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RESUM

L’observacid de zigots amb un Unic pronucli (PN) i dos corpuscles polars (CP) en
el moment de la valoracié de la fecundacid es déna entre el 3%-6% dels oocits
inseminats mitjangant injeccio intracitoplasmatica d'un espermatozoide (ICSl).
La incertesa sobre el desti que se’ls ha de donar fa necessari un estudi del
potencial reproductiu que poden tenir els embrions que se’n deriven. Aixi
mateix, cal coneixer els riscos que poden derivar de la seva utilitzacié. Per
aquestes raons, el treball realitzat durant aquesta tesi doctoral ha estat centrat
en I'estudi de la constitucid cromosomica i el desenvolupament in vitro dels
zigots monopronucleats (1PN) amb 2CP provinents d’ICSI.

Els resultats obtinguts mostren que els embrions que provenen de zigots 1PN
2CP d’ICSI deriven majoritariament d’un procés de fecundacié amb participaciod
del material genetic de I'espermatozoide. El major diametre de pronucli,
observat en la majoria de zigots 1PN d’ICSI respecte als 2PN, es podria explicar
per la formacié d’un Unic embolcall nuclear que englobés el material genétic,
matern i patern, en una sola estructura pronuclear, i donaria suport a la hipotesi
de l'origen genetic biparental. No obstant, no es pot descartar que alguns
embrions derivats de zigots monopronucleats d’ICSI presentin un genoma
d’origen uniparental.

Els zigots 1PN 2CP d’ICSI mostren una menor capacitat de desenvolupament in
vitro respecte els 2PN 2CP d’ICSI, observant-se un alt percentatge d’embrions
que aturen el seu desenvolupament en estadis primerencs. Les taxes de zigots
monopronucleats que assoleixen I'estadi de blastocist varien entre el 3,4%-
28,9% essent inferiors a les observades en embrions derivats de zigots 2PN 2CP
d’ICSI.

L'estudi de la morfocinetica dels zigots monopronucleats d’ICSI ha mostrat
diferéncies en la cinetica de formacié i desaparicio del pronuclii en el retard de
les primeres divisions embrionaries amb la dels embrions derivats de zigots 2PN.
Malgrat tot, aquells zigots 1PN que formen blastocist tenen una cinética similar
a la dels blastocists provinents de zigots 2PN, excepte en el temps de
compactacio, que es veu retardat i perllongat.



L’estudi de la constitucié cromosomica dels embrions derivats de zigots 1PN 2CP
d’ICSI ha demostrat que un alt percentatge d’aquests embrions son
cromosomicament anormals, amb un elevat grau de mosaicisme. Els
percentatges d’aneuploidia més elevats han estat observats en aquells
embrions que bloquegen el desenvolupament in vitro en estadis primerencs,
mentre que aquells que assoleixen I'estadi de blastocist presenten un major
percentatge d’euploidia.

Els resultats obtinguts indiquen que els embrions derivats de zigots
monopronucleats d’ICSI no han de ser mai la primera opcié per a la
transferencia. La publicacié del naixement d’'una nena sana provinent d’un zigot
monopronucleat analitzat genéticament obre una alternativa quan no es
disposa d’altres embrions viables provinents de zigots 2PN 2CP. En aquests
casos, I'analisi geneétic seria obligat. Per tal de millorar els resultats i maximitzar
el cost-benefici de I'analisi, I'estudi genetic dels embrions derivats de zigots 1PN
d’ICSI hauria de realitzar-se en estadi de blastocists mitjangant tecniques que
permetin l'analisi de la dotacid6 cromosomica i l'origen biparental. La
transferéncia d’aquests embrions només podria ser considerada després d’una
informacioé exhaustiva dels riscos i un assessorament reproductiu acurat.



ABSTRACT

The observation of zygotes with a single pronucleus (PN) and two polar bodies
(PB) at the moment of the fertilization check is about 3%-6% of the oocytes
inseminated by intracytoplasmic sperm injection (ICSI). The uncertainty about
their use made it necessary to perform a study about the reproductive potential
that the embryos derived from the monopronucleated (1PN) ICSI zygotes may
have. Furthermore, there was a clear need to identify the risks associated with
their use. For these reasons, the work performed during this doctoral thesis was
focused on the study of the chromosomal constitution and the in vitro
development of the monopronucleated zygotes with 2PB after ICSI.

The results obtained through the study show that embryos derived from the
1PN 2PB ICSI zygotes come mainly from a fertilization process with the
participation of the sperm genetic material. The higher pronucleus diameter
observed in the majority of the 1PN ICSI zygotes compared with the 2PN ones,
could be explained by the formation of a single membrane that included the
maternal and paternal genomes in a single pronucleus, which supports the
hypothesis of a biparental origin. Even though, it is not possible to rule out that
some embryos derived from the monopronucleated ICSI zygotes showed a
uniparental genome.

The monopronucleated ICSI zygotes showed an impaired in vitro development
with respect to the 2PN 2PB ICSI zygotes, displaying a high percentage of
embryos that arrested their development at early stages. The
monopronucleated zygotes that reached the blastocysts stage varied between
3.4% and 28.9%, the percentage being lower than of those coming from the 2PN
2PB ICSI zygotes.

The morphokinetic study of the monopronucleated ICSI zygotes showed
differences in the pronuclear appearance and the fading kinetics as well as
slowed cleavage in the first embryonic stages compared with the 2PN zygotes.
However, with the exception of compaction time, wich appeared to be delayed
and elongated, those 1PN zygotes that achieved the blastocyst stage had similar
kinetic behaviour to the blastocysts coming from the 2PN zygotes.

The study of chromosomal constitution of embryos coming from 1PN 2PB ICSI
zygotes showed that a high percentage of these embryos were chromosomally
abnormal, displaying a high rate of mosaicism. The higher rate of aneuploidy
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was observed in the embryos that arrested their development at early stages,
while those embryos that achieved the blastocyst stage showed a higher
euploidy rate.

The results obtained show that the embryos derived from the
monopronucleated ICSI zygotes should never be the first choice for embryo
transfer. The publication of the birth of a healthy baby coming from a
monopronucleated ICSI zygote after a genetic analysis opens an alternative
when no other embryos coming from the 2PN 2PB zygotes are available. In these
cases, the genetic analysis has to be mandatory. In order to improve the results
and maximise the cost-benefit of the analysis, the genetic study of embryos
derived from the 1PN ICSI zygotes should be performed at the blastocyst stage
by techniques that allow a comprehensive chromosomal screening and the
confirmation of the biparental origin. The transfer of these embryos should only
be considered after exhaustive information on the associated risks and accurate
reproductive counsel.



ABREVIATURES | ACRONIMS

1PN Zigot monopronucleat
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1. INTRODUCCIO

INTRODUCCIO

La fecundacio és el procés pel qual els gametes femeni i masculi s’'uneixen per
donar lloc a un nou embrid. L’observacié de dos pronuclis (PN) i dos corpuscles
polars (CP) després de la inseminacid evidencia que el procés de fecundacié s’ha
produit correctament i els dos materials genétics, matern i patern, es troben
junts formant el zigot.

Tot i que aquest és el patré de fecundacidé més ampliament observat,
n’existeixen d’altres, com la presencia d’'un o més pronuclis, que indiquen que
la fecundaci6 no s’ha donat correctament. Malgrat no ser els patrons
habitualment observats, alguns d’ells podrien ser considerats amb finalitats
reproductives, ja que els embrions que se’n deriven poden ser genéticament
normals, com és el cas d’alguns zigots monopronucleats (1PN).

La correcta visualitzacié dels pronuclis és un factor clau en el seguiment dels
processos de fecundacid in vitro (FIV). La valoracié de la fecundacio es realitza
de manera rutinaria en els laboratoris de FIV entre les 16 i 18 hores posteriors a
lainseminacid (hpi), classicament amb una observacid puntual i més recentment
mitjangant observacions seqtiencials, gracies a la incorporacié de nous equips
de monitoritzacio dinamica (time-lapse; TL).

L'estudi de la constitucidé cromosomica dels embrions preimplantacionals,
mitjancant I’Gs de técniques de diagnostic genétic preimplantacional (PGD) i/o
de cribratge d’aneuploidies (PGS), permet la seleccid genética d’embrions amb
la finalitat de millorar els resultats dels cicles de FIV.

Les técniques de cribratge d’aneuploidies, també poden ser emprades per a
I'estudi dels embrions provinents de patrons pronuclears atipics. Mitjangant
I'analisi genétic s’ha pogut entendre millor el mecanisme de formacié del(s)
pronucli(s) i les implicacions d’aquests processos anomals en el futur
desenvolupament de I'embrid, facilitant la presa de decisid final sobre I'ts
reproductiu d’aquests embrions.
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1. INTRODUCCIO

1.1. FECUNDACIO EN L’ESPECIE HUMANA
1.1.1. Procés general

En I'espécie humana, la interaccié de I'espermatozoide amb I'oocit desencadena
un seguit de senyals que activaran I'oocit. La fusié de la membrana plasmatica
de I'espermatozoide amb la de I'oocit produeix canvis que incrementen els
nivells de Ca%* intracel-lular. Aquests, provoquen I'exocitosi dels granuls corticals
situats proxims a la membrana de I'oocit alliberant enzims hidrolitics a I'espai
perivitel:li que modificaran les caracteristiques fisico-quimiques de la zona
pel-lucida prevenint la polispermia. Per altra banda, les fluctuacions en els
nivells de Ca? intracel-lular provoquen la represa de la meiosi completant la
segona divisid meiotica en I'0dcit que finalitza amb I'extrusié del segon CP. El
material genétic femeni progressa a interfase i al seu voltant es comenca a
organitzar 'embolcall nuclear (Plachot et al., 2000; Elder i Dale, 2011).

Paral-lelament, un cop dins I'ooplasma, el nucli de I'espermatozoide entra en
contacte amb factors citoplasmatics oocitaris que promouen el trencament dels
ponts disulfur entre les protamines i la descondensacié de la cromatina (Collas i
Poccia, 1998; Wright, 1999; McLay i Clarke, 2003). Al voltant del material genetic
masculi es comenca a organitzar 'embolcall nuclear. L’aparicié del PN masculi i
femeni és generalment sincronica i la situacio, en el cas del pronucli masculi, és
normalment centrada, mentre que el pronucli femeni apareix inicialment al
costat del segon CP (Payne et al., 1997; Elder i Dale, 2011). Un cop formats els
PN, el centrosoma patern, proper al pronucli masculi, forma el centre
organitzador de microttubuls (MTOC). Des d’aqui, irradia I'aster de microtubuls
cap al PN femeni, fent-lo migrar cap al centre de I'00cit, situant els dos pronuclis
I'un oposat de I'altre (Asch et al., 1995; Simerly et al., 1995; Plachot et al., 2000;
Feenan i Herbert, 2006).

L’aparicié dels PN suposa la transicié cap a la fase G1 de la primera divisié
mitotica, seguida de la fase S o fase de replicacié del DNA, que té lloc durant
I'engrandiment i migracid dels pronuclis al centre de I'oocit (Fig. 1). Els centriols
paterns es dupliquen i se situen oposats en els pols del fus mitotic previ al
trencament i desaparicio de les membranes dels PN. El desmantellament de les
membranes pronuclears té lloc generalment de manera sincronica al finalitzar
la fase G2. Tot seguit, amb l'inici de la fase M, els cromosomes es condensen i
s'alineen a la placa metafasica. En aquest moment, es considera que s’ha
produit la singamia (Sathananthan, 1998). Durant I'anafase, les cromatides
germanes se separen i seguidament es produeix la citocinesi de la primera
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1. INTRODUCCIO

divisié embrionaria, donant com a resultat les dues primeres cel-lules del nou
embrid (Balakier et al., 1993a; Sathananthan, 1998; Tesarik i Greco, 1999;
Feenan i Herbert, 2006).

S’ha vist que en estadi de zigot, el pronucli masculi i femeni presenten
diferencies en la metilacié d’histones nucleosomals. En concret, Van Der Heijden
i col-laboradors (2009) van confirmar que la asimetria en les marques de
metilacié de les lisines, entre les histones pronuclears H3 i H4, observada en
ratolins (Van Der Heijden et al., 2005), també es donava en I'espécie humana.
Aquests patrons diferencials de metilacid es mantenen fins després de la
singamia.

La cronologia dels diferents fenomens que tenen lloc durant la fecundacid i la
primera divisio cel-lular s’ha reportat en diversos estudis. Aixi doncs, en I'especie
humana, la descondensacio del cap de I'espermatozoide es déna préviament a
I'extrusio del segon corpuscle polar i que, en el moment de I'extrusié del segon
CP i I'inici de formacié dels pronuclis comenca la fase G1 (Fig. 1). Generalment,
la fase G1 s’inicia 3h posteriors a la inseminacid i s’"haura completat en la majoria
del casos a les 14 hpi, amb una durada mitjana de 5-6 h. Sis hores posteriors a
I’entrada de I'espermatozoide es forma I'aster de microtubuls que fa migrar el
pronucli femeni, situant-lo oposat al masculi. Existeix una gran variabilitat pel
que fa al moment en que els pronuclis es fan visibles (entre les 3 i 20 hpi),
apareixent sincronicament en la majoria dels casos, perdo també
asincronicament, majoritariament en els zigots que provenen de inseminacié
convencional (FIVc). Entre les 8-14 hpi s’inicia la sintesi de DNA que finalitzara
entre les 14 i 24 hpi, amb una durada d’entre 3 i 5h. S’ha observat que els zigots
poden entrar a la fase G2 en un rang molt variable, entre les 12 hpi els més
rapids i les 30-31 hpi els més endarrerits, tenint una durada de 4-6 h. En canvi,
la fase M sembla ser més estable en el temps, amb una durada d’entre 3i4 h, i
donant-se l'inici de la condensacié dels cromosomes a les 17-18 hpi. El
trencament de la membrana del pronucli s’observa de manera general entre les
24-30 hpi, i la primera divisié embrionaria no s’observara fins les 27-33 hpienla
majoria dels casos (Balakier et al., 1993a; Nagy et al., 1994; Simerly et al., 1995;
Capmany et al., 1996; Payne et al., 1997; Plachot et al., 2000).
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1. INTRODUCCIO

15 hpi

Figura 1. Representacié simplificada de les fases del cicle cel-lularila
cronologia del procés de fecundacié. Adaptat a partir de Asch et al.,
1995; Plachot et al., 2000; Feenan i Herbert, 2006.

1.1.2. Alteracions en el procés de fecundacid

Els errors que es produeixen durant el procés de fecundacié tenen un efecte
important sobre el nou embrid i en determinara, en molts casos, la seva
viabilitat.

Per tal d’avaluar el possible us reproductiu dels embrions provinents de patrons
pronuclears atipics, és convenient saber la tecnica de reproduccié assistida
(TRA) de la qual provenen, coneixer I'origen del material genétic i establir els
possibles mecanismes de formacié.

Procedéncia dels zigots

La técnica de reproduccid utilitzada per a la inseminacio (FIVc o microinjeccio
intracitoplasmatica, ICSI) té un paper important en la interpretacio dels patrons

14



1. INTRODUCCIO

pronuclears, ja que existeixen alteracions en els mecanismes de fecundacié que
es donen més freqiientment quan s’aplica una técnica o altra.

En els casos de FIVc, per exemple, la inseminacio d’oocits amb defectes a la zona
pel-licida o d’oocits immadurs o hipermadurats pot afavorir la fecundacié per
part de més d’un espermatozoide (polispérmia) degut, en alguns casos, a una
reaccié cortical suboptima (Flaherty et al., 1995; Ducibella, 1996; Sathananthan
et al., 1999; Feenan i Herbert, 2006). S’ha descrit, també, que la maduracio
incompleta del citoplasma de I'00cit pot impedir la correcta descondensacio del
cap de I'espermatozoide o produir la condensacié prematura dels cromosomes
d’aquest. En ambdds casos s’impediria la correcta formacioé del pronucli masculi
(Flaherty et al., 1995, 1998; Plachot et al., 2000; Rawe et al., 2000; Feenan i
Herbert, 2006).

Tot i que la manca de factors citoplasmatics oocitaris també pot produir
alteracions en la fecundacid, en els casos d’ICSI, s’Than observat altres
mecanismes especifics per casos d’inseminacié amb microinjeccid. En son un
exemple la ejeccié de I'espermatozoide cap a I'espai perivitelli de I'o0cit,
I'alteracié del aster de microtubuls des del MTOC o la desestructuracio
insuficient de la membrana de I'espermatozoide, que dificultaria I'accés dels
factors descondensadors de I'oocit al nucli de I'espermatozoide (Perreault,
1992; Dozortsev et al., 1994; Asch et al., 1995; Flaherty et al., 1998). Una altra
possible causa dels erros observats en els casos d’inseminacié per ICSI podria
ser la rotacié de I'oocit dins la zona pel-licida, generalment fruit de I'accié
mecanica durant la denudacio, alterant la posici6 de la placa metafasica
respecte el primer corpuscle polar (Flaherty et al., 1998; Rawe et al., 2000).
Aquest fet podria donar lloc a que durant el procés de microinjeccid es produis
una anomalia en la disposicié del fus i dels cromosomes que produiria
alteracions en la formacié dels pronuclis.

Origen del material genétic

L'origen del material genetic és de gran importancia per prendre la decisid
d’incloure o descartar un zigot en un cicle de TRA. Els embrions amb origen
biparental asseguren I'aportacié del material genétic masculi i femeni en el nou
embrid. En canvi, els zigots ginogenétics o androgenétics només sén portadors
del material genétic femeni o masculi, respectivament, i han de ser descartats
per a Its en cicles de TRA per les greus implicacions que comporten per al fetus
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1. INTRODUCCIO

(Romanelli et al., 2011; Inbar-Feigenberg et al., 2013; Soler et al., 2015).
Igualment es descarten, per a Us reproductiu, els zigots portadors d’una carrega
extra de material genétic (triploides) (Carceller Beltran et al., 2004).

Mecanismes de formacio dels patrons pronuclears atipics

Els zigots que presenten un patré de fecundacio diferent al considerat normal
(2PN 2CP), tant si provenen de FIVc com d’ICSI, han de ser valorats estrictament
per poder ser considerats per a un possible Us reproductiu.

L’absencia de pronuclis amb presencia de dos corpuscles polars (OPN 2CP) a les
17+1 hpi, pot ser deguda a un accelerament en el cicle cel-lular del zigot (Feenan
i Herbert, 2006). En aquests casos, la preséncia de divisid primerenca (early
cleavage, EC) a les 2611 hpi podria explicar la aparicié/desaparici6 dels pronuclis
abans del moment de la valoracio de la fecundacié. La reobservacié a les 25-27
hpi permetria detectar I'aparicié de pronuclis tardans (Boada i Ponsa, 2008;
ASEBIR, 2015). L’aparicié/desaparicié avancada o retardada dels pronuclis pot
ser I'explicacié de la observacié d’un alt percentatge d’embrions euploids
(64,71%) provinents de zigots de FIVc on no s’han observat pronuclis en el
moment habitual de valoracié de la fecundacié (Yin et al., 2016). Recentment
s’ha descrit el naixement de nens sans després de transferencia d’embrions
provinents de zigots OPN 2CP, pel que I'Gs reproductiu d’aquests embrions
podria ser considerat una alternativa en els cicles de TRA on no es disposi de
zigots amb patrons normals de fecundacio (Li et al., 2015). Malgrat tot, la manca
de pronuclis amb presencia de dos corpuscles polars també podria ser deguda
a I'abséncia de fecundacio i fragmentacio del primer CP o a una aturada del
procés de fecundacié molt inicial amb extrusié del segon CP. El bloqueig del
procés de fecundacié podria ser deguda a mecanismes explicats anteriorment,
com son la manca de descondensacié del cap de I'espermatozoide o I'ejeccié
I'espermatozoide fora de I'oocit (Flaherty et al., 1998).

L'observacidé d’un unic pronucli (1PN) és conseqiiéncia de diferents anomalies
en el procés de fecundacié que depenen de la tecnica d’inseminacid utilitzada.
L'origen d’aquests zigots, els mecanismes pels quals apareixen i les
caracteristiques citogenétiques dels embrions resultants es tracten amb
profunditat en el seglient apartat (1.1.3 Zigots monopronucleats).
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La preséncia de dos pronuclis amb un tnic corpuscle polar (2PN 1CP) evidencia
la no extrusid6 de material genetic femeni corresponent a la segona divisio
meiotica. Aquests zigots tenen un contingut genétic diginic i han de ser
considerats no aptes en els cicles de FIV (Boada i Ponsa, 2008; ASEBIR, 2015).

Els zigots tripronucleats (3PN) poden tenir diferent origen segons la técnica
d’inseminacié de la que provinguin. En els casos d’observacié de 3PN 2CP
després de FIVc el contingut genéetic més comu és diandric, conseqiiéncia de la
fecundacio de I'oocit per part de dos espermatozoides (Rosenbusch et al., 1997;
Staessen i Van Steirteghem, 1997; Tarin et al., 1999; Rosenbusch, 2008).
L'observacié de 3PN 2CP en els cicles d’ICSI és poc provable i la preséncia de 2CP
es pot correspondre amb la fragmentacié del primer CP (Boada i Ponsa, 2008).
Per altra banda, I'observacié de 3PN 1CP es dona tant en procediments de FIVc
com d’ICSI. Es considera que aquests zigots sén el producte de la no extrusio del
segon CP i, per tant, tenen contingut genétic diginic (Macas et al., 1996a;
Grossmann et al., 1997; Staessen i Van Steirteghem, 1997; Flaherty et al., 1998;
Rosenbusch, 2008; Papale et al., 2012). Malgrat alguns estudis han descrit la
probabilitat que alguns dels embrions provinents de zigots classificats com a
3PN 2CP siguin diploides (Macas et al., 1996b; Grossmann et al., 1997; Staessen
i Van Steirteghem, 1997), tots els embrions derivats de zigots 3PN sén
considerats no aptes per Us reproductiu, ja que majoritariament tenen dotacid
cromosomica triploide (Staessen i Van Steirteghem, 1997; Boada i Ponsa, 2008;
ASEBIR, 2015).

1.1.3. Zigots monopronucleats

La preséncia d’un pronucli després de la inseminacié és un fenomen normal en
especies on l'oocit ha completat la meiosis abans de la fecundacié (Wilson,
1925; Longo, 1973), pero la seva observacié en humans es considera una
anomalia del procés de fecundacio (Fig. 2).

La preséncia de zigots monopronucleats s’ha confirmat tant en cicles de FIVc
(Plachot et al., 1987) com d’ICSI (Dozortsev et al., 1994). El mecanisme de
formacio, el desenvolupament in vitro i la constitucid cromosomica dels
embrions que se’n deriven sén diferents segons la técnica d’inseminacié de la
que provenen i, en conseqliéncia, en variara la seva consideracié pel que fa al
seu possible Us reproductiu.
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Figura 2. Imatge d’un zigot monopronucleat huma provinent d’ICSI.

1.1.3.1. Origen i mecanismes de formacid

En cicles de FIVc un 7,7% dels zigots mostren un Unic pronucli en el moment de
la valoracié de la fecundacié, mentre que en els cicles d’ICSI s’observa en
aproximadament el 5% del total d’oocits inseminats (Staessen i Van
Steirteghem, 1997; Itoi et al., 2015).

S’han postulat diversos mecanismes responsables de I'aparicié d’aquest patro
pronuclear, depenent de si el pronucli conté material genétic matern
(ginogenetic), patern (androgenétic) o d’ambdds progenitors (biparental).

Origen matern

L’activacido partenogenetica de I'oocit donara lloc a la formacié de zigots
ginogenetics (Fig.3, a) (Levron et al., 1995; Azevedo et al., 2014). La denominada
partenogénesi primaria, on I'espermatozoide no es troba dins el citoplasma de
I'o0cit, és conseqiiencia de la manca de fusié de membranes entre gametes 0 a
I'extrusio de I'espermatozoide en FIVc (Fig.3, a, I). En els casos d’ICSI és
consequiéncia de I'activacié de I'oocit deguda a la microinjeccié, amb posterior
expulsié de I'espermatozoide cap a lI'espai perivitelli. En la partenogénesi
secundaria, en canvi, s'observa I'espermatozoide dins I'ooplasma, pero aquest
mostra signes de descondensacio incomplerta del nucli o signes de condensacié
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