsequently remain quiescent during
2 cell cycles. The re-entry of chromatin into the NPBs marks
the end of NPB quiescence and the beginning of the second
step of the nucleologenesis when nucleoli assume the char-
acteristic ultrastuctural organization and start the synthesis
and processing of ribosomal RNA.

Eighty-three percent of PNs were in an adjacent relative
position. It has been reported that contact of their membranes
is followed by chromatin polarization, which is a previous
important step in the formation of the axis for embryo cleav-
age [18]. It seems that the most relevant factor to predict
embryo morphology is the synchrony in PN appearance [10,
19] as well as in NPB distribution [4, 5, 7].

Pronuclei appear following extrusion of the second polar
body at the end of oocyte meiosis. At the time of pronuclear
formation, cytoplasmic movements of energy-producing or-
ganelles from the cell periphery towards the centre take place
[10]. The appearance of a dark halo of energy-producing mi-
tochondria around the PN [20] has been considered of good
prognostic value as a part of a complex scoring system [8,
21] and associated with the implantation ability of embryos.

64,7

72

52,9 53,1 52,8
51,7

47,1 46,9 47,2 48,3

] Poor quality embryos

[] Good quality embryos

73 Z3a Z3b Z4
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Table 6 Percentage of zygotes coming from different patterns that developed into different embryo quality group

Good quality embryos Poor quality embryos
Grade 1 (%) Grade 2 (%) Grade 3 (%)
Various poor
Unequal 15-25% >30% Multinucleated ~ prognosis
n < 4 blastomeres blastomeres  fragments fragments blastomeres parameters

poO 225 21.8 16 14.2 8.9 0.4 9.8 28.9
pl 101 13.9 21.8 8.9 10.9 - 5.9 38.6
p2 137 16.1 21.2 11.7 3.6 0.7 8.8 38
p3 55 23.6 18.2 20 5.5 - 5.5 27.3
p4 42 4.8 14.3 2.4 2.4 - 14.3¢ | 61.9¢
Z1 128 20.3 13.3 19.5 9.4 - 7 30.5
72 34 29.4 11.8 17.6 5.9 - 5.9 29.4
Z3 374 15.8 20.9 9.9 6.4 0.005 10.2 36.4
Z3a 143 14.7 24.5 9.1 4.9 1.4 10.5 35
Z3b 231 16.5 18.6 10.4 7.4 - 10 37.2
74 29 20.7 13.8 6.9 6.9 - 34 48.3

@bp <0.01 Chi-Square Test.

In the literature, the incidence of halo appearance in zygotes
ranges from 67.5% to 88.7% [21, 22]. Any halo presence has
been related to blastocyst quality [23].

In our study we find no correlation between the presence
of halo and embryo quality on day 2. Oocyte maturity and
quality is reflected by a homogenous cytoplasm without vac-
uoles and granules [24]. Our findings suggest that a large
number of dark granules in zygotes are associated with poor
quality embryos. The negative correlation between granules
and embryo quality is not confirmed in other reports [25].
Our data show a statistically significant correlation between
the presence of granules and the occurrence of poor embryo
quality. Van Blerkom et al. 1992 [26] defined these dark
granules as regions of intracellular necrosis that arise dur-
ing the latter stages of maturation, particularly during the
time of the first polar body extrusion. In this work the au-
thor describes a similar frequency of aneuploidies in oocytes
with granules in comparison with oocytes with normal ap-
pearance. For Alikani et al. [27] the most commonly encoun-
tered cytoplasmic anomaly was partial intracellular necrosis,
evidenced by the presence of several small scattered dense
bodies (presumably chromatin) or pyknotic nuclei and the
majority of such oocytes were normally fertilized.

More than half (55.8 %) of the good quality embryos cor-
responded to zygotes with patterns 0 and 3 (60.9% of p0 de-
velop into good quality embryos and 67.3% of p3) although
no differences are observed in the probability of pattern O, 1,
2 and 3 zygotes to develop into good quality embryos. Pattern
4 zygotes have a significantly decreased probability to be-
come a good quality embryo (p < 0.001). Tesarik and Greco
[4] reported that 45% of pattern 1 and 2 zygotes show arrested
development. It has to be taken into account that the data on
embryo development obtained on day 3 were difficult to cor-
relate with our data obtained on day 2. In our data, embryos
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coming from p0 (60.8% vs. 37.3%, p <0.001), p1 (55.4%
vs. 14.3%, p <0.001), p2 (52.5%vs 27.8%, p < 0.001) and
p3 (67.3% vs. 26.7%, p < 0.001) developed into good qual-
ity embryos in a higher percentage than Tesarik et al. [28].
However, there are no statistical differences from embryos
coming from p4. Multinucleation is present in the same pro-
portion in embryos for each PN pattern both in our data and
in Tesarik’s. We find poor prognosis embryos from pattern
4 zygotes, with a higher percentage of blastomere multi-
nucleation compared to the data from Tesarik and Greco [4]
and Sadowy et al. [6]. It would seem that the presence of a
very low number of NPBs (corresponding to p4) in any PN
is a poor prognosis factor for embryo development. Balaban
et al. [29] reported that a higher percentage of pattern 0 zy-
gotes in Tesarik’s system reached the blastocyst stage when
compared to zygotes with double PN abnormality. The re-
lationship between the pronuclear morphology and embryo
development and chromosome constitution have also been
noted [30] confirming the good prognosis of pattern 0 from
Tesarik’s classification.

Our data suggest that zygotes from groups Z1 and Z2
develop into good quality embryos as previously reported.
Group Z3 is a neutral predictor, although this is probably
related to the heterogeneity of the group. In our results from
group Z4, the association between asymmetric and/or sep-
arate PNs and poor prognosis embryos was confirmed [5].
Pronuclear morphology studies have found that differences
of more than 4 um in the diameter of PNs are associated
with aneuploidy [6]. The analysis of chromosomal status
of embryos from different patterns suggests a lower inci-
dence of chromosomal abnormalities in patients aged < 37
years with zygotes with similar PN size [31]. A high risk of
chromosomally abnormal embryos and low rate of blasto-
cyst formation was observed in zygotes with asymmetry or
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asynchrony [30, 32]. The poor quality of embryos from Z4
zygotes in our data is confirmed by Scott et al. [5] through
a high rate of development arrest and low rate of blastocyst
formation.

Both Tesarik and Scott claim that a successful implanta-
tion is mostly associated with embryos from pattern 0 zy-
gotes, or embryos developing from group Z1/Z2 zygotes. No
data on implantation rate related to PN pattern are available
in our study as the number of homologous transfers is too
low to allow the analysis. Interestingly, choosing embryos
for transfer based solely on embryo quality in our patients
results in the selection of 75% embryos from pattern 0 zy-
gotes and 55% of embryos from groups Z1/Z2. The analysis
of implantation of embryos developed from the same zygote
pattern and its correlation with embryo quality has been re-
ported on day 3 [4] and on blastocyst stage [S]. These data
are useful in the assessment of good quality embryos with
high implantation potential.

The usefulness of the two classifications is limited al-
though the application of classifications based solely on the
PN morphology simplifies and minimizes the time of ob-
servation. First of all, Tesarik’s classification is not unique;
some PN can be included into various patterns of irregular-
ities at the same time. This fact presents a reasonable doubt
about the prognosis of the future zygote development. On
the other hand, Scott’s classification is not discriminatory
enough; the wideness of Z3 group supposes irregularities of
normality without an accurate evaluation of the subsequent
embryo development.

The challenge for ART clinics is to transfer fewer em-
bryos in order to minimize the risk of multiple pregnancies
and births, while still maintaining the greatest chance of
pregnancy for their patients [33]. An optimized method for
embryo selection is required to achieve this goal while not
decreasing the pregnancy and implantation rates.

A sequential embryo assessment method [34] can be used
as a valid indicator of good subsequent embryo development
and implantation prognosis, especially if the patient has sev-
eral morphologically similar embryos available on the day
of the transfer.

The assessment of morphological parameters that can be
predictive of embryo quality can be performed at very early
stages and proceed through oocytes, zygotes, early cleav-
age embryos and blastocysts. It has also been described that
follicular vascularization and oxygen concentration can be
related to oocyte quality and chromosomal/spindle normal-
ity [35]. Sequential assessment would involve the evaluation
of oocyte quality, the classification in PN patterns, embryo
morphology and cleavage rate analysis and the ability to
reach the blastocyst stage. All these criteria, although always
subjective, have been correlated to embryo quality, chromo-
somal normality and implantation potential, and will allow a
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more accurate evaluation of embryo quality, resulting in an
optimized method to select embryos for transfer.
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Abstract The aim of the present study was to evaluate the usefulness of pronuclear patterns, according to the classifications of
Tesarik and Scott, as predictors of embryo chromosome constitution. Up to 73 preimplantation genetic diagnosis/preimplantation
genetic screening (PGD/PGS) cycles were analysed in this retrospective study including 17 cycles of translocation carriers and 56 PGS
cycles. A total of 331 biopsied embryos were studied assessing pronuclear (PN) pattern, embryo quality and chromosome constitu-
tion. As regards to the relationship between PN pattern and embryo quality, the data obtained in this study show no correlation
between both parameters. Although there were no significant differences when comparing the distribution of chromosomally normal
and abnormal embryos with respect to embryo quality, such differences were observed when distinguishing between normal, aneu-
ploid and polyploid embryos. The results show that the PN pattern using Tesarik’s and Scott’s classification systems is not related to
the embryo developmental potential or its chromosome constitution. Therefore, in the context of a PGD/PGS programme, the PN
pattern cannot be used as a tool to predict embryo quality or chromosome status. @i
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Introduction transferred and thus the risk of multiple pregnancy. A

number of guidelines are available for the assessment
When performing IVF, it is important to transfer the  of embryo quality and transfer policies in order to de-
embryo with the best prognosis and the highest poten- crease multiple pregnancies (ASRM Guidelines on number
tial for implantation. An adequate embryo assessment  Of embryos transferred; ESHRE Guidelines for Reproduc-
allows reduction of the number of embryos to be  tive Medicine).

1472-6483/$ - see front matter © 2010, Reproductive Healthcare Ltd. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.rbmo.2009.12.028

53



650

G Arroyo et al.

The most widely used criterion for selecting the embryo
to be transferred is based on embryo morphology on day 2
and 3 of development. This approach takes into account
the cleavage rate, cytoplasmic fragmentation, blastomere
multinucleation and development up to the blastocyst stage
(Alikani et al., 1999; Balakier and Cadesky, 1997; Boiso
et al., 2002; Gardner and Lane, 2003). Others authors con-
sider cytoplasmic morphology as a parameter for the assess-
ment of embryo quality. The presence and distribution of
cytoplasmic organelles, especially mitochondria might influ-
ence embryo development (Van Blerkom and Davis, 2006).
Pronuclear morphology is a method for assessing zygote
quality that provides complementary information for em-
bryo selection in early stages of cleavage. This information
may even prove to have a determining influence as some
countries only allow freezing of embryos at the zygote stage
(Ludwig et al., 2000; Zollner et al., 2002).

There are two pronuclear scores based on the number and
distribution of nucleolar precursor bodies (NPB) and these
have been related to different parameters of embryo quality
such as embryo morphology and implantation potential
(Scott and Smith, 1998; Scott et al., 2000; Tesarik and Greco,
1999). Thus, the pronuclear pattern has been associated with
embryo development in terms of cytoplasmic fragmentation,
cleavage arrest (Balaban et al., 2001), blastomere multinu-
cleation (Sadowy et al., 1998) and chromosome constitution
(Balaban, 2004; Gamiz et al., 2003; Gianaroli et al., 2003;
Kahraman et al., 2002). However, the use of different pronu-
clear scores and their variations makes it difficult to compare
the results and clinical relevance among different studies.

The aim of the present study is to evaluate the usefulness
of pronuclear patterns according to the classifications of
Tesarik and Scott as predictors of embryo chromosome
constitution.

Materials and methods

Patients

A total of 73 preimplantation genetic diagnosis (PGD) and
preimplantation genetic screening (PGS) cycles were
included in this retrospective study. Indications for PGD
were presence of a balanced translocation (17 cycles) and
for PGS (56 cycles) were repeated implantation failure
(22), recurrent miscarriage (23) and male factor (11). A to-
tal of 526 intracytoplasmic sperm injection (ICSl) fertilized
oocytes were evaluated.

Ovarian stimulation

Ovarian stimulation was performed following a protocol
using gonadotrophin-releasing hormone agonist (GnRHa) in
association with gonadotrophins (Barri et al., 2002). Labora-
tory procedures for gamete and embryo handling followed
standard methodology (Arroyo et al., 2007).

Zygote scoring

Examination time was minimized in order to maintain the
temperature and pH of the culture medium, as this may
affect subsequent embryo development.
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Figure 1 Schematic diagram of pronuclei showing different
patterns of nucleolar precursor bodies as classified by Tesarik
and Greco (1999).

Two different classification systems were used to
describe the polarization and number of NPB in the pronu-
clei (PN). The first PN score (patterns pO—p5) was based
on the classification system described by Tesarik and Greco
(1999). This approach considers a pronucleus to be polarized
when all NPB are present in the pronuclear hemisphere
whose pole is the point of contact with the other PN.
Zygotes are divided into six different categories depending
on the number and distribution of NPB (Figure 1). In p0
zygotes, the NPB in both PN are polarized if the number
of NPB is between three and seven, and they are non-polar-
ized if the number of NPB is equal or greater than seven. p1
zygotes have a large difference (more than three) between
the number of NPB in each pronuclei. p2 zygotes are charac-
terized by a small number (less than seven) of NPB without
polarization in at least one PN. p3 zygotes present polariza-
tion and a large number (more than seven) of NPB in at least
one PN. p4 zygotes have a very small number of NPB in at
least one PN. p5 zygotes present one polarized PN and
one non-polarized PN. p0 is considered to be the best prog-
nosis pattern by the author (Tesarik and Greco, 1999). When
the zygote could be assigned to more than one pattern, the
criteria to assign to one or another pattern were the same as
previously described (Arroyo et al., 2007). In brief, p4 has
the highest priority, followed by p1, p2, p3 and p5.

The second classification system was the Z-score
approach described by Scott et al. (2000), which classifies
zygotes into four patterns (Z1, Z2, Z3 and Z4) (Figure 2).
Z1, 72 and Z3 zygotes show symmetry of the PN and PN
membranes in contact, which is not the case in Z4 zygotes.
In Z1 zygotes, both PNs have between three and seven NPB,
the difference between PNs in the number of NPB is not
greater than one, and both PNs are polarized. Z2 zygotes
have the same characteristics as Z1 zygotes, but both PNs
are non-polarized. Z3 zygotes have alterations in the num-
ber of NPB and/or one polarized PN together with one
non-polarized PN. Z1 and Z2 are considered to be the best
prognosis pattern by the author (Scott et al., 2000).
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Figure 2 Schematic diagram of pronuclei showing different
patterns of nucleolar precursor bodies as classified by Scott
et al. (2000).

Embryo scoring

Embryo morphology was evaluated 40—44 h (day 2) after
insemination. Embryos at day 2 of development were scored
according to morphological parameters such as the cell
number, their symmetry, the percentage of cytoplasmic
fragmentation and blastomere multinucleation.

Two groups of embryo quality on day 2 were considered
(Arroyo et al., 2007). The good-morphology group was
constituted by embryos with at least 4 non-multinucleated
blastomeres and <25% fragmentation. The poor-morphology
group comprised embryos with either less than four
blastomeres or multinucleated blastomeres or >30%
fragmentation.

Embryo biopsy

Blastomere biopsy for fluorescence in-situ hybridization
(FISH) analysis was performed on day-3 embryos presenting
at least four blastomeres and <35% cytoplasmic fragmenta-
tion. Arrested embryos and those presenting >35% cytoplas-
mic fragmentation were not biopsied.

Embryos were individually manipulated in Ca- and Mg-
free medium and the zona pellucida was drilled with a diode
laser, as previously described (Boada et al., 1998). For the
multicolour FISH analysis, specific DNA probes for chromo-
somes X, Y, 13, 15, 16, 18, 21 and 22 were used in a two-
step protocol (Vidal et al., 1998). An embryo was considered
to be aneuploid when the number of copies of any of these
chromosomes was abnormal. An embryo was considered to
be polyploid when having more than two copies of all the
chromosomes analysed.

For PGD cycles involving translocation carriers, embryos
were analysed by FISH using specific probes for the chromo-
somes involved in these translocations.

Biopsied embryos were kept in culture until day 5, when
those embryos diagnosed as normal/balanced and showing
adequate development were transferred.

Statistical analysis

Qualitative variables were compared using the chi-squared
test or Fisher’s exact test, with a significance level of P < 0.05.

Results

The mean age of the female patients was 35.4 years (range
27—44; SD =3.7). Zygotes were evaluated at 20 h after
insemination (range 14—23; SD =1.65), as previously de-
scribed (Arroyo et al., 2007).

Biopsied embryos

A total of 331 embryos were analysed. The distribution of
zygotes according to Tesarik’s classification (Tesarik and
Greco, 1999) was 39.0% for p0, 19.0% for p1, 23.6% for p2,
9.1% for p3 and 9.4% for p4. The distribution of zygotes
according to Scott’s classification (Scott et al., 2000) was
15.7% for Z1, 12.1% for Z2, 64% for Z3 and 8.2% for Z4
(Table 1).

When evaluating on day 2 of development, 65.3% of
embryos biopsied showed good morphology. As shown in
Table 1, embryo morphology of biopsied embryos was not
related with the zygote pattern in either of the classification

Table 1 Distribution of zygotes using the two classification systems in the biopsied embryos.

Study Zygote distribution Good morphology Chromosomally abnormal
Total 331 216 (65.3) 222 (37.1)
Tesarik
p0 129 (39.0) 77 (59.7) 87 (67.4)
p1 63 (19.0) 41 (65.1) 48 (76.2)
p2 78 (23.6) 58 (74.4) 50 (64.1)
p3 30 (9.1) 21 (70.0) 21 (70.0)
p4 31 (9.4) 19 (61.3) 16 (51.6)
Scott
1 52 (15.7) 27 (51.9) 39 (75.0)
72 40 (12.1) 30 (75.0) 23 (57.5)
73 212 (64) 140 (66.0) 138 (65.1)
74 27 (8.2) 19 (70.4) 22 (81.5)

Values are number (%).
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Table 2 Distribution of zygotes using the two

classification systems in the PGS embryos.

Study Zygote distribution Good morphology Chromosomally abnormal
Total 250 160 (64.0) 160 (64.0)
Tesarik
p0 91 (36.4) 52 (57.1) 58 (63.7)°
p1 52 (20.8) 34 (65.4) 39 (75.0)°
p2 60 (24.0) 43 (71.7) 39 (65.0)°
p3 25 (10.0) 17 (68.0) 16 (64.0)*
p4 22 (8.8) 14 (63.6) 8 (36.4)?
Scott
Z1 33 (13.2) 16 (48.5) 23 (69.7)
72 28 (11.2) 21 (75.0) 14 (50.0)
Z3 169 (67.6) 109 (64.5) 108 (63.9)
74 20 (8.0) 14 (70.0) 15 (75.0)

Values are number (%).
3P < 0.05, normal versus abnormal.

systems. A total of 222 (67.1%) embryos were chromosomally
abnormal. There was no relationship between PN pattern
and chromosome status in the two PN classification systems
used (Table 1).

PGS group

For the 250 PGS embryos, the distribution of zygotes in the
two classification systems was similar to that of the whole
sample (Table 2). No correlation was established between
PN pattern and embryo morphology in this study group
(Table 2).

A total of 64% of PGS embryos were chromosomally
abnormal. In this group, significant differences were found
in the chromosomal status when comparing different pronu-
clear patterns according to Tesarik’s classification, ranging
from 36.4% abnormal embryos in p4 to 75.0% in p1
(P < 0.05); however, no differences were observed when
using Scott’s classification (Table 2). No significant differ-
ences were found when analysing the type of chromosomal
abnormality (aneuploidy and polyploidy) according to the

different pronuclear patterns in either of the two classifica-
tion systems (data not shown).

As regards the relationship between chromosomal status
and embryo quality, significant differences were found be-
tween good- and poor-morphology embryos when consider-
ing whether they were normal, aneuploid or polyploidy.
Thus, 40.3% of good-morphology (GM) embryos were chro-
mosomally normal, 57.9% aneuploid and 1.9% were poly-
ploid while 28.9% of poor-morphology embryos (PM) were
chromosomally normal, 62.2% aneuploid and 8.9% polyploid
(P < 0.05).

Chromosome translocation group

The distribution of zygotes using the two classification sys-
tems in the group of 81 embryos from patients with transloca-
tions was similar to that of the whole sample (Table 3). The
percentage of embryos with good morphology was similar in
the two PN classifications used (Table 3). The percentage
of chromosomally abnormal embryos was 76.5% in this group.
No correlation was found between PN pattern and chromo-

Table 3 Distribution of zygotes using the two classification systems in the translocation embryos.

Study Zygote distribution Good morphology Chromosomally abnormal
Total 81 56 (69.1) 62 (76.5)
Tesarik
p0 38 (46.9) 25 (65.8) 29 (76.3)
p1 11 (13.6) 7 (63.6) 9 (81.8)
p2 18 (22.2) 15 (83.3) 11 (61.1)
p3 5(6.2) 4 (80.0) 5 (100)
p4 9 (11.1) 5 (55.6) 8 (88.9)
Scott
Z1 19 (23.5) 11 (57.9) 16 (84.2)
72 12 (14.8) 9 (75.0) 9 (75.0)
73 43 (53.1) 31 (72.1) 30 (69.8)
74 7 (8.6) 5(71.4) 7 (100)

Values are number (%).
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somal status (Table 3). When analysing the correlation be-
tween chromosome abnormalities and embryo quality, no dif-
ferences were found between the group of poor- and good-
quality embryos (80% versus 75%, respectively).

Discussion

Several studies have analysed the possible relationship be-
tween zygote morphology and embryo chromosome consti-
tution. Zygotes have been classified according to
pronuclear scores mainly based on the relative position of
PN in the zygote and on the location and number of NPB
within the PN.

The present study has been performed with the two most
widely used scoring systems due to their clarity and objectivity
(Scott et al., 2000; Tesarik and Greco, 1999). The pronuclear
pattern distribution, its relationship with embryo morphology
and with chromosome constitution have been analysed consid-
ering data from all biopsied embryos, from PGS embryos and
those corresponding to patients with chromosome transloca-
tions. The relationship between embryo morphology and chro-
mosome constitution has also been analysed.

PN distribution

The zygotes analysed were only biopsied and good-morphol-
ogy embryos from a PGD programme and the distribution of
their PN patterns was consistent with the distribution re-
ported in previous studies (Arroyo et al., 2007). This distribu-
tion is different from those described by Tesarik and Greco
(1999) and Scott (2003) in their respective studies with IVF
patients. Moreover, these differences are maintained when
considering only good-quality embryos from the above-men-
tioned studies. This could be due to the fact that a given zy-
gote may be included in more than one category in Tesarik’s
classification (Balaban et al., 2001). It should also be noted
that Scott’s classification may have a poor discriminatory
capacity in some of the groups (Arroyo et al., 2007) espe-
cially because the Z3 group is considered to be too large.

PN pattern and embryo quality

With regard to the relationship between PN pattern and em-
bryo quality, the data obtained in this study show no correla-
tion between both parameters while Tesarik and co-workers
(1999) reported a good relationship between them. In this
study, zygotes from the pO group were associated with
good-morphology embryos (37.3%) while 45% of p1 and p2
showed arrested development. In addition, it seems that
the presence of a very low number of NPB (corresponding to
p4) was considered a poor prognostic factor forembryo devel-
opment. In the present study’s data, although 57.1% of p0 zy-
gotes developed into good-morphology embryos, similar
percentages were observed in the rest of the PN patterns.

With respect to the classification proposed by Scott et al.
(2000), embryos from Z1 and Z2 pronuclear patterns
achieved better rates of blastocyst development than those
from Z3. The authors confirmed these results in a more re-
cent publication (Scott et al., 2007).

Despite the attempts of these two classification systems
to relate PN morphology and the potential for embryo devel-
opment, no definitive conclusions have been established.

Indeed, many studies have sought to identify such correla-
tion with only relative success (Arroyo et al., 2007; Balaban
et al., 2001; Jaroudi et al., 2004; Salumets et al., 2001; Wit-
temer et al., 2000), thus illustrating the limitations of the PN
scoring systems (James et al., 2006; Nicoli et al., 2007; Pay-
ne et al., 2005).

It should be noted that the object of the present study
was all those embryos that had already been selected for
embryo biopsy, discarding those that showed poor morphol-
ogy; the aim was then to analyse their morphology on day 2
of development.

PN distribution and chromosome status

The main objective of the present study was to establish the
relationship between PN pattern and the chromosome sta-
tus of the embryos but not such relationship could be estab-
lished. In PGS embryos, all PN patterns from the two
classifications presented a similar rate of chromosome
abnormalities (mean 67%) except p4 from Tesarik’s classifi-
cation (35.6%). This is an unexpected result without a ra-
tional explanation as this poor-prognosis PN pattern would
usually lead to poor-morphology embryos frequently associ-
ated to chromosome abnormalities. By contrast, some
authors (Balaban, 2004) have reported Tesarik’s p0 pattern
to be indicative of adequate chromosome constitution.

Chen et al. (2003), in a short series of embryos, reported
higher rates of diploidy in Z1/Z2 than in Z3/Z4 when apply-
ing Scott’s classification. The authors analysed surplus IVF
embryos, and although the PN distribution did not vary with
respect to the distribution of the whole sample, the rate of
mosaicism among the embryos analysed was higher for Z3
and Z4 patterns than for Z1 and Z2 ones. Gianaroli et al.
(2003, 2007) also found a relationship between different
PN patterns and chromosome abnormalities. However,
these authors established a new classification system also
based on the characteristics of the NPB and the relative po-
sition of the PN with respect to polar bodies. They reported
higher rates of euploidy in embryos derived from zygotes
with large nucleoli, while many of those which showed com-
plex aneuploidies came from zygotes with small scattered
nucleoli. The present study did not assess the morphology
of the NPB. Although Z1 and Z2 patterns have lower num-
bers of NPB which also tend to be larger, no relationship
was found between the chromosome status of the embryos
and these PN patterns.

Sadowy et al. (1998) reported a high percentage of mosa-
icism (44%) compared with aneuploidies and euploidies (20%
and 36%, respectively) in embryos derived from zygotes
showing PN asymmetry. Other authors suggested a higher
risk of aneuploidy associated to PN asymmetry in women
aged older than 37 years (Gamiz et al., 2003) and a high risk
of chromosomally abnormal embryos and a low rate of blas-
tocyst formation in zygotes showing asymmetry or asyn-
chrony (Kahraman et al., 2002). The present study’s
results provide no evidence of higher rates of chromosome
abnormalities in the Z4 pattern that includes asymmetrical
and/or separated PN.

Scott and Smith (1998) consider the observation of a dark
halo surrounding pronucleiin the zygote cytoplasm as a signal
of the presence of mitochondria providing ATP demands.
Mitochondrial distribution in the oocyte and the early embryo
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has been related to metabolic abnormalities, cell death and
chromosomal segregation effects (Van Blerkom, 2008).

Embryo quality and chromosome status

These results show a trend towards a relationship between
the rate of chromosome abnormalities and embryo quality
in the PGS group: although there were no significant differ-
ences when comparing the distribution of chromosomally
normal and abnormal embryos with respect to embryo qual-
ity, such differences were observed when distinguishing be-
tween normal, aneuploid and polyploid embryos. These
results are similar to those recently reported by Magli
et al. (2007) showing an abnormality rate of around 50% in
embryos with good morphology. As also shown in this study’s
results, abnormalities such as polyploidy increase in em-
bryos with low developmental potential (Magli et al.,
2001, 2007; Munné, 2006) while others such as cytoplasmic
fragmentation have been related with mosaicism and origi-
nate in spindle errors (Magli et al., 1998; Munné and Cohen,
1998). However, it has to be pointed out that results from
previous studies (Marquez et al., 2000) failed to find a high-
er rate of aneuploidy in embryos with low developmental
potential. This study’s results show a high rate of polyploidy
particularly in poor-quality embryos. The possible origin of
this fact could be an asynchrony in the pronuclear develop-
ment in multipronuclear zygotes (>3PN) misleadingly
resulting in the observation of 2PN, especially when this
observation is performed later than 20 h after insemination.

According to this study’s results it should be concluded
that the PN pattern (Tesarik and Scott classification sys-
tems) is not related to the embryos developmental potential
or its chromosome constitution. Therefore, in the context
of a PGD/PGS programme, it cannot be used as a tool to pre-
dict embryo quality or chromosome status.
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and patients no EC (ECneg) (35.7% vs. 6.7%; p<.001). Statistically significant differences were
found between EC, No PN and 2PN embryos at 26 h, good embryo quality at day 2 (71.4%, 55.6%
and 40.7%, respectively; p <.05) and in blastocyst rate (43.3% EC vs. no early cleavage embryos
(NEC) 27.1%; p<.001) in PGS cycles. These differences were not found in the PGD group. Early-
cleaved embryos exhibited less chromosome abnormalities than No PN and 2PN group in PGS
(61%, 69.4% and 77.2%; p < .05) and differences in PGD group (69.8%, 76.2% and 66.7%; p < .05).
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develop up to blastocyst stage, as well as with euploid chromosome constitution.

© 2014 Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion y Sociedad Espafola de
Fertilidad. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

* Corresponding author.
E-mail address: gemarr@dexeus.com (G. Arroyo).

http://dx.doi.org/10.1016/j.medre.2015.03.001

2340-9320/© 2014 Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion y Sociedad Espanola de Fertilidad. Published by Elsevier
Espana, S.L.U. All rights reserved.

63



32

G. Arroyo et al.

PALABRAS CLAVE
Division temprana
(EC);

Calidad embrionaria;
Cribado de
aneuploidias (PGS);
Diagnostico genético
preimplantacional
(PGD)

Existe una correlacion entre la division temprana de los embriones y la dotacion
cromosomica de los embriones preimplantacionales humanos?

Resumen

Introduccién: El objetivo de este estudio es analizar la relacion que existe entre la division tem-
prana (EC) y la dotacion cromosémica de los embriones del Programa de Diagndstico Genético
Preimplantacional (PGD) y Cribado o Screening de Aneuploidias (PGS).

Material Y Métodos: Se han incluido un total de 595 embriones provenientes de 96 ciclos.
Estudio retrospectivo.

Resultados: Se han observado diferencias estadisticamente significativas en la tasa de embarazo
entre las pacientes con algin embrion EC (ECpos) y ningin embrion EC (ECneg) (35.7% vs. 6.7%;
p<0.001). Se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre el estadio del
embrion a las 26 h: EC, No PN y 2PN, y la buena calidad embrionaria en dia 2 (71,4%, 55.6% y
40.7%; p <0.05); asi como también en la tasa de formacion de blastocisto (43.3% EC vs. No early
cleavage (NEC) 27.1%; p<0.001) en los ciclos PGS. Estas diferencias no se ha encontrado en el
grupo de PGD. Los embriones EC presentan menos anomalias cromosomicas que los No PN y los
2PN en el grupo de PGS (61%, 69.4%y 77.2%; p <0.05) y también existen diferencias en el grupo
de PGD (69.8%, 76.2% y 66.7%; p <0.05).

Discusion: La division temprana del embrion esta relacionada con la calidad embrionaria, la
capacidad de desarrollo hasta blastocisto y con dotacion cromosémica euploide.

© 2014 Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion y Sociedad Espaiiola de

Fertilidad. Publicado por Elsevier Espafa, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Introduction

When performing in vitro fertilization (IVF), the selec-
tion of the embryo with the best prognosis and highest
implantation potential is essential in order to reduce the
number of embryos to be transferred, and therefore the
risk of multiple pregnancy, which can lead to maternal
and perinatal complications without reducing the pregnancy
rate (Bergh et al., 1999; Devroey et al., 2009). The most
widely used criteria for the evaluation of embryo qual-
ity is the assessment of pronuclear morphology at 18-20h
after insemination (day 1), embryo morphology and cleav-
age stage at 44-47 h and 67-71 h after insemination (day 2
and day 3) and/or blastocyst morphology (day 5 to day 6).

Another embryo quality indicator is the assessment of
early cleavage (EC) at 25-27 h after insemination (Edwards
et al., 1984). It has been suggested that the assessment of
early cleavage is less subjective and more reliable, fast and
simple to routinely apply in any laboratory, as opposed to the
assessment of pronuclear morphology (Tesarik and Greco,
1999; Scott et al., 2000; Arroyo et al., 2007; Nicoli et al.,
2013). Furthermore, with time-lapse methodologies, early
cleavage is easier to assess (Rubio et al., 2012; Chamayou
et al., 2013). Early cleavage has been related to embryo
quality at day 2 (Racowsky et al., 2009), day 3 (Neuber et al.,
2003) and embryo development up to the blastocyst stage
(Rehman et al., 2007).

Early cleavage assessment has proved to have a pre-
dictive value in pregnancy rates after conventional IVF
(Edwards et al., 1984; Shoukir et al., 1997) or intracytoplas-
mic sperm injection (ICSI) (Sakkas et al., 1998; Bos-Mikich
et al., 2001; Lundin et al., 2001; Fenwick et al., 2002).
Studies on single embryo transfer (SET) suggest that both
early cleavage and the embryo quality score should be
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taken into account in order to select an embryo with a
high implantation potential (Salumets et al., 2003; Van
Montfoort et al., 2004; De las Heras et al., 2009). Giorgetti
et al. (2007) proposed to use the predictive value of early
cleavage to improve the selection of suboptimal quality
embryos based on embryo morphology thus allowing SET
cycles without reducing pregnancy rates. Moreover, with
the introduction of time-lapse video cinematography in
laboratory routines for embryo evaluation, morphokinetic
parameters are becoming more relevant. The more relevant
criteria described for the selection of good quality embryos
are directly related to early cleavage corresponding to the
time of first division and the duration of the different cell
cycles (Meseguer et al., 2011).

The relationship between embryo quality and chromo-
somal abnormalities has been described at different stages
of development. At day 1, different patterns of pronuclear
scoring have been related to higher incidence of chromo-
somal abnormalities (Coskun et al., 2003; Arroyo et al.,
2010). At day 2 and day 3 of embryo development, different
morphological parameters and/or slow/arrested develop-
ment present higher occurrence of abnormalities (Munné,
2006; Fragouli et al., 2013).

Data of this study are based on the static observation of
early cleavage at 26-27 h post-insemination and FISH anal-
ysis of the embryos. The results presented will be useful
for those laboratories that still do not have the time-lapse
technology and comparative genomic hybridization arrays
(aCGH) incorporated on their routine equipment. The pur-
pose of this study is to analyze the possible association
between the occurrence of early cleavage and chromosome
constitution of embryos from a preimplantation genetic
screening/Diagnosis (PGS/PGD) program, embryo quality at
day 2 and implantation potential.
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Table 1 Patient characteristics according to early cleavage presentation (ECpos) or no early cleavage presentation (ECneg) of
embryos.

Patients Age E2 (pg/ml) Follicles MII
ECpos 79 37.5 £ 3.9 3000.8 + 968.4 13.9 + 4.4 14.7 + 6.3
ECneg 17 40 + 3.3 3161.7 + 1079.3 14.2 £ 4.5 14.7 £ 6.9

PGS group. Of 516 analyzed embryos, 40.7% exhibited EC
compared to 27.9% that no longer showed PN and 31.4% that
still presented 2PN. Among the EC group, 66.2% embryos
presented symmetric blastomeres (Table 3) and only 24.8%
had fragmentation. The incidence of multinucleation at
the time of early cleavage assessment was 3.3% but due
to this low percentage no statistical analysis could be
performed.

Regarding embryo quality on day 2, 41.9% of all embryos
had good morphology. There were statistically significant
differences between EC group and no early cleavage (NEC)
group (71.4% vs. 47.7%; p<0.0001). In the EC group,
when the two blastomeres from the first cleavage division
were symmetrical, significant differences were observed
among good morphology embryos when compared to non-
symmetrical cleavage (76.3% vs. 62%; p <0.05). Differences
were also observed in embryo quality on day 2 when EC
embryos were compared, both with the No PN group (55.6%)
and with 2 PN group (40.7%) (p <0.05) (Table 3).

Overall blastocyst rate in PGS cycles was 33.7%, showing
differences when comparing embryos presenting EC, with a
higher blastocyst rate than that of NEC embryos (43.3% vs.
27.1%; p<0.001).

No statistically significant differences were found in the

blastocyst rate with regard to symmetry of division at the
time of early cleavage assessment (Table 3).
PGD group. A total of 79 embryos were analyzed in this
group. A total of 54.4% point four percent of the embryos
exhibited EC, 26.6% did not have visible PN and 19% still
showed 2PN. These differences were not statistically signif-
icant (Table 4).

Good morphology was found in 75.9% of the embryos.
No statistically significant differences were observed con-
cerning embryo quality according to early cleavage status
or development until the blastocyst stage (Table 4).

When early cleavage characteristics were analyzed (sym-
metry of blastomeres or fragmentation) no differences were
observed in embryo quality either (Table 4).

Chromosome constitution

PGS group. A total of 68.4% of the studied embryos were
chromosomically abnormal. Early-cleaved embryos exhib-
ited a lower rate of chromosome abnormalities than NEC
embryos (p=0.0035), and a lower rate when compared to
the No PN and the 2PN group (61%, 69.4% and 77.2%, respec-
tively; p<0.05) (Table 5).

The most frequent chromosome abnormalities were ane-
uploidies, representing 92.9%. A total of 36.9% of aneuploid
embryos presented EC, whereas the remaining 63.1% cor-
responded to NEC embryos (p=0.026); among this group,
27.1% corresponded to the No PN group and 36% to 2PN
group, these differences being statistically significant when
compared to EC group (p <0.05).

As for polyploid embryos, 23.1% were EC, 53.8% did not
present PN and 23.1% presented 2PN. Although these differ-
ences were not statistically significant, the low number of
cases in each group needs to be considered.

When the characteristics of early cleavage, such as

symmetry of blastomeres or fragmentation in EC embryos
were analyzed, no statistically significant differences were
observed in chromosome constitution (Table 5).
PGD group. A total of 70.9% embryos from this group were
chromosomally abnormal. Early-cleaved embryos exhib-
ited the same rate of chromosome abnormalities as NEC
embryos, whereas differences were observed when com-
pared to the No PN and the 2PN groups (69.8%, 76.2% and
66.7% respectively; p<0.05) (Table 5).

When the characteristics of early cleavage, such as sym-
metry of blastomeres or fragmentation in EC embryos, were

Table 2 Implantation and pregnancy rates by transferred embryos.
Implanted embryos Transferred embryos Implantation rate N° transfers Pregnancies Pregnancy rate/transfer

ECpos 13 46 28.3%P 28 10 35.74¢
ECneg 1 47 2.1%¢ 30 2 6.791

NoPN 0 25 0 15 0 0

2PN 1 22 4.6 15 2 13.3
Mixed 5 47 10.6°¢ 23 6 26.15f
Total 19 140 13.6 71 17 23.9

a |mplantation rate (IR): ECpos vs. ECnheg p <0.001.

IR: ECpos vs. Mixed p <0.05.

IR: ECneg vs. Mixed n.s.

Pregnancy Rate/Transfer (PR/T): ECpos vs. ECnheg p < 0.001
PR/T: ECpos vs. Mixed, n.s.

PR/T: ECpos vs. Mixed, n.s.
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Table 5 Chromosome constitution of PGS and PGD embryos.
EC PGS PGD Total
N Chromosomically N Chromosomically N Chromosomically
abnormal (%) abnormal (%) abnormal (%)

EC 210 128 61204 43 30 69.82" 253 158 62.51!
EC symmetry 139 81 58.3f 34 23 67.6 173 104 60.1™
No EC symmetry 71 47 66.2f 9 7 77.8 80 54 67.5™

NEC 306 225 73.5% 36 26 72.28 342 251 73.4
No PN 144 100 69.4>¢¢ 21 16 76.2" 165 116 70.30kn
2 PN 162 125 77.2>9¢ 15 10 66.7" 177 135 76.30L0

Total 516 353 68.4 79 56 70.9 595 409 68.7

a PGS: Chromosomically abnormal EC vs. NEC p=0.0035.

b PGS: Chromosomically abnormal EC vs. No PN and 2PN p <0.05.
¢ PGS: Chromosomically abnormal EC vs. No PN n.s.

d PGS: Chromosomically abnormal EC vs. 2PN p <0.001

€ PGS: Chromosomically abnormal No PN vs. 2PN n.s.

f PGS: Symmetry on EC vs. No EC Symmetry, n.s.

¢ Translocations: Chromosomically abnormal EC vs. NEC n.s.

h Translocations: Chromosomically abnormal EC vs. No PN and 2PN p <0.05.

I Total: Chromosomically abnormal EC vs. NEC p=0.0058.

J Total: Chromosomically abnormal EC vs. No PN and 2PN p =0.0086.

k Total: Chromosomically abnormal EC vs. No PN n.s.

! Total: Chromosomically abnormal EC vs. 2PN p=0.0035.
M Total: Symmetry on EC vs. No EC Symmetry, n.s.

" Total: Chromosomically abnormal No PN vs. 2PN n.s.

60% of embryos, depending greatly on the time-points of
observation (Shoukir et al., 1997). Bos-Mikich et al., 2001,
observed embryos at 25, 27 and 29h and define the best
time-point for early cleavage determination between 25 and
27 h. The latest publications using time-lapse methodology
reported that the good prognosis time-point for the first divi-
sion begins about 24 h post-insemination, lasting until 28 h
(Meseguer et al., 2011). This variation in the time of the first
cell division is believed to depend on culture conditions as
well as on intrinsic oocyte and sperm factors (Lundin et al.,
2001).

In our results we found a relatively high frequency of
early cleavage (40.7% in PGS and 54.4% in PGD) compared to
the frequencies described in the literature (Lemmen et al.,
2008; Racowsky et al., 2009). An explanation would be the
fact that it is a biased population of good-quality embryos
suitable for biopsy in which a high percentage of early cleav-
age could be thus expected. This explanation is supported
by the fact that the general data of our IVF program show
a lower overall early cleavage rate (35.8%; De las Heras
et al., 2009). Moreover, the time of observation in this study
(26.9h) as well as in the routine of our IVF program (26.7 h)
(De las Heras et al., 2009) is within the upper range of the
time frame normally used.

In this study, no statistically significant differences
in patients’ characteristics were found between groups
according to the presence of EC embryos (ECpos) or not
(ECneg), demonstrating the comparability of these groups.
Patients from both groups were considered at advanced
maternal age (37.5 and 40 years old, respectively), and both
displayed good stimulation response, which yielded a suffi-
cient number of embryos for a PGS/PGD cycle. Given this
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similarity, we can assume that the differences observed in
the implantation rate between ECpos and ECneg cycles were
not attributable to the patients’ response to the ovarian
stimulation.

An association between early cleavage and embryo qual-
ity has been found in the PGS group. This result agrees with
other reports in conventional IVF programs, in which dif-
ferences between EC and NEC embryos have been found,
specifically in terms of the presence of PN and embryo qual-
ity at day 2 (Neuber et al., 2003) and day 3 (Chen et al.,
2003; Lee et al., 2012). Additionally, our results confirm that
assessing the early disappearance of PN before the first divi-
sion is also a good prognosis factor, as has been previously
described in IVF patients (Fancsovits et al., 2005).

Among the group of EC embryos in PGS, we found a
connection between the symmetry of blastomeres at first
cleavage and embryo quality at day 2 as previously described
in IVF (Ciray et al., 2006). Moreover, studies on time-lapse
videocinematography have demonstrated that direct cleav-
age from 1 to 3 cells on the first cell cycle is associated
with a lower implantation potential (Rubio et al., 2012).
With respect to fragmentation in early cleavage and embryo
quality, no connection was observed possibly because the
mean percentage of fragmentation in the group of embryos
studied is about 12%, lower than the 20% described in pub-
lications analyzing IVF cycles where this correlation was
observed (Fisch et al., 2001). As for embryo developmen-
tal capacity, we found a higher blastocyst rate among EC
embryos in the PGS group only. The results are similar to
those described in earlier publications in which no biopsy
is performed (Fenwick et al., 2002; Guerif et al., 2006),
indicating that this procedure does not significantly affect
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embryo developmental capacity. Moreover, the fact that EC
embryos presented better blastocyst rate to NEC embryos
supported the idea that EC is a good prognosis parameter of
embryo development. Morphokinetic parameters analyzed
using time-lapse technology demonstrated that early cleav-
age is related to development to the blastocyst stage that
also depends on media and culture conditions (Cruz et al.,
2012; Kirkegaard et al., 2013).

Regarding the association between embryo morphology
and chromosome constitution, it is well known that they
do not always match (Sandalinas et al., 2001). Our results
in terms of aneuploidy and polyploidy percentage of the
embryos analyzed are comparable to those described in ear-
lier studies (Magli et al., 2007) referring to those embryos
that reached 6-8 cell stage. Although these studies showed
higher aneuploidy and polyploidy rates among embryos
arrested on day 2, it should be noted that all embryos
included in our study were biopsied; therefore they all over-
came the day-2 blockage.

As for early cleavage assessment (i.e. first division,
absence or presence of 2PN), we did not find any previous
study analyzing its relationship with the chromosome consti-
tution of the embryo. Our results showed a direct association
between embryo stage at 25-27 h post ICSI and chromosome
abnormalities on day 3. A decreasing proportion of chromo-
some abnormalities were observed among 2PN, No PN and EC
embryos in PGS. This connection should be compared to an
extrapolation derived from the results described in earlier
publications between embryo quality and chromosome con-
stitution (Munné, 2006). A relationship between dominance
of a single blastomere and polyploidy has been described
(Munné et al., 1994), as well as between aneuploidy and
dysmorphisms on day 3, such as fragmentation (Magli et al.,
2001) and multinucleation (Kligman et al., 1996). Moreover,
embryos presenting blastomere asymmetry as the single dys-
morphism have more post-meiotic abnormalities, such as
mosaicism, polyploidy and haploidy than symmetric ones,
although their aneuploidy rate is similar (Hardarson et al.,
2001). Recent studies on time-lapse videocinematography
and aCGH screening show a relationship between the time
of the first or second division and the origin of the chro-
mosome abnormality (Chavez et al., 2012). In this sense,
there is a delay on the time of the first division in embryos
with meiotic errors, whereas the delay occurs in the second
division in embryos with mitotic errors. Moreover, an asyn-
chrony between blastomeres’ division was observed that
was related to chromosome abnormalities. Due to the fact
that the presence of triploidies is undetectable with CGH,
these authors confirm their results with FISH analysis. In the
group of embryos with meiotic chromosomal errors a higher
incidence of cytoplasmic fragmentation at first division was
observed.

As for translocation carriers of PGD group, our results
showed an association between the moment of first cleavage
and chromosome constitution. Fiorentino et al. (2011) have
described normal/balanced embryos for the translocation
with higher incidences of aneuploidies for other chro-
mosomes, probably due to the interchromosomal effect.
In our study, translocations were mainly of male origin
with patients presenting altered semen parameters, which
suggested us a possible interchromosomal effect (Anton
et al., 2011). However, certain unbalanced products of the

translocation may have such a low degree of partial aneu-
ploidy that they do not affect cell division. This agrees with
data where no relationship between embryo quality in early
stages of development and chromosomal abnormalities were
found in embryos from translocation carriers (Ménézo et al.,
2001).

It should be noted that the genetic analysis of the
embryos included in our study was performed using the
FISH technique, and only the chromosomes involved in the
reorganization were analyzed. This situation could change
the relationship observed between chromosome constitu-
tion and early cleavage. Moreover, other preimplantation
genetic diagnosis strategies allowing simultaneous analysis
of all chromosomes (m-CGH, a-CGH or aSNP) revealing more
abnormalities could emphasize these results.

Finally, indications for a couple to undergo a PGS are
still controversial (Mastenbroek et al., 2011) and in many
cases the decision depends on the number and status of the
embryos available for biopsy on day 3. Early cleavage assess-
ment could help in this decision. According to our results,
although EC embryos present a lower chromosome abnor-
mality rate, the percentage of abnormal embryos among
them is still too high (61%). Therefore, using early cleavage
assessment as a determinant criterion for embryo selection
seems to be insufficient and we definitely do not believe that
it could replace preimplantation genetic diagnosis. Data of
this study are based on the observation of early cleavage at
26 h post-insemination and FISH analysis of the embryos. The
results presented will be useful for those laboratories that
still do not have access to tools like time-lapse technology
and aCGH.

Early cleavage has proved to associate with embryo qual-
ity, with the capacity to develop up to blastocyst stage as
well as with euploid chromosome constitution. The new
embryo morphokinetic and preimplantation genetic diag-
nosis technologies will certainly broaden the information
available, but for the moment a simple procedure such as
early cleavage assessment can offer valuable information
that could contribute to the difficult process for the selec-
tion of embryos for transfer and/or cryopreservation.
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4. Discussio

L'interes principal d'aquesta tesi ha estat l'estudi de l'embrid en els primers estadis de
desenvolupament de cara a valorar la seva capacitat d'implantacié. Ha estat ampliament
demostrat que optimitzar la capacitat de predir el potencial d'implantacié dels embrions humans
permet avancar en la millora dels resultats en FIV. En la majoria de laboratoris de FIV, la valoracid
del zigot en estadi de pronuclis i la seva primera divisio, tenen com a finalitat servir de suport en la
seleccié de I'embrid en dies posteriors del seu desenvolupament. A més, en paisos on no es
permet la criopreservacié més enlla de l'estadi de zigot (per exemple Alemanya i Austria) és
important dur a terme una valoracié dels pronuclis (PN) ja que la seleccio s'ha de realitzar en
aquest estadi, i en molts casos a partir d'una Unica observacié morfoldgica (Ludwig et al.,, 2000;
Zollner et al, 2002). A més de I'analisi dels PN, la seleccié embrionaria es realitza mitjancant la
valoracié de la morfologia de I'embri6 en D+2, D+3 i en D45 i el seguiment del seu
desenvolupament. Per altra banda, la incorporacié i millora de les tecniques de PGD/PGS
permeten complementar I'avaluacié de la qualitat embrionaria amb la determinacio de les seves

caracteristiques genetiques i la dotacio cromosomica.

Hem estructurat la discussio dels articles que conformen aquest treball seguint la linia argumental
que han seguit els articles. Hem seguit |'ordre cronologic dels esdeveniments que tenen lloc

durant I'activacié del zigot, formacié dels pronuclis i posterior desenvolupament embrionari.

En el primer article, hem relacionat la morfologia del zigot amb el patré de PN i la qualitat

embrionaria en D+ 2 i amb la taxa d'implantacio.

En el segon article, hem relacionat el patré de PN amb la dotacié cromosomica de I'embrié i el

seu potencial dimplantacio.

En el tercer article, ens hem interessat per la possible associaciod entre la divisid primerenca del
zigot (early cleavage, EC) i el desenvolupament de I'embrié en D+2, aixi com amb la seva dotacio

cromosomica i el seu potencial d'implantacio.

4.1. Caracteristiques morfologiques del zigot i qualitat
embrionaria

S'ha de tenir en compte que en el primer article, el disseny experimental buscava evitar
interferencies de factors com l'edat de les pacients (Ludwig et al.,, 2000) i la resposta al tractament

d'estimulacio en els resultats obtinguts. No hem trobat cap correlacio entre la distribucio de PN i
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les caracteristiques de les pacients, per la qual cosa podem afirmar que la mostra analitzada és

homogenia pel que fa als parametres estudiats.

Per tal d'intentar correlacionar el patré de PN amb la morfologia de I'embrié s'ha valorat l'aspecte

del citoplasma, la presencia de vacuols, d'halo citoplasmatic, i de granuls citoplasmatics.

En quant a I'analisi del citoplasma en relacié amb la distribucié de PN no s'ha trobat cap correlacié
positiva entre el patré de PN i el fet de que el zigot presenti un citoplasma fosc. Tampoc no hem
observat cap associacié entre les caracteristiques morfologiques del zigot pel que fa a la presencia
de vacuols, ni a la preséncia d'halo citoplasmatic amb la distribucié de PN. No hem pogut
comparar aquests resultats amb cap referéncia, ja que no hi ha publicacions que ho relacionin. La
presencia d'halo en la classificacié de zigots publicada per Scott and Smith (1998) es considera un
factor de bon pronostic, ja que és signe de la presencia de mitocondris productors d'energia, pero

no es relaciona amb cap patrd de PN.

Pel que fa a la morfologia citoplasmatica del zigot, els nostres resultats no mostren cap relacié
amb la qualitat embrionaria excepte pel que fa a una major presencia de granuls citoplasmatics

(necrotics) en zigots que esdevenen embrions de baixa qualitat.

Aixo s'adiu amb la publicacié de Veeck et al,, (1990) que relaciona la presencia d'aquests granuls
amb una menor taxa de fecundacio pero contrasta amb els resultats de Ebner et al., (2000) que no
evidencien una associacié entre la preseéncia d'aquests i la qualitat embrionaria. Cal tenir en
compte que la majoria d'aquests granuls corresponen als cossos necrotics, els quals tenen el seu
origen en estructures i organuls intracel-lulars que han perdut la seva funcionalitat en I'oocit i/o

zigot i el seu desti és 'exocitosi o la desestructuracio.

D'altra banda, en un intent de relacionar dimorfismes de l'oocit amb el desenvolupament
embrionari, Ten et al,, (2007) no troben relacié entre la taxa de fecundacio i la morfologia de l'odcit
pel que fa a I'espai perivitelli, la zona pel-lUcida alterada, el CP fragmentat, la presencia de vacuols i
de citoplasma granulds o fosc. Si troba pero, que els oocits que presenten citoplasma fosc, signe

de immaduresa, presenten menor qualitat embrionaria, no sent aixi en els nostres resultats.

Tanmateix, Scott and Smith (1998) relacionen la presencia d'hallus del zigot, amb la bona qualitat

embrionaria; nosaltres pel contrari, no hi hem trobat cap relacio.
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4.2. Patr6 de Pronuclis

La classificacio de pronuclis en diferents patrons proposada per Tesarik and Greco, (1999) i més
endavant per Scott et al,, (2000), sén facilment reproduibles en la valoracié de la fecundacié en el
laboratori de FIV. La seva utilitzacié és objectiva i permet la classificacié dels PN de manera rapida
en el microscopi optic sense que lincrement del temps necessari per la seva utilitzacié

comprometi la viabilitat dels zigots.

En els nostres resultats la distribucid dels zigots en els diferents patrons de PN difereix de la
publicada pels autors de les classificacions (Tesarik and Greco, 1999; Scott et al, 2000). La
distribucié general del zigots que s'han analitzat mostra una freqtiencia més elevada dels patrons
PO, p1 i p2 segons la classificacié de Tesarik and Greco (1999), i per altra banda, una freqtencia
similar de Z1 i Z4 perd molt diferent en Z2 i Z3a la classificacié de Scott el al.,, (2000). Aquesta
variabilitat pot ser deguda a les diferéncies en les condicions de cultiu i temps d'observacio. Per
aquest motiu, en el primer article varem analitzar l'existéncia de canvis en la distribucié dels
patrons de PN en funcié de si I'observacié s'havia realitzat <18 hpi o > 18 hpi, no trobant

diferencies. Cal recordar que la mitjana del temps d'observacié va ser 19.1+1.65 hpi.

En aquest sentit, actualment la tecnologia de time-lapse (TML) en la valoracid del
desenvolupament embrionari, ha permes observar la progressié dels PN des de l'inici de la seva
formacio fins a la seva desaparicié. Azzarello et al,, (2012) analitza els canvis que experimenten els
PN realitzant valoracions a les 16 hpi, 18 hpi i just abans de la seva desaparicid, no trobant
diferéncies entre les 16 i les 18 hpi, perd si entre les 16 hpi i la desaparicié de PN i les 18 hpi i la
desaparicio de PN. Malgrat tot, la utilitzacié d'aquesta tecnologia es veu limitada perqueé la presa
d'imatges es realitza cada 15-20 min. i només en 5-7 plans focals, cosa que dificulta, entre altres
detalls morfologics, el comptatge de NPB. Es considera que el millor moment per valorar els PN és
just abans de la seva desaparicio, al voltant de les 22.5-25.9 hpi, moment en el qual els NPB
acostumen a ser de major mida i estan polaritzats (Aguilar et al, 2014). Cal remarcar que els
nostres resultats provenen d'observacions puntuals i que la mitjana del moment d'observacié es

troba dins del rang considerat com a optim.

Per altra banda, és dificil aplicar les classificacions descrites per Tesarik and Greco, (1999) i Scott et
al,, (2000) tal com apunten les nombroses adaptacions o versions que se n'ha fet i que es mostren

a la Taula 1. Aix0 pot ser degut a que un mateix zigot pot ser inclos en més d'un patrd en la
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classificacié de Tesarik and Greco (1999) (Balaban et al,, 2001) i que la classificacio de Scott et al,,

(2000) és poc discriminatoria en algun dels seus grups (Scott el al,, 2003).
4.2.1. Correspondeéncia entre les dues classificacions

Es important analitzar la correspondéncia existent entre les dues classificacions, entenent com a
correspondeéncia els trets en comu que hi ha entre les dues. Els patrons de PN de millor pronostic
en les dues classificacions corresponen a aquells que presenten sincronia en la polaritzacié/no-

polaritzacio dels NPB i un nombre similar de NPB entre ambdds PN.

Per altra banda, pel que fa a la posicié relativa dels PN, Tesarik and Greco (1999) ho analitza com
una caracteristica a part dels patrons de PN, mentre que Scott et al, (2000) ho inclou dins de la
seva classificacio (patrd Z4). Els primers autors consideren els PN adherents de millor pronostic
que els adjacents o separats, i s'associen al patré p0 (Tesarik and Greco, 1999). Malauradament, en
el nostre primer article, I'analisi dels PN que es troben separats no s’ha pogut dur a terme donat el
baix nombre de casos. Amb la tecnologia de time-lapse, Azzarello et al. (2012), no observen canvis
en el posicionament relatiu dels PN dins del zigot entre les 16 hpi i PNB. Aquestes observacions es
repeteixen en l'article publicat per Aguilar et al. (2014). Pel que fa a I'adhesié de les membranes
dels PN, l'observaci6 amb TML tampoc ha revelat diferencies entre els diferents moments
d'observacié. Aquest parametre ha estat relacionat amb la taxa de nen nascut (Azzarello et al,
2012); mentre que altres pel contrari, troben que no es relaciona amb la taxa dimplantacié

(Aguilar et al,, 2014).

En quant al nombre i distribucié de NPB en els patrons definits com a patrons de bon pronostic,
les dues classificacions consideren de bon pronostic la coincidéncia en la polaritzacié dels NPB
entre ambdods PN. En la classificacié de Tesarik and Greco, (1999) cal que els NPB estiguin no-
polaritzats si sén >7 NPB i polaritzats quant el nombre és inferior. En la classificacié de Scott et al.,
(2000) els patrons de bon pronostic 211 Z2, presenten tots dos entre 3 i 7 NPB, i la localitzacio dels
NPB és polaritzada o no, en ambdds PN. La diferencia entre les dues classificacions esta en el
nombre maxim de NPB, perd coincideixen en que el nombre de NPB no pot diferir gaire entre els
2 PN. En quant al nombre de NPB, s’ha confirmat amb TML que va disminuint en el decurs del
temps (Azzarello et al., 2012; Chamayou et al.,, 2013). Aixi mateix, I'observacié amb TML també ha
confirmat que els NPB es van posicionant dins d'un PN cap a l'altre, passant de no-polaritzats a

polaritzats (Azzarello et al.,, 2012).
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Amb la intenci¢ de consensuar la valoracié dels PN, les societats cientifiques ESHRE i Alpha (Alpha
Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011) van
simplificar la classificacié en 3 categories: fecundacié normal-sincronica, normal-asincronica i
anormal (veure introduccio). Ara bé, realitzant 'observacié amb TML entre les 16 hpi i la
desaparicié dels PN, s'ha vist que aquesta classificacio també varia en el decurs del temps, trobant

uns patrons de PN diferents en funcié del moment d'observacié (Azzarello et al,, 2012).

4.3. Patrd de Pronuclis i qualitat embrionaria

La relacio entre els patrons de PN i la qualitat i el desenvolupament embrionari ha estat I'objecte
de molts estudis. Tot i que majoritariament s’han utilitzat les classificacions de Tesarik and Greco,
(1999) i la de Scott et al,, (2000) o adaptacions d’aquestes (Taula 1 i Taula 2 ) i aixo dificulta I'analisi
dels resultats, la majoria d'estudis coincideixen en que la sincronia interpronuclear és un factor de

bon pronostic relacionat amb el correcte desenvolupament embrionari i desenllag clinic favorable.

En els nostres resultats, patrons de PN que presentin pocs NPB en algun PN (p4), o bé PN de mida
desigual o que es trobin separats (Z4) s'han relacionat amb una pitjor qualitat embrionaria en D+2.
A més, tot i que la seleccié embrionaria per la transferencia s'ha realitzat només tenint en compte
la morfologia del D42, en la majoria dels casos se seleccionen per transferencia embrions que
procedeixen majoritariament de zigots p0/Z1-Z2, patrons de bon prondstic caracteritzats per la

seva sincronia interpronuclear.

La majoria d'estudis que analitzen la relacié existent entre el patré de PN i la qualitat embrionaria,
confirmen la hipotesi de la sincronia interpronuclear (Taula 1). Ara bé, amb la incorporacié de TML
en els darrers estudis, no s'ha trobat relacio entre el patréd de PN i la taxa d'implantacié (Aguilar et
al., 2014) ni la taxa de nen nascut (Azzarello et al, 2012). En aquests treballs perd, els embrions

d'estudi sbn embrions Optims i potser la seleccié prévia emmascara els resultats.

Una situacio similar es donaria en el nostre segon article. En els nostres resultats, tampoc no
trobem relacié entre els PN i la qualitat embrionaria, perod cal recordar que partim d’embrions
biopsiats i amb diagnostic del programa de PGD, els quals complien criteris de bona qualitat

embrionaria en D+3 de desenvolupament, que els feien aptes per la biopsia.

A la vista d'aquests resultats, la relacio entre el patré de PN i la qualitat embrionaria queda en
entredit. Malgrat sembla que hi ha caracteristiques que sén de mal pronostic, el patrd que

presenten els PN no és discriminador del subsequUent desenvolupament embrionari.
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4.4. Patro de Pronuclis i dotacié cromosomica

L'analisi de I'associacio entre el patrd de PN i la dotacié cromosdmica dels embrions ha estat
I'objectiu principal del segon article. En els nostres resultats Unicament trobem relaci¢ entre el
patré de PN i la dotacio cromosomica dels embrions en D43 en del grup de PGS en el patr6 p4 de
Tesarik and Greco, (1999), mentre que no trobem relacié quan utilitzem la classificacié d'Scott et
al., (2000). Es sorprenent el fet de trobar un alt percentatge de normalitat cromosdomica en p4, i
aixo ens fa pensar de nou que la seleccié prévia en el moment de realitzar la biopsia podria

esbiaixar la mostra estudiada a favor de la proporcié d’'embrions cromosdmicament normals.

Si analitzem els resultats d'altres publicacions, diversos autors si troben relacié entre el patréd
pronuclear i la dotacidé cromosomica (Taula 2), pero publicacions recents de TML i aCGH no
troben relacio entre la morfologia dels PN i la dotaci®é cromosdmica embrionaria (Basile et al,,
2014). De tota manera, el fet de qué en aquest treball els autors no han analitzat el patré de PN
propiament, sind el moment de desaparicid d'aquests, i que la poblacié d'estudi és molt diferent a

la del nostre segon article, dificulta la comparacié de resultats.

Un altre factor a tenir en compte a I'nora d'analitzar els resultats, és que el diagnostic s'ha realitzat
amb la técnica de la FISH i sobre un nombre limitat de cromosomes. Creiem que amb la
incorporacié dels aCGH amb I'estudi de tots els cromosomes, augmentaria el percentatge
d'embrions anormals, i més tenint en compte que la nostra poblacié és susceptible de presentar
I'efecte intercromosomic, ja que es tracta de parelles on en la majoria dels casos el portador de la

translocacio és I'nome que a més presenta un patrd seminal alterat.

En els embrions de pacients amb reorganitzacions cromosomiques del grup de PGD, no s'observa
cap relacié entre el diagnostic de normalitat i el patré de PN. Tampoc altres autors presenten
relacio entre la distribucio del patré de PN i una dotacié cromosomica alterada en portadors de
translocacions reciproques i Robertsonianes (Findikli et al., 2003). De nou cal destacar que aquests
resultats van ser obtinguts mitjancant un analisi amb FISH i podrien canviar si es realitzés 'analisi
per aCGH, on es detectaria no només la reorganitzacié diana, siné tota la dotacié cromosomica de
I'embrié. Es ben conegut que existeix un possible efecte intercromosdmic en portadors de
translocacions Robertsonianes i reciproques i que pot ser degut a petits trencaments en la
formacio de la sinapsis homologa o bé degut a defectes en l'alineacié o en la condensacié dels
cromosomes (Anton et al, 2011). Aixo podria derivar en un augment d’aneuploidies en les
subsequents divisions mitotiques dels embrions i aquest fet es veuria reflectit si tinguéssim

informacié de la totalitat de la dotacid cromosomica. Es possible que amb aquesta nova



metodologia si que es trobés una associacid entre la dotacié cromosomica dels embrions i el

patré de PN dels zigots dels quals procedeixen.

4.5. Qualitat embrionaria i dotacié cromosomica

Les anomalies cromosomiques sén la principal causa de bloqueig de desenvolupament
embrionari. Mentre que aproximadament el 50% dels embrions presenten bona morfologia,
només un 25-30% sdn cromosomicament normals (Munné et al., 1993: Kilani et al., 2014). Hi ha
treballs que demostren una possible correlacié entre el desenvolupament i la qualitat embrionaria
i la seva constitucié cromosomica. En els nostres resultats hi ha relacid entre la qualitat
embrionaria i la dotacié cromosomica dels embrions del grup de PGS (aneuploides, poliploides i
normals), trobant que els embrions de millor morfologia sén normals en major proporcié (40.3%

bona morfologia vs. 28.9% mala morfologia, p<0.05).

En la literatura, els estudis son contradictoris. Per una banda, s'ha descrit que el percentatge
d'aneuploidies no té relacié amb la qualitat embrionaria. En un estudi realitzat al respecte, Magli et
al,, (2007) refereixen prop d’'un 50% d’anormalitat en els embrions de bona morfologia. Per altra
banda, sembla que pel contrari, anomalies com la poliploidia si augmenten en embrions amb un

baix potencial de desenvolupament (Magli et al,, 2001, 2007; Munné, 2006).

Si tenim en compte les caracteristiques morfologiques especifiques, els resultats mostren una
gran variabilitat. Aixi, la presencia de fragmentacid citoplasmatica, s'ha relacionat amb el
mosaicisme i es creu que el seu origen es degut a errors en el fus mitotic (Munné and Cohen,
1998; Magli et al, 2000). En quant a la simetria de blastomers, es troba en els embrions
cromosomicament normals en major proporcié que en els anormals (Hardarson et al.,, 2001). Els
embrions que presenten un bloqueig en el ritme de divisié tenen més anomalies cromosomiques
que els que no el tenen (Munné et al,, 1995), igual que els embrions que tenen un ritme de divisid
massa rapid (Magli et al., 1998), els quals presenten també una menor taxa de blastocist (Alikani et
al., 2000). Pel que fa a la presencia de multinucleacié que classicament s'ha relacionat amb majors
taxes d'aneuploidia (Meriano et al., 2004), el nostre grup ha trobat una alta frequéncia d'embrions
euploides que presentaven multinucleacio en D+1, D+2 o D+3 tot i que es tracta d'una série curta
d'embrions de PGD. El fet que a més aquests embrions presentin taxes d'implantacié equiparables
a la resta d'embrions i que no haguem trobat cap relacié ni amb el patrdé ni amb el percentatge de

multinucleacio, fa que l'estrategia a seguir davant d'aquests embrions hagi canviat completament,
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passant de ser considerats embrions no aptes, a ser aptes per la transferéncia o bé perllongar el

seu cultiu fins blastocist (Parriego et al., 2013).

Malgrat tot, cal recordar que en el segon article els embrions d'estudi sén tots els embrions

biopsiats dels que tenim diagnostic i per tant, han estat seleccionats en D+3 abans de la biopsia.

Estudis recents amb metodologia TML relacionen indicadors morfocinétics amb taxes
d'aneuploidia detectades per aCGH (Chavez et al, 2012; Basile et al,, 2014). Chavez et al,, (2012)
observen diferencies en el ritme divisio, la fragmentacié i l'asimetria dels blastomers en els
embrions aneuploides com ja s'havia descrit en estudis previs (Hardarson et al., 2001; Luna et al,,
2008). Semblaria que els embrions portadors d'errors cromosomics amb origen meiotic
presentarien un retard en la primera divisid, mentre que si I'error és d'origen mitotic, el retard
tindria lloc en la segona divisié (Chavez et al, 2014). A més, Davies et al., (2012) descriuen un
retard en el ritme de divisio en la transicié a 2 i a 4 cel-lules en els embrions aneuploides. També
Basile et al,, (2014) troben relacié entre la durada de l'interval de temps transcorregut entre les 2C |

les 5Cientre 3C i 5C (cc3) ilataxa d'aneuploidia.

En quant al desenvolupament fins a blastocist, Campbell et al,, (2013) troben un retard en la
formacio del blastocel i en I'arribada a 'estadi de blastocist en els embrions aneuploides, perd en
canvi no troben diferencies amb els primers estadis de divisié embrionaria. Les diferencies
observades entre els diferents autors podrien ser degudes al fet de dur a terme la biopsia
embrionaria en diferents estadis: mentre que en 'estudi de Basile et al., (2014) es realitza la biopsia
en D+3, Campbell et al, (2013) la realitzen en D+5. Es possible que el fet de realitzar la biopsia en
D+3 interrompent el desenvolupament embrionari alteri els resultats morfocinetics del posterior
desenvolupament fins a blastocist i per aixo no hi hagi concordanca entre els 2 treballs. Una altra
explicacio plausible seria el fet que en els estudis en qué la bidpsia es duia a terme en D+3 el

percentatge d'aneuploidia podria estar esbiaixat a la baixa degut a la no deteccié de mosaicisme.

Pel contrari, també s'han publicat altres estudis de PGS amb aCGH i time-lapse que no troben cap
correlacié entre el ritme de divisid massa rapid (es coneix com a divisio directa quan el segon cicle
cellular té lloc en menys de 4h) i I'euploidia dels embrions (Rienzi et al., 2015) ni tampoc entre el

desenvolupament fins a blastocist i I'euploidia d'aquests (Rienzi et al,, 2015).

Per altra banda, els nostres resultats no mostren una correlacié entre la morfologia dels embrions
procedents de parelles portadores de reorganitzacions cromosomiques i el seu contingut

cromosomic. En aquest mateix grup de pacients, Fiorentino et al. (2011) descriu un efecte
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intercromosomic en els embrions normals/balancejats per la translocacié que augmenta la taxa
d'aneuploidia dels altres cromosomes no implicats en la translocacié. Com ja varem comentar en
el nostre estudi, la majoria de les translocacions sén d'origen patern, cosa que es relacionaria amb
patrons de semen alterat i ratificaria I'efecte intercromosomic (Anton et al,, 2011). Es possible que
com que el fragment cromosomic implicat en la reorganitzacié és normalment és molt petit, la
divisio celllular no es veuria afectada, i per aquest motiu no s observa una disminucié de la
qualitat embrionaria. Caldria veure, pero, si en aplicar 'aCGH en aquest tipus de pacients es

mantindria el percentatge d'anomalies cromosomiques o si pel contrari, aquest augmentaria.

4.6. Divisio primerenca i qualitat embrionaria

En el tercer article hem analitzat la relacié entre la divisid primerenca i la qualitat embrionaria
incloent el desenvolupament fins a blastocist, i la dotacié cromosomica de I'embrid i la taxa

d'implantacio.

Un indicador de qualitat embrionaria és la valoracié de la divisid primerenca o la culminacié de la
primera divisid mitotica abans de les 26 h després de la inseminacié (hpi) (Edwards et al.,, 1984).
S'ha considerat que els embrions que presenten EC podrien tenir una millor qualitat embrionaria

que els embrions de divisio tardana (Sakkas et al.,, 1998; Racowsky et al., 2009).

En els nostres resultats, la taxa d’'embaras i d'implantacié dels embrions EC és molt superior als No
EC (NEC) (35.7 vs. 6.7 1 28.3 vs. 2.1, p<0.001, respectivament). En el grup de PGS, hi ha relacio entre
el desenvolupament de l'embri¢ a les 26 hpi (PN visibles, PN no visibles i EC) i la qualitat
embrionaria en D+2 i la capacitat per desenvolupar-se fins a blastocist. Malgrat se segueix la
mateixa tendencia en el grup dembrions de PGD, les diferencies no son estadisticament
significatives. Creiem, novament, que el fet que només s'hagin analitzat els embrions biopsiats i

amb diagnostic, ha exercit un biaix cap els bons embrions.

S'ha relacionat la divisié primerenca de lI'embrié amb millors taxes d'embaras tant en FIV
convencional (Edwards et al., 1984; Shoukir et al., 1997) com en ICSI (Sakkas et al., 1998; Ciray et al,,
2006); malgrat tot, aquesta relacid no s'ha descrit en altres publicacions (Emiliani et al., 2006; De las

Heras et al.,, 2009; De los Santos et al.,, 2014).

Diverses publicacions han descrit que la divisid primerenca només té valor predictiu en els
embrions de qualitat embrionaria mitja o pobra (De las Heras et al., 2009; De los Santos et al,, 2014)

i que aquest efecte es veu diluit en els embrions optims, la majoria dels quals presenten EC. En
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aquesta linia, De las Heras et al,, (2009) analitzen la relacio entre I'EC i la qualitat embrionaria i la
taxa d'implantacio de transferencies Uniques. En les transferéncies Uniques no selectives i per tant
de pitjor pronostic, s'observa una relacié entre I'EC i la qualitat embrionaria, mentre que aquesta
relacio no es reprodueix en les transferencies Uniques selectives. Contrariament, en altres estudis
on només s'ha transferit un embrié de manera selectiva, s'observen millors taxes d'implantacié en
embrions EC davant d'embrions No EC; 50% vs. 26.4% (Salumets et al., 2003) 46% vs. 18% (Van
Montfoort et al., 2004), 49.4% vs. 33.3% (Giorgetti et al., 2007).

En I'estudi multicentric realitzat per ASEBIR, De los Santos et al.,, (2014) descriu que la freqlencia
d’embrions EC és menor en pacients de FIV (22%) que en donants d'oocits (33.2%). En aquest grup
d’embrions no s'observen diferencies ni en la taxa d'implantacio ni en la qualitat embrionaria entre
els EC i els No EC, potser degut a que sén embrions de bon pronostic procedents de donants
d'oocits i no de pacients infertils. D'altra banda, cal destacar que, en aquest mateix estudi, no es
troben diferéncies significatives en la taxa d'implantacio entre els embrions EC i NEC de millor
categoria (A o B) mentre que si hi ha diferencies en els embrions de tipus C (25,7% EC vs. 14.9% No
EC). Semblaria, per tant, que I'EC tindria una major capacitat predictiva en els embrions de qualitat

mitja o baixa que no pas en els embrions de bona qualitat.

En les publicacions de TML, també s'ha relacionat la divisid primerenca amb el posterior
desenvolupament embrionari. Primerament, s’ha trobat associacié entre el temps que transcorre
entre el moment de desaparicioé dels PN i la primera divisié amb la qualitat embrionaria en D+2
(Lemmen et al, 2008), el desenvolupament fins a blastocist (Wong et al, 2010), la taxa
d'implantacié i d'embaras (Kirkegaard et al., 2013; Aguilar et al,, 2014; Basile et al,, 2015). Semblaria
que el temps idoni que ha transcorrer entre aquests 2 esdeveniments és de 4.04h (Meseguer et al,,
2011). Per altra banda, si la primera divisioé es déna massa d’hora (20.45 hpi, Azzarello et al., 2012),
es considera que la fase S és massa curta i aixd afecta negativament la implantacié (Rubio et al,,
2012). Caldra disposar de més dades per tal de definir els temps i rangs adients per la durada
d'aquest primer cicle cel-lular. Pel que fa a la durada de la primera divisio, hi ha autors que
relacionen una durada del voltant de 14 min amb el posterior desenvolupament embrionari fins a
blastocist Wong et al,, (2010) . Malgrat tot, aquest és un temps massa breu per ser observat en

alguns aparells de TML que realitzen les observacions cada 20 min (Meseguer et al,, 2011).
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4.7. Divisio primerenca i dotacié cromosomica

Com ja hem comentat anteriorment, es postula que els embrions portadors d'anomalies
cromosomiques degudes a errors meiotics patirien un retard en la primera divisioé, mentre que si
I'error és mitotic el retard tindria lloc en la segona divisid (Chavez et al, 2012). Aquest fet,
suggeriria una relacio entre I'EC i la dotacié cromosomica de I'embrié quan 'origen de I'anomalia

és meiodtic.

L'analisi dels resultats tant en el grup de PGS com en el grup de PGD mostren diferéncies en la
dotacié cromosomica dels embrions segons els embrions estiguessin a les 26 hpi en 2PN, sense
2PN o ja dividits. En PGS la proporcié de normalitat creix quan més avancat es trobava I'embrié a
les 26 hpi, mentre que en grup de PGD, les diferencies no segueixen aquest ordre logic.
Contrariament, dins del grup d'embrions EC, no hi una correlacié entre les caracteristiques de

I'embrid i la dotacié cromosomica de I'embrid.

Com ja hem esmentat anteriorment hi ha controversia respecte de la capacitat predictiva del TML
envers la dotacié cromosomica de I'embrid. Pel que fa a I'EC, hi ha estudis de TML i aCGH que
troben relacié entre la dotacié cromosomica i el moment i la durada de la primera divisio (Chavez
et al,, 2012), mentre d'altres no ho observen (Campbell et al,, 2013; Basile et al,, 2014; Rienzi et al,,
2015). Les metodologies d'aquestes publicacions difereixen en diversos aspectes com la poblacié
d'estudi o el dia en que es realitza la biopsia embrionaria, i per tant no se'n pot extreure

conclusions definitives.
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5. Conclusions

El nostre interés principal ha estat I'estudi de I'embrid en els primers estadis de desenvolupament.
De forma general, la valoracio del patré de pronuclis en relacié amb el posterior desenvolupament
i la constitucid cromosomica, ha posat en evidencia que aquest criteri té un valor predictiu relatiu,
podent prendre com a indicador de bon pronostic la sincronia interpronuclear. Pel que fa a la
divisié primerenca del zigot s’ha establert una correlacié amb la qualitat embrionaria, amb la

capacitat de I'embri¢ de desenvolupar-se fins a blastocist i amb la seva dotacié cromosomica.

D’altra banda, els resultats obtinguts amb la tecnologia de TML, que ofereix una informacié més
amplia sobre les caracteristiques de I'embrio, s'adiu amb les nostres observacions, obtingudes
amb procediments senzills com la determinaci¢ del patré de PN i del moment de la primera
divisié embrionaria que poden oferir una informacié complementaria per la seleccié de I'embri¢ a

transferir.

1. La morfologia de PN té relacié amb el posterior desenvolupament de I'embrié.

2. Malgrat no s’ha pogut definir un patré Unic de bon pronostic, la sincronia i simetria de PN sén

factors de bon pronostic.

3. Existeix una relacié entre la morfologia de PN i la dotacié cromosomica de I'embrié quan es

realitza un PGS.

4. Existeix una relacid6 entre la divisid primerenca dels embrions i el seu posterior

desenvolupament embrionari fins a blastocist.

6. La dotacio cromosomica dels embrions presenta una correlacié amb la divisié primerenca del

zigot.

7. Els embrions provinents de zigots amb divisid primerenca presenten un increment en la seva

taxa d'implantacio i d'embaras.
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6. Glosari

aCGH: array-comparative genomic hybridisation

AMPc: adenosin-monofosfat ciclic

APC: complex promotor de I'anafase

ASEBIR: Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproducciéon
ATM: ataxia telangiectasia mutada

ATP: adenosin trifosfat

ATR: ataxia telangiectasia i Rad-3 associada

Ca”: calci

CaMK I proteina quinasa Il depenent de la calmodulina
Cdc2: cell division cycle 2

Cdc25: cell division cycle 25

CDK1: quinasa dependent de la ciclina 1

CGH: comparative genomic hybridisation

CICR: calcium induced calcium release

CP: corpuscle polar

CSF: factor citostatic

CyB:ciclina B

DAG: Diacil-glicerol

DNA: acid desoxiribonucleic

DNMT1: DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1

ESHRE: European Society of Human Reproduction and Embryology
FISH: fluorescent in situ hybridization

FIV: fecundacio in vitro

FSH: hormona fol.licle estimulant



G1:fase G1 de la interfase o Growth phase o fase de creixement
G2:fase G2 de la interfase o fase pre-mitotica de la interfase
GnRH: hormona lliberadora de gonadotrofina

HAT: histona acetil transferasa

ICSI: microinjeccié espermatica

IP3: Trifosfat de Inositol

K*: potasi

LH: hormona luteinitzant

M: mitosis: fase del cicle cellular M

MAPK: proteina quinasa activadora de la mitosis

Mg?*: magnesi

MIl: odcit en metafase |l

MPF: factor promotor de la maduracié

MRNA : acid ribonucleic missatger

Myt1: Myelin transcription factorl

Na*: sodi

p53: factor de transcripcié o proteina tumoral p53

PCR: polymerase chain reaction

PGS: diagnostic genetic preimplantacional per cribatge o screening d'aneuploidies
PGD: diagnostic genetic preimplantacional

PIP2: Fosfatidil Inositol Bifosfat

PKA: proteina quinasa AMPc depenent

PKC: proteina quinasa C

PLCT: isoenzima T de la fosfolipasa C

PN: pronucli

gPCR: quantitative polymerase chain reaction
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RNA: acid iribonucleic

S:fase S de lainterfase o fase de Sintesis

SNP: single nucleotide polymorphism microarrays
TET: ten-eleven translocation proteins

TML: tecnologia morfocinética de time-lapse
TRA: tecniques de reproduccio assistida

ZP: Zona pel-ltcida

/P2: glicoproteina de la zona pel-ldcida 2

/P3: glicoproteina de la zona pellucida 3
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