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Introduction Générale 
 

A] Etat des lieux des résultats en AMP 
 

Depuis la naissance de Louise Brown en 1978, le recours aux techniques 

d’Assistance Médicale à la Procréation (AMP) s’est démocratisé et concerne un 

nombre croissant de couples en désir de parentalité.  

Selon l’INSEE, il y a eu 769 553 naissances vivantes en France en 2017(1). Parmi 

ces naissances, 25 614 étaient issues d’une prise en charge en AMP, soit 3,3% des 

enfants nés de la population générale (2). 

Le nombre d’enfants conçus par AMP parmi les enfants nés chaque année en 

France augmente légèrement depuis 2009 (2,6% en 2009, 3,3% en 2017). 

Cette augmentation du recours aux techniques d’AMP s’observe également à 

l’échelle européenne avec un passage de 35 314 enfants nés après AMP en 1997 à 

187 542 en 2015, soit un total de 1,6 million depuis les débuts de l’AMP en Europe 

(3) et environ 541 636 cycles réalisés au sein des 38 pays européens faisant partie 

de l’European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE). 

Le dernier rapport étudiant les résultats mondiaux relate la même dynamique avec 

environ 1 948 898 cycles d’AMP observés (Chine non incluse) en 2012 (4), soit une 

augmentation de 18,4% par rapport à l’année précédente.et la naissance de plus de 

465 286 la même année.  

L’AMP est un ensemble de techniques médicales encadrées par la Loi n°2004-800 

du 6 août 2004 relative à la bioéthique, révisée le 7 juillet 2011 (2011-814) et en 

cours de révision en 2020 dont les dispositions ont été incluses dans le Code de la 

Santé Publique. Elle s'entend des pratiques cliniques et biologiques permettant la 

"Fécondation in vitro (FIV)", le transfert d'embryons et l'insémination artificielle, ainsi 

que toute technique d'effet équivalent permettant la procréation en dehors du 

processus naturel. Ainsi parmi ces techniques la Fécondation In Vitro (FIV) et la 

Fécondation In Vitro avec micro-injection (ICSI) représentaient respectivement 15.4% 

et 32.5% des naissances vivantes après AMP en 2017.  Au total, le taux de 
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naissance vivante par ponction ovocytaire était en moyenne de 19,3% en Europe en 

2015 (3) et de 20,2 % en France en 2017 (2) . 

Une FIV se déroule actuellement selon le schéma suivant : 5 à 20 ovocytes sont en 

moyenne recueillis pas ponction ovarienne chez une patiente après stimulation 

ovarienne contrôlée puis sont mis en contact avec les spermatozoïdes pour procéder 

à la fécondation proprement dite. Cette mise en fécondation nécessite une étape 

initiale de préparation des spermatozoïdes permettant leur capacitation. Un nombre 

supra-physiologique de spermatozoïdes capacités est ensuite déposé directement 

au contact des complexes cumulo-ovocytaires ponctionnés en cas de FIV classique ; 

ou les spermatozoïdes capacités sont sélectionnés individuellement et injectés 

directement dans chaque ovocyte mature. Les zygotes résultant de cette fécondation 

sont ensuite mis en culture jusqu’au troisième ou cinquième jour (blastocyste) avant 

un éventuel transfert intra-utérin.  

Le transfert de plusieurs embryons, souvent à un stade précoce (J2 ou J3) mais 

aussi parfois le transfert de plusieurs blastocystes, a longtemps été la stratégie de 

transfert embryonnaire la plus courante dans les centres d’AMP. Cette stratégie offre 

la possibilité d’obtenir des taux de naissance vivante par transfert suffisants mais est 

entachée par une fréquence importante des grossesses multiples et des 

complications obstétricales associées. Ainsi en 2015, l’incidence des naissances 

avec très grande prématurité (20–27 semaines de grossesse) était de 1,3% dans les 

grossesses avec singleton, 3,7% pour les grossesses gémellaires et 13,4% pour les 

grossesses triples. De même, l’incidence des naissances avec grande prématurité 

(28–32 semaines de grossesse) était de 9,9% pour les grossesses de jumeaux et de 

39,2% pour les triplés (3). Avec l’amélioration des conditions de culture au 

laboratoire, la possibilité de culture prolongée jusqu’au stade blastocyste et surtout 

l’avènement de la vitrification embryonnaire, il a été observé un changement dans 

cette stratégie de transfert embryonnaire au début des années 2000. En effet, afin 

d’offrir les meilleures chances de succès pour les patients et tout en limitant les 

risques obstétricaux liés à la grossesse multiple, il est recommandé de privilégier le 

transfert d’embryon unique (5) et de vitrifier les autres embryons dans le but de 

réaliser un transfert d’embryon congelé en cas d’absence de grossesse (6). Cette 

stratégie est largement employée et certaines équipes ont démontré la plus-value 

d’un nombre relativement important d’ovocytes ponctionnés dans le but d’obtenir 
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plusieurs blastocystes utilisables et d’augmenter les chances cumulées de naissance 

vivante à partir d’une seule ponction (7,8). L’excellente performance de la vitrification 

embryonnaire a conduit d’autres équipes à recommander la congélation 

systématique de tous les embryons utilisables dans le but de limiter l’impact délétère 

de la stimulation ovarienne sur l’endomètre, augmentant ainsi les chances de 

grossesse. Cependant aucun consensus sur la stratégie de congélation totale 

n’existe à ce jour (9,10). Des recommandations internationales sur le nombre 

d’embryons à transférer existent. Ainsi l’American Society for Reproductive Medicine 

recommande systématiquement le transfert d’un seul embryon pour les patientes de 

moins de 38 ans (11). De même, la législation belge a très strictement encadré le 

nombre maximum d’embryons transférables en fonction de l’âge féminin et du rang 

du cycle d’AMP concerné. Le transfert d’un embryon unique est alors 

systématiquement proposé aux femmes de moins de 36 ans lors de leur premier 

cycle alors qu’aucune limite existe pour les femmes de plus de 42 ans (12) Les 

centres d’AMP français semblent suivre ces recommandations puisqu’il est observé 

une diminution de la proportion de transferts multiples lors du transfert frais (60% en 

2012 et 49,4% en 2017) et une priorisation du transfert d’embryon unique (50,6% 

des transferts en 2017) (2). Le transfert d’embryon unique représente même 72,5% 

des transferts d’embryons congelés en 2017 (2). Le but final de cette stratégie de 

transfert d’embryon unique est l’obtention de la grossesse le plus rapidement 

possible, limitant ainsi le nombre de cycles nécessaires à son obtention et donc les 

risques d’épuisement moral des couples et les abandons de prise en charge 

associés(13). Il devient  alors primordial de pouvoir identifier l’embryon avec le 

potentiel implantatoire de la façon la plus optimale possible et de maitriser au 

maximum nos connaissances sur le développement embryonnaire humain péri-

implantatoire. 
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B] Etat des lieux des connaissances sur le développement pré-

implantatoire humain 
 

La compréhension du développement embryonnaire pré-implantatoire humain est 

primordiale pour améliorer les résultats de l’AMP et établir des pistes pour réduire 

l’infertilité. La majorité des études portant sur l’embryon humain ont été réalisées à 

partir d’embryons créés in vitro et donnés à la recherche ou par la mise en 

fécondation in vitro de gamètes donnés à la recherche. Interdite en France dans les 

premières lois bioéthiques de 1994, la recherche sur l’embryon a fait depuis l’objet 

d’évolutions juridiques importantes : elle est passée d’un régime d’interdiction avec 

dérogations à partir de 2004, à un régime d’autorisation encadré en 2013. 

Aujourd’hui, les chercheurs autorisés peuvent travailler à partir d’embryons ne faisant 

plus l’objet d’un projet parental, conçus dans le cadre d’une fécondation in vitro ou 

d’un diagnostic préimplantatoire que les parents choisissent de donner à la 

recherche. Ces travaux de recherche sont strictement encadrés par l’Agence de la 

biomédecine qui s’assure à chaque étape de leur conformité avec le cadre légal et 

les règles éthiques. La loi de bioéthique interdit la création d’embryons pour la 

recherche ou d’embryons transgéniques ou chimériques.   

Dans l’espèce humaine, comme chez les autres mammifères, la première étape 

consiste en la fusion de l’ovocyte et du spermatozoïde, à l’origine de la cellule 

diploïde appelée zygote. La fécondation a ainsi lieu dans les trompes de Fallope 

après que le spermatozoïde a pénétré les cellules du cumulus entourant l’ovocyte et 

se soit fixé à la zone pellucide. Cette fixation induit la réaction acrosomique au 

niveau du spermatozoïde et il va pouvoir se fixer à la membrane cytoplasmique 

ovocytaire et voir son contenu internalisé. Cela déclenche la réaction ovocytaire et la 

réinitialisation du cycle cellulaire avec ségrégation des chromosomes et extrusion du 

deuxième globule polaire, l’ovocyte étant bloqué en métaphase de la deuxième 

division méiotique. Le fuseau mitotique se met ensuite en place, les pronuclei 

disparaissent et la première division mitotique survient. Le rapport nucléo-

cytoplasmique augmente alors à chaque division mitotique, le volume de l’embryon 

restant identique. La transcription embryonnaire reste silencieuse jusqu’au stade 8 

cellules (3ème jour de développement) et le métabolisme ne dépend alors que de la 

traduction des ARN messagers maternels et des protéines présentes dans le 

cytoplasme de l’ovocyte initialement. Finalement l’activation du génome 
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embryonnaire ne débute que vers 2,5 jours de développement. La suite des 

évènements est marquée par un phénomène de compaction en parallèle de la 

poursuite des divisions mitotiques, les cellules adhérant fortement entre elles et 

formant ainsi le stade morula. On retrouve alors au niveau de ces cellules, la 

présence de jonctions serrées (protéine ZO-1 occludines et claudines) (14). Les 

jonctions adhérentes et dépendantes du calcium mettent quant à elles en jeu la E-

cadherine et des caténines (15). Les mécanismes impliqués dans le déclenchement 

de cette compaction sont à ce jour peu compris. Alors qu’à ce stade, la polarisation 

des cellules au sein de la morula semble définir leur destin cellulaire futur chez la 

souris, de tels mécanismes n’ont pas été montrés dans l’espèce humaine.  Le début 

de la cavitation survient peu de temps après la compaction totale de la morula et est 

à l’origine du stade blastocyste défini par la présence d’une cavité appelée 

blastocœle et d’une masse cellulaire interne (MCI) entourées par des cellules du 

trophoblaste (TE) au 5ème jour de développement. La ségrégation entre la MCI et le 

TE marque la première spécification de lignée cellulaire dans le développement 

embryonnaire. Entre le 5ème et 6ème jour, la MCI est le lieu d’une nouvelle 

spécification cellulaire avec apparition de l’épiblaste pluripotent, à l’origine du futur 

fœtus, et de l’endoderme primitif. Ces différentes vagues de spécification de lignée 

cellulaire sont à ce jour encore peu définies dans l’espèce humaine et de nombreux 

travaux sont en cours dans ce sens. Cette question entre dans la thématique de 

notre équipe de recherche et Meistermann et al (16) utilisent les données de 

transcriptomique de cellules uniques d’embryons humains et la provenance 

spatiotemporelle de ces cellules pour définir les signatures transcriptomiques 

spécifiques de cette spécification cellulaire et les voies métaboliques potentiellement 

impliquées.  
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Figure 1 : Schéma du développement humain pré-implantatoire et de la spécification cellulaire. Meistermann et al , en 

révision  
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En parallèle, le blastocyste poursuit son expansion, la zone pellucide s’amincissant 

avant de rompre et de permettre au blastocyste d’éclore complètement et de 

pénétrer dans la paroi de l’endomètre vers le 7ème jour post fécondation. Cette 

implantation doit survenir après modification de la structure endométriale, sous 

influence de la progestérone et correspondant à la fenêtre implantatoire. 

L’implantation semble faire intervenir une interaction bidirectionnelle entre le 

blastocyste et l’endomètre mettant en jeu des molécules telles que les intégrines, les 

mucines… L’implantation humaine ne pouvant être observée in vivo, les 

connaissances actuelles sont basées sur les descriptions histologiques de Carnegie 

dans les années 1950 et des extrapolations des modèles animaux. Cependant les 

techniques récentes de culture embryonnaire prolongée au-delà du 7ème jour de 

développement (17,18) et le recours aux modèles organoïdes ouvrent la voie à 

l’étude en temps réel des mécanismes impliqués (19).  

C] Paramètres actuellement utilisés dans l’évaluation de la qualité 
embryonnaire : description et limites 
 

En dépit d’une difficulté à maitriser l’ensemble des paramètres maternels relatifs à 

l’implantation embryonnaire, le choix du ou des embryon(s) à sélectionner pour le 

transfert intra-utérin est un critère primordial pour la réussite de la tentative d’AMP. 

Actuellement le seul paramètre sélectif unanimement reconnu est l’évaluation 

morphologique embryonnaire quotidienne à laquelle s’ajoutent de nouvelles 

approches décrites ci-dessous 

I - Morphologie embryonnaire 
 

L’amélioration des conditions de culture embryonnaire dans les laboratoires de FIV, 

ajoutée à la maitrise de la stimulation hormonale ovarienne, a permis l’obtention de 

plusieurs embryons potentiellement viables à partir d’une même cohorte d’ovocytes 

ponctionnés. ’Dans un but d’optimisation de la prise-en-charge des couples suivis en 

AMP, il a été important de mettre en évidence des paramètres prédictifs du potentiel 

implantatoire embryonnaire. En l’absence de sélection embryonnaire, il avait été 

montré que les taux de grossesse cumulés étaient identiques à ceux observés avec 

une politique de sélection embryonnaire morphologique mais que le délai d’obtention 

de la grossesse était plus élevé (20). L’observation microscopique étant alors la 
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seule technologie à disposition des embryologistes, des paramètres de la 

morphologie embryonnaire ont été utilisés pour grader les embryons disponibles pour 

le transfert.  

1°) Stade Zygote 

L’apparition, l’augmentation de taille et l’apposition des pronuclei ainsi que les 

mouvements des nucléoles ont été largement documentés (21). Ainsi des équipes 

ont travaillé sur l’intérêt prédictif de ces paramètres et ont établi des scores basés sur 

la morphologie des pronuclei et notamment sur le nombre et l’alignement des 

nucléoles dans chaque noyau.(22). Ces paramètres ont été repris par le consensus 

ESHRE qui a proposé une classification des pronuclei en 3 catégories (23,24). 

Cependant, l’utilisation de ce score précoce est assez limité lorsque le transfert 

embryonnaire a lieu à un stade plus tardif, son intérêt peu prédictif rendant son 

utilisation peu fréquente (25).  

2°) Stade Clivé 

La classification des embryons au stade clivé aux deuxième et troisième jours de 

développement est complexe et prend en compte plusieurs critères : le nombre de 

blastomères, le pourcentage et la localisation des fragments, l’homogénéité de taille 

des blastomères et la vitesse de la première division mitotique (23,24) (Figure 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 2 : Classification embryonnaire précoce selon le consensus d'Istanbul 



19 

 

Différentes classifications sont utilisées en France. Celle faisant l’objet d’un 

consensus des BLEFCO présente l’avantage d’une codification simple et repose sur 

le nombre de cellules de l’embryon, l’aspect typique des blastomères et le 

pourcentage de fragments. Les paramètres définissant un embryon de « top » d’un 

point-de-vue morphologique et donc les plus prédictifs de l’implantation 

embryonnaire étaient alors la présence de 4-5 blastomères à J2  et au moins 7 à J3, 

moins de 20% de fragmentation et l’absence de multinucléation (26). Il est également 

apparu que le temps de survenue du premier clivage (première division mitotique) 

était un paramètre clé de l’évaluation embryonnaire précoce (27,28). Il est ainsi 

recommandé de réaliser une lecture embryonnaire microscopique précoce entre 26 

et 28 heures post insémination pour évaluer ce paramètre. Alors que de nombreux 

paramètres ont été décrits comme étant corrélés avec les chances de blastulation et 

d’implantation, très peu d’études ont porté sur le caractère prédictif de chaque 

paramètre indépendamment. Cependant, le nombre de cellules, la présente de 

blastomères de taille homogène et l’absence de multinucléation au deuxième jour 

étaient les marqueurs les plus prédictifs de blastulation et d’implantation (29,30). Ces 

données ont été confirmées plus récemment dans une large étude prospective dont 

les résultats de l’analyse multivariée met en évidence le pouvoir prédictif de 

naissance vivante du nombre de blastomères, de l’absence de multinucléation et du 

pourcentage de fragmentation au deuxième jour post insémination (31). Cependant, 

bien qu’il existe une corrélation entre la présence de paramètres morphologiques 

embryonnaires précoces et les chances de blastulation ou d’issue positive à la 

tentative d’AMP, la valeur prédictive de ces marqueurs reste limitée (AUC < 0.7 pour 

les chances de blastulation) (30). Dans une autre étude prospective, le score 

embryonnaire précoce montrait une faible valeur prédictive de développement 

jusqu’au stade blastocyste et les blastocystes ayant donné lieu à une grossesse 

montraient des valeurs de score embryonnaire précoce identiques à celles de ceux 

ne s’étant pas implantés (32). La prédictivité de la morphologie embryonnaire 

précoce semble perdre de sa performance avec l’augmentation de l’âge féminin avec 

une absence de corrélation entre la morphologie et les chances de grossesse alors 

que les caractéristiques morphologiques embryonnaires n’évoluent pas avec l’âge 

(33). De plus, la morphologie embryonnaire précoce ne semble pas être un bon 

indicateur du statut chromosomique embryonnaire. Ainsi, plusieurs études ont 
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montré l’absence de corrélation entre la morphologie embryonnaire et le statut de 

ploïdie (34,35) et des embryons classés comme « top » pouvaient être aneuploïdes.  

 

3°) Morula 

La morula, qui est le stade survenant habituellement au quatrième jour de 

développement semble être le stade de développement embryonnaire le moins 

étudié quant à ses capacités prédictives de l’implantation alors qu’il représente un 

instant clé du développement embryonnaire pré-implantatoire (15). Il est d’ailleurs 

rare pour les embryologistes d’observer les embryons au quatrième jour de 

développement en dehors des contraintes d’organisation dominicales dans une 

stratégie de transfert après culture prolongée avec un transfert avancé au samedi. 

Une première équipe a proposé une classification morphologique de la morula basée 

sur le nombre de blastomères impliqués de le processus de compaction, la 

morphologie de la masse compacte et la présence de fragments (36). Des 

observations time lapse ont démontré le caractère évolutif de la morula avec 

exclusion possible de blastomères de la compaction, compaction totale de tous les 

blastomères ou exclusion de blastomères en cours de compaction (37). Ces 

mécanismes d’exclusion correspondraient à des mécanismes d’auto contrôle et de « 

« réparation » de la morula, d’où l’incidence plus élevée d’aneuploïdie pour les 

embryons présentant ces mécanismes d’exclusion en comparaison avec les morulas 

totalement compactées. Il a également été démontré que les morulas dont la 

compaction était totale évoluaient en blastocystes de meilleure qualité   

morphologique (38). De même, les morulas montrant des signes de compaction 

totale, semblent être à l’origine des mêmes taux de grossesse qu’au stade 

blastocyste (39,40). Finalement une classification morphologique de la morula a été 

intégrée au consensus de l’ESHRE (23,24). De nouvelles études semblent 

nécessaires pour mieux caractériser ce stade de développement peu observé en 

routine.  

4°) Blastocyste 

Avec la possibilité de procéder au transfert de blastocystes en routine (fin du 

quatrième jusqu’au sixième jour de développement), il a été nécessaire de mettre au 

point un système de classification morphologique de ce stade ultime de culture 
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embryonnaire in vitro. Gardner et Schoolcraft ont développé un système de 

classification intégrant le degré d’expansion du blastocœle ainsi que la qualité et le 

nombre de cellules des deux lignées cellulaires composant le blastocyste : la masse 

cellulaire interne et le trophectoderme (41). Cette classification est utilisée en 

référence dans la majorité des laboratoires d’AMP au niveau international. Une 

classification proposée par l’ESHRE reprend également l’expansion du blastocyste et 

l’évaluation du bouton embryonnaire et du trophectoderme(23,24). Dans une analyse 

rétrospective de 968 transferts de blastocystes uniques, Ahlstrom a ainsi démontré 

que le degré d’expansion du blastocœle, la qualité du bouton embryonnaire et du 

trophectoderme étaient prédictifs de l’issue du cycle en analyse uni et multivariée. 

Cependant, la qualité du trophectoderme semblait être la variable la plus associée 

aux chances de naissances vivantes (42). Plus récemment, il a été confirmé que la 

qualité morphologique du trophectoderme et le degré d’expansion du blastocyste 

étaient les paramètres morphologiques les plus corrélés aux chances de grossesse 

et de naissance vivante (43,44). A l’inverse, les travaux d’autres équipes sont plutôt 

en faveur d’un rôle prépondérant de la qualité du bouton embryonnaire dans les 

chances de grossesse (45).  



22 

 

 

Figure 3 : Classification de Gardner et Schoolcraft  

Alter L, Boitrelle F, Sifer C.Gynecol Obstet Fertil. 2014 Aug;42(7– 8):515–25. 
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5°) Scores combinés 

Des scores morphologiques combinant plusieurs éléments observés au cours du 

développement embryonnaire ont été mis au point afin d’augmenter le pouvoir 

prédictif de la morphologie embryonnaire sur les chances de grossesse. Ainsi, Holte 

et al. (29) avaient initialement identifié le nombre de blastomères, l’homogénéité de 

taille des blastomères et la présence de cellules mononucléées comme étant les 

éléments les plus prédictifs de l’implantation au cours d’une étude prospective 

s’intéressant aux transferts de deux embryons au deuxième jour et avaient modélisé 

un score prédictif de l’implantation à partir de ces variables. De même, Rhenman et 

al. (31) ont déterminé, sur une large cohorte prospective, que le nombre de 

blastomères, la présence ou non de cellules multinucléées et le pourcentage de 

fragmentation étaient les trois éléments les plus prédictifs de la grossesse. Le score 

établi était valable uniquement pour les transferts d’embryon unique au deuxième 

jour de développement et était corrélé aux chances de naissance vivante avec plus 

de 30% de chances de naissance vivante par transfert en cas de transfert d’un 

embryon avec le meilleur score.  

 

Malgré l’existence d’une association entre la morphologie embryonnaire, 

principalement au stade blastocyste, et l’issue du cycle de prise en charge en AMP 

(46) , cette corrélation reste limitée avec des taux de grossesse d’en moyenne 50% 

par transfert d’un blastocyste de bonne qualité morphologique. De plus, l’évaluation 

morphologique microscopique, bien que soumise à des recommandations sur l’heure 

de lecture et les éléments à observer, reste soumise à la subjectivité inhérente aux 

observations humaines. Cette subjectivité est notamment mise en évidence lors des 

contrôles de qualité internes et externes et l’évaluation morphologique précoce 

semble souffrir d’une variabilité intra et inter-laboratoire relativement importante 

(47,48). Il semblerait que l’évaluation morphologique du blastocyste soit plus 

reproductible même s’il existe des différences entre les opérateurs dans le choix des 

embryons à transférer (49). Ces derniers éléments renforcent la nécessité de mise 

en évidence d’autres marqueurs de qualité embryonnaire. 
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II - Le PGT-A 
 

Le haut niveau d’aneuploïdie chromosomique dans les gamètes et embryons de 

l’espèce humaine est une cause majeure reconnue d’échec en FIV et de fausses 

couches (50). La plupart des aneuploïdies observées sont le résultat d’anomalies de 

la méiose maternelle et leur fréquence augmente avec l’âge féminin, particulièrement 

après 35 ans (51). On considère qu’en moyenne, une aneuploïdie est observée dans 

21% des ovocytes et 9% des spermatozoïdes(52). Ce seuil de 35 ans coïncide 

également avec une décroissance des résultats observés en FIV et le lien négatif 

entre âge féminin et résultats en FIV est établi depuis longtemps (53). Les 

techniques modernes d’analyse génétique ont permis de bien établir un lien entre 

l’âge féminin, la baisse de la réserve ovarienne associée et l’augmentation des taux 

d’aneuploïdie embryonnaire en FIV (54). Ainsi, dans le dernier rapport de la « Society 

for Assisted Reproductive Technology » qui regroupe tous les résultats des cycles de 

FIV aux USA  de 2016, on peut observer que le taux de naissance vivante par cycle 

de stimulation avec ponction ovocytaire diminue de 54,5% chez les patientes de 

moins de 35 ans à 13,3% chez les patientes de 41-42 ans.(55). Ces observations ont 

été le postulat initial pour le développement et la démocratisation du diagnostic pré-

implantatoire d’aneuploïdie (DPI-A) avec comme principe fondateur que le transfert 

d’un embryon diagnostiqué comme euploïde après biopsie embryonnaire 

augmenterait les chances d’obtention de la grossesse et diminuerait les risques de 

fausses couches précoces. Les premières études réalisées dans ce sens ont souffert 

des limitations liées aux techniques de diagnostic génétique disponibles à l’époque, 

principalement l’hybridation in situ, et n’avaient pas montré de réel apport du DPI-A 

dans le cadre de la FIV (56,57). Les difficultés techniques de la biopsie embryonnaire 

au stade clivé et des techniques de diagnostic génétique sur cellules uniques, 

associées à la problématique du mosaïsme embryonnaire et de l’impossibilité 

d’évaluer l’ensemble des chromosomes (seul un panel de chromosomes les plus 

fréquemment impliqués dans les translocations était étudié) étaient incriminées dans 

l’absence de bénéfice du DPI-A par rapport à l’évaluation morphologique classique. 

Les années 2010 ont cependant connu une révolution dans les techniques de 

diagnostic génétique avec la possibilité d’étudier l’ensemble des chromosomes, 

initialement avec des puces d'hybridation génomique comparative (CGH array) et 

plus récemment avec les techniques de réaction en chaîne par polymérase 
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quantitative (qPCR) et le séquençage de nouvelle génération (NGS) (58,59). 

Contrairement à la FISH, les techniques de NGS permettent un séquençage du 

génome embryonnaire et donc un accès à des informations génétiques autres que le 

simple statut de ploïdie embryonnaire et donc une réflexion éthique (60–62)  

Cette évolution est survenue en parallèle de l’amélioration de la culture embryonnaire 

prolongée et la démocratisation de la biopsie de trophectoderme au stade 

blastocyste. L’analyse étant effectuée à partir de cellules ne prenant pas part à la 

partie fœtale de l’embryon, une des critiques à la biopsie sur cellules du 

trophectoderme résidait dans la possibilité de ne pas être représentative de l’état 

chromosomique du bouton embryonnaire. Cependant, plusieurs études portant sur la 

réanalyse de blastocystes entiers après biopsie de trophectoderme sont rassurantes 

et montrent une bonne concordance entre les résultats issus de la biopsie et le statut 

chromosomique total (63,64). La biopsie embryonnaire implique également une 

politique de transfert après congélation totale de la cohorte embryonnaire. Depuis, de 

nombreux essais cliniques ont mis en évidence le bénéfice du DPI-A pour 

l’amélioration des résultats en FIV par bien que son indication systématique soit 

toujours débattue. Le dernier rapport de la « Society for Assisted Reproductive 

Technology » est concordant avec ces données puisqu’il ne montre pas d’impact de 

l’âge féminin sur les résultats après transfert d’un embryon euploïde congelé (55). 

Cette stratégie permettrait ainsi de diminuer le temps nécessaire à l’obtention de la 

grossesse en transférant en premier un embryon avec de meilleures chances 

d’implantation mais finalement n’augmenterait pas les chances de succès globales 

par tentative. Certaines équipes montrent pas de supériorité du DPI-A chez les 

patientes de moins de 40 ans et mettent en évidence la difficulté d’obtention 

d’embryons à biopsier pour le groupe des femmes de plus de 40 ans (65). De même 

Murphy et al ont montré un avantage du DPI-A sur les chances de naissances 

vivantes par transfert qu’à partir de 38 ans (61). Une problématique liée au diagnostic 

réalisé sur peu de cellules réside dans la mise en évidence de mosaïques 

chromosomiques et de la question du devenir de ces embryons. Il apparait que 

jusqu’à 13% des blastocystes biopsiés mettent en évidence ces mosaïques après 

analyse NGS (66). Peu de données existent sur les issues des cycles après transfert 

des blastocystes présentant une mosaïque mais des naissances vivantes ont été 

observées bien que les taux de grossesses soient plus bas que ceux observés après 
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le transfert d’un blastocyste euploïde (67). De plus, l’impact médico-économique du 

DPI-A reste un argument majeur dans la critique de son utilisation systématique (68). 

Il ne faut également pas oublier que le DPI-A est une méthode invasive pouvant 

avoir un impact sur le développement embryonnaire et donc sur le potentiel 

implantatoire de l’embryon (69) bien qu’un essai muticentrique prospectif ait 

récemment conclu à l’absence d’impact de la biopsie embryonnaire sur les chances 

de grossesse en comparaison avec un groupe contrôle  (70). C’est dans le cadre des 

lois relatives à la bioéthique de 1994, 2004 et 2011, ainsi que l’application du décret 

de 2006 relatif au diagnostic prénatal et au diagnostic biologique effectué à partir de 

cellules biologiques prélevées sur l’embryon in vitro que la pratique du DPI est 

autorisée en France à titre exceptionnel pour les couples risquant de transmettre à 

l’enfant à naitre une maladie génétique grave et incurable au moment du diagnostic. 

Seule la recherche de remaniements chromosomiques préalablement identifiés chez 

un des futurs parents est possible alors que le DPI-A ne sera a priori toujours pas 

autorisé après la révision 2020 de la loi de Bioéthique. Un programme hospitalier de 

recherche clinique national (DEVIT) va démarrer pour évaluer son intérêt dans la 

pratique française. Au final, il apparait nécessaire qu’un consensus autour du recours 

au DPI-A soit trouvé (71) et de développer en parallèle des approches non invasives 

d’évaluation du potentiel implantatoire embryonnaire.  

 

III - Le Time Lapse 
 

Les systèmes de time-lapse combinent trois éléments de base : un incubateur, un 

microscope optique et un logiciel. En intégrant ces éléments, une surveillance 

continue est assurée tout en maintenant des conditions de culture optimales. Par 

conséquent, ils permettent une observation continue des évènements du 

développement de l'embryon (72) contribuant  ainsi à une meilleure compréhension 

des mécanismes de la fécondation et du développement morphologique pré-

implantatoire. Depuis leur utilisation en routine dans les laboratoires d’AMP, de 

nouveaux marqueurs cinétiques et leurs corrélations avec la qualité des embryons et 

le potentiel d'implantation ont été identifiés  
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Article 1  
 

Le time-lapse : bilan et perspectives en 2019 

Apparue dans les années 2010, la technologie time-lapse a immédiatement généré 

beaucoup d’intérêt et s’est rapidement développée dans de nombreux laboratoires. 

Alors que l’intérêt de cette technologie pour optimiser les conditions de culture 

embryonnaire et améliorer l’évaluation de la qualité embryonnaire est généralement 

reconnu, son apport réel pour l’amélioration des chances de succès des couples 

reste toujours débattu dans la littérature. Nous avons ici procédé à un exposé des 

avantages de la technologie time lapse, de ses limites et perspectives 
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Problématique  
 

Les paramètres utilisés actuellement pour le choix de l’embryon à transférer et/ou 

congeler ne permettent pas une sélection suffisamment spécifique de l’embryon avec 

le meilleur potentiel implantatoire. Malgré des résultats prometteurs, les nouvelles 

technologies comme le time-lapse n’offrent pas une amélioration franche de la 

sélection embryonnaire étant donné l’hétérogénéité des cohortes étudiées et la 

reproductibilité médiocre de l’annotation embryonnaire manuelle. Devant les 

limitations précédemment décrites sur l’utilisation des systèmes time-lapse il parait 

important de chercher à optimiser son utilisation pour mieux choisir l’embryon avec le 

meilleur potentiel implantatoire.  

3 questions majeures se posent :  

1°) validité des modèles 

Parmi les points soulevés par les détracteurs de l’utilisation clinique du time-lapse, la 

performance limitée des modèles prédictifs en dehors du centre où ils ont été 

développés est régulièrement citée (73). En effet, les rares études de validation 

externe ont rapporté des résultats inférieurs à ceux obtenus initialement (74,75).  

2°) lien avec statut génétique de l’embryon / DPI-A ? 

Ainsi avec l’émergence et la démocratisation du recours au DPI-A au niveau 

international, il est apparu nécessaire d’étudier s’il existait une corrélation entre la 

morphocinétique embryonnaire et le statut chromosomique embryonnaire de par 

l’absence d’autorisation pour la pratique du DPI-A en France. Une telle corrélation 

permettrait ainsi de s’affranchir du caractère invasif du DPI-A et de mieux choisir 

l’embryon à transférer.  

3°) variabilité de l’annotation de la morphocinétique / intérêt de l’automatisation  

Une autre critique consistant en l’absence de modèle morphocinétique de sélection 

embryonnaire universel, notamment liée à l’existence d’une variabilité importante 

dans l’annotation manuelle du développement embryonnaire, l’automatisation de 

cette annotation morphocinétique semble être une piste non négligeable dans 

l’amélioration des performances de la technologie time lapse.  
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2°) Devant la corrélation médiocre entre le score morphocinétique et les chances de 

grossesse, le projet s’est ensuite orienté vers l’étude d’une possible corrélation entre 

les paramètres de la morphocinétique embryonnaire et le statut chromosomique d’un 

embryon, que ce soit le statut de ploïdie ou la détection de déséquilibre de la formule 

chromosomique pour les embryons biopsiés dans le cadre des indications 

chromosomiques de DPI.  

Ainsi, une première étape a consisté en la réalisation d’une revue exhaustive de la 

littérature sur le lien entre morphocinétique embryonnaire et ploïdie (article 3). Nous 

nous sommes ensuite intéressés aux résultats de la morphocinétique embryonnaire 

pour les embryons biopsiés dans notre centre au cours d’une prise en charge en DPI 

pour indication chromosomique, n’ayant pas la possibilité d’avoir accès à des 

données de DPI-A, et avons cherché à établir une corrélation entre ces résultats et le 

statut chromosomique de ces embryons (article 4). 

3°) Au regard de l’absence de marqueur morphocinétique franchement prédictif de 

grossesse ou du statut chromosomique embryonnaire, une des hypothèses 

explicatives réside dans l’absence d’étude avec des effectifs suffisants et 

l’hétérogénéité des populations étudiées et de l’annotation manuelle. La dernière 

étape du projet de thèse s’est alors attachée au développement d’un outil 

d’annotation automatisée de la morphocinétique embryonnaire, basé sur une analyse 

d’images à partir de vidéos extraites de l’Embryoscope® après réannotation 

manuelle exhaustive, permettant à l’avenir l’annotation rapide et fiable de larges 

cohortes muticentriques (article 5).   

 

 

  





41 

 

A] Evaluation des modèles prédictifs  

 

 

Article 2 
 

Performance of Day 5 KIDScore™ morphokinetic prediction models of 
implantation and live birth after single blastocyst transfer 
 
Résumé détaillé en Français 

But : Alors que plusieurs études ont reporté l’association entre les paramètres 

morphocinétiques et l’implantation embryonnaire, peu de modèles prédictifs 

d’implantation ont été développés pour le transfert au stade blastocyste, et cela sans 

validation externe. L’objectif de cette étude était d’évaluer la performance respective 

de deux modèles morphocinétiques commerciaux disponibles KIDScore™ Day 5 

versions 1 and 2) pour la prédiction de naissance vivante après transfert d’un 

blastocyste unique au cinquième jour de développement 

Méthodes : Cette étude monocentrique rétrospective a été réalisée sur 210 cycles 

d’ICSI avec un transfert d’embryon unique au 5ème jour après culture dans un 

système Time-Lapse entre 2013 et 2016. La corrélation entre les deux versions du 

KIDScore™ et les taux d’implantation et de naissance vivante observés a été 

calculée, tout comme la concordance avec la décision médicale pour le transfert et la 

classification des embryons.  

Résultats : Les taux d’implantation et de naissance vivante étaient tous deux de 

35,7%. Une corrélation positivement significative a été observée entre les deux 

modèles et les taux d’implantation (r = 0,96 and r = 0,90, p = 0,01). Les deux 

modèles avaient un pouvoir prédictif statistiquement significatif mais limité pour la 

prédiction de l’implantation (AUC 0,60). Il existait une bonne concordance pour le 

choix de l’embryon à transférer entre l’embryologiste et les deux modèles (78% et 

61% respectivement). 

Conclusions Les deux versions du modèle prédictif KIDScore™Day 5 sont corrélées 

avec les taux d’implantation après transfert d’un blastocyste unique au 5ème jour de 

développement. Cependant leur performance prédictive reste perfectible. L’utilisation 

de ces modèles permet une aide pour le choix de l’embryon à transférer par 
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l’embryologiste, favorisant ainsi l’implémentation d’une politique de transfert de 

blastocyste unique. Malgré cela, l’expertise humaine dans la décision de l’embryon 

pour le transfert reste nécessaire.  
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Abstract

Purpose While several studies reported the association between morphokinetic parameters and implantation, few predictive

models were developed to predict implantation after day 5 embryo transfer, generally without external validation. The objective

of this study was to evaluate the respective performance of 2 commercially available morphokinetic-based models (KIDScore™

Day 5 versions 1 and 2) for the prediction of implantation and live birth after day 5 single blastocyst transfer.

Methods This monocentric retrospective study was conducted on 210 ICSI cycles with single day 5 embryo transfer performed

with a time-lapse imaging (TLI) system between 2013 and 2016. The association between both KIDScore™ and the observed

implantation and live birth rates was calculated, as well as the agreement between embryologist’s choice for transfer and embryo

ranking by the models.

Results Implantation and live birth rate were both 35.7%. A significant positive correlation was found between both models and

implantation rate (r = 0.96 and r = 0.90, p = 0.01) respectively. Both models had statistically significant but limited predictive

power for implantation (AUC 0.60). There was a fair agreement between the embryologists’ choice and both models (78% and

61% respectively), with minor differences in case of discrepancies.

Conclusions KIDScore™ Day 5 predictive models are significantly associated with implantation rates after day 5 single blasto-

cyst transfer. However, their predictive performance remains perfectible. The use of these predictive models holds promises as

decision-making tools to help the embryologist select the best embryo, ultimately facilitating the implementation of SET policy.

However, embryologists’ expertise remains absolutely necessary to make the final decision.

Keywords IVF . Blastocyst . Time-lapse . Predictionmodel . Implantation

Introduction

Despite the large number of morphological evaluations of

embryo quality described in the literature in order to select

the embryos with the highest implantation potential for trans-

fer or freezing [1, 2], the discriminating power of these eval-

uations for implantation remains moderate, both for the early

stage and for the blastocyst stage [3]. In addition, embryo

morphology assessment suffers from a significant inter-

individual variability [4].

The implementation of time-lapse technology in clinical

embryology in the late 2000s brought new insights into em-

bryo development and embryo quality assessment, without

compromising embryo culture conditions [5]. Although its

clinical value is still debated by some in the literature [6],

the shift from daily static observation to dynamic and contin-

uous embryo monitoring in undisturbed culture conditions led
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to improved clinical outcome in many studies. These promis-

ing results were emphasized in a recently updated meta-

analysis conducted in randomized controlled trials, which

concluded that time-lapse leads to improved clinical outcome

compared with classical morphological embryo evaluation [7,

8]. However, this was challenged in another recent meta-

analysis leading to contradictory results [9, 10].

Given the large amount of data generated for each embryo,

several predictive models for implantation based on

morphokinetic parameters have been developed to facilitate,

standardize, and improve embryo selection. Since the first

model reported by Meseguer in 2011 [11], many others have

been presented with various aims, i.e., to detect the risks of

aneuploidy [12, 13], to predict blastocyst formation [14, 15],

or implantation [16–18]. However, most of these algorithms

(except in [17, 18]) are based on relatively little data (98 to 754

embryos) and few have been tested in a randomized

prospective study [18–20], or validated in other ART centers

[21–23]. The heterogeneous inclusion criteria (age, number of

oocytes, oocyte origin) as well as the differences in patients’

characteristics and laboratory settings and culture conditions

including use of reduced oxygen between IVF centers limit

the generalizability of these models [23–26], highlighting the

need for huge multicentric dataset in almost unselected

population in order to build a robust inter-laboratory model.

The KIDScore™ Day 5 (version 1 and version 2) is a pre-

dictive model for implantation after embryo transfer on day 5,

developed for Embryoscope™ devices and based on very large

multicentric datasets. It assigns a score that increases with the

embryo’s potential for implantation, and aims at ranking em-

bryos from the same cohort in order to select the one with the

highest implantation potential for transfer. In the first version

(v1), it is based on 3 morphological parameters (normal ploidy

status of the zygote (2PN) on day 1 and blastocyst morphology

(ICM and TE) on day 5) and 8morphokinetic parameters (tPNf,

t2, t3, t4, t5, t8, tSB, tB), with hierarchical analysis assigning a

categorical score between 0 and 6. Input was reduced to 5

morphokinetic and 2 morphology parameters in the second

version (v2) based on regression analysis, assigning a linear

score between 0 and 9.9. The mathematical details of these

day 5 algorithms are protected by copyright and have not been

published yet, and their respective performance in clinical set-

ting has not been reported up to now.

The main objective of this work was to evaluate the clin-

ical value of these 2 commercial morphokinetic predictive

models for the prediction of embryo implantation after day

5 transfer.

Materials and methods

This monocentric retrospective study was conducted on all

intracytoplasmic sperm injection (ICSI) cycles followed by

day 5 single blastocyst transfer (SBT) performed with the

Embryoscope® between January 2013 when single blastocyst

transfer policy was implemented and December 2016 when

we started using KIDScore™. This allowed us to have all data

available on subsequent live birth. There were no clinical or

biological inclusion criteria, except the use of ICSI. Egg do-

nation cycles and PGD cycles, as well as double blastocyst

transfer cycles, were excluded. As time-lapse cannot be of-

fered to all patients in our setting yet, this technology is ran-

domly assigned to all ICSI couples whenever space is avail-

able in the device, independently of any clinical or biological

characteristics.

All patients were stimulated using a controlled ovarian

stimulation protocol with antagonist protocol. When at least

3 follicles > 17 mm were observed on ultrasound, ovulation

was triggered by a single administration of rHCG (Ovitrelle®,

Merck Serono®). Oocyte retrieval was performed 36 h later.

The cumulus oocyte complexes collected were denudated

with hyaluronidase (SynVitro Hyadase®, Origio®). Only ma-

ture oocytes were retained for microinjection and subsequent-

ly inserted into the Embryoscope® and grown up to the blas-

tocyst stage in sequential culture media (G1-G2 media®,

Vitrolife®) under controlled atmosphere (6% CO2, 5% O2)

with image acquisi t ion every 10 min. Embryos’

morphokinetic parameters were annotated individually ac-

cording to published guidelines [2, 27], but not used for em-

bryo choice at blastocyst stage. According to the strategy of

our center, embryos with abnormal cleavages during first cell

cycle, i.e., reverse cleavage or direct cleavage from zygote to

≥ 3 daughter cells, were systematically discarded on day 2. On

day 5, blastocysts were selected for transfer according to

Gardner’s criteria. Blastocysts ≥ B1 were transferred, with

the exception of those with a grade C trophectoderm.

Blastocyst morphological quality was graded as follows.

Blastocysts ≥B3 expansion and grade A trophectoderm were

classified as top quality, blastocysts < B3 and/or blastocysts

with grade B trophectoderm were classified as medium-

quality blastocysts, B1 and B2 blastocysts with apparent poor

morphology but with trophectoderm that could not be evalu-

ated precisely where classified as poor quality. Embryologist’s

choice was mainly based on these conventional day 5 mor-

phological criteria, apart from abnormal cleavage cited above.

KIDScore™ Day 5 v1 and v2 were retrospectively applied

on all blastocysts transferred on day 5. The correlation be-

tween KIDScore™ day 5 (v1 and v2) and observed implanta-

tion rate was then calculated (with KIDScore™ Day 5 v2

presented as quartiles instead of a continuous variable).

ROC curve analysis with implantation as main endpoint was

also performed.

Pregnancy test was carried out 11 or 12 days after embryo

transfer and was repeated every 48 h until reaching the thresh-

old of 1000 IU/L. Clinical pregnancies were confirmed by

ultrasound 4 to 5 weeks later, demonstrating gestational sacs
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and cardiac activity. Implantation rate was defined as the num-

ber of gestational sac with cardiac fetal activity over the num-

ber of embryos transferred. Live birth rate was defined as the

number of deliveries that resulted in a live-born neonate,

expressed per 100 embryo transfers.

Ethical approval

All study parameters were extracted from our local database,

which is regulated by a French national agency (the CNIL).

All patients gave their informed consent for the anonymous

use of the database for research purpose. This protocol was

approved by local ethics committee (GNEDS).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism and

MedCalc software. Chi-square was used to compare propor-

tions. ROC curve analysis was performed to evaluate the pre-

dictive performance of both models for implantation. Linear

regression was used to measure the association between

KIDScore™ and implantation. Multiple logistic regression

was performed to assess the respective association between

both KIDScore™, female age, conventional embryomorphol-

ogy (i.e., blastocyst expansion rate according to Gardner’s

criteria and overall blastocyst morphological quality) and im-

plantation. A p value < 0.05 was considered statistically

significant.

Results

We included 210 cycles leading to single blastocyst transfers

in 210 couples. All couples were referred for ICSI because of

male infertility factor, and received single blastocyst transfer

on day 5. KIDScore™ Day 5 v1 and v2 were retrospectively

applied on each blastocyst in order to evaluate their respective

predictive value for implantation. Implantation occurred in 75

out of 210 cycles (implantation rate 35.7%). All clinical preg-

nancies ended upwith live birth (n = 75, live birth rate 37.5%).

Demographic characteristics, ovarian stimulation parameters,

and embryo development are presented in Table 1. Mean

KIDScore™ Day 5 v1 and blastocyst expansion rate were

significantly different between implantation and non-

implantation groups. The association between KIDScore™

Day 5 v1 and embryo implantation percentages is shown in

Fig. 1a. A strong positive correlation between KIDScore™

Day 5 v1 and implantation rate was observed (r = 0.96, p =

0.001). A strong positive correlation between KIDScore™

Day 5 v2 and implantation rate was also observed (r = 0.90,

p = 0.01) (Fig. 1b). ROC curve analysis was performed for

both models and demonstrated that both models were signif-

icant predictors of implantation, with respective area under

curves of 0.59 ([IC 95 0.52–0.66]; p = 0.02) and 0.60 (IC 95

0.51–0.67; p = 0.005) for KIDScore™ Day 5 v1 and v2

(Fig. 2). ROC curve analysis was also performed, blastocyst

expansion rate (AUC 0.60, [IC 95 0.52–0.67]; p = 0.018) and

blastocyst morphology score (AUC 0.61, [IC 95 0.54–0.69];

p = 0.004) (Supplementary Figure 1). Multiple logistic regres-

sion including female age, blastocyst morphology score, and

KIDScore™ v1 and v2 showed that no variable was indepen-

dently associated with clinical outcome.

Finally, we studied the concordance between the embryo

chosen for transfer by the embryologist based on blastocyst

morphology but not morphokinetic parameters (except direct

cleavage), and the embryo retrospectively identified by

KIDScore™ Day 5 v1 and v2 as having the highest implan-

tation potential. This analysis was restricted to cycles where at

least 2 blastocysts were eligible for transfer on day 5 (n = 114).

Implantation occurred in 47 cycles in this subgroup (41.2%).

The agreement between embryologist’s choice and

KIDScore™ day 5 v1 was 78% (n = 89, concordant group).

Among the 25 cases of discordance for KIDScore™ day 5 v1,

the majority (n = 14, 56%) had a score difference of 1, mean-

ing that an embryo ranked 5 by the KIDScore™Day 5 v1 was

selected for transfer by the embryologist, whereas an embryo

having a score of 6 was available. However, these 25 blasto-

cysts not used for fresh transfer were systematically frozen

anyway. The implantation rate was 41.6% in the concordant

group (n = 37/89) and 40% in the discordant group (n = 10/25)

(p > 0.05). The agreement between embryologist’s choice and

KIDScore™ Day 5 v2 was slightly lower (n = 70, 61.4%,

concordant group) than with KIDScore™ Day 5 v1.

However, KIDScore™ Day 5 v2 has a more detailed score,

as it is continuous and not a categorical variable, and the mean

score difference between the embryo selected for transfer and

the one with the highest score was 0.37 on average (range 0.1–

2.8). Among the 44 discordant classifications, the difference

between the score of the embryo selected for transfer by the

embryologist and the one retrospectively identified with the

highest score by the model was less than 1 in 33 cases (75%).

Once again, the 44 blastocysts with a higher score not initially

chosen by the embryologist for fresh transfer were systemat-

ically frozen anyway. The implantation rate was 41.4% in the

concordant group (n = 29/70) and 40.9% in this discordant

group (n = 18/44) (p > 0.05).

Discussion

In this study, we demonstrated that both KIDScore™ Day 5

v1 and v2 were significantly associated with the chances of

implantation and live birth after day 5 single blastocyst trans-

fer, however, with perfectible performance.

Blastocyst is the ultimate developmental stage before im-

plantation, occurring after embryo genome activation and
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cellular lineage specification. The positive association be-

tween blastocyst morphological criteria [3] and/or late

morphokinetic criteria [3, 28] and implantation chances has

been extensively demonstrated. However, blastocyst implan-

tation rate is far from 100%.Moreover, blastocyst morpholog-

ical assessment remains slightly subjective and ranking sever-

al blastocysts can be difficult in routine practice. In this re-

spect, algorithms combining early morphokinetic and late

morphological criteria could be a promising approach to im-

prove embryo quality assessment on day 5 before transfer. To

our knowledge, this study is the first to evaluate the clinical

value of KIDScore™ Day 5 (v1 and v2) for the prediction of

implantation after day 5 embryo transfer. Althoughwe found a

good correlation between the KIDScore™ Day 5 and implan-

tation rates, and a statistically significant predicting capability

of both models for implantation and live birth, the area under

curve obtained for both models was moderate and perfectible.

These results are quite close to those recently reported for

several day 3 algorithms, including KIDScore™ Day 3 [29].

Although ROC analysis is common and appropriate when

evaluating a prognostic factor such as KIDScore™, its results

should be interpreted with care. Indeed, KIDScore™ aims at

ranking embryos within a cohort rather than finding their in-

dividual implantation potential. Moreover, the outcomes con-

sidered here are implantation and live birth, which are by

definition multifactorial, depending not only on embryo qual-

ity, but also on several clinical factors.

We also retrospectively studied the concordance between

KIDScore™ indication and embryologist’s choice in order to

evaluate to which extent the model would help the embryolo-

gist to objectively rank embryos and prioritize the one with the

highest implantation potential. We found that the embryolo-

gist’s choice was in agreement with the prediction model in

most cases (78% and 61% for v1 and v2). It should be recalled

here that only blastocyst morphology but not morphokinetic

parameters (except direct and revers cleavages) were not used

Table 1 Demographic

characteristics, ovarian

stimulation parameters, and

embryo development in

implantation and non-

implantation groups. All cycles

were performed by ovarian stim-

ulation with antagonist protocol,

followed by ICSI because of male

factor and single blastocyst trans-

fer on day 5. Results are presented

as mean ± standard deviation or

proportion when appropriate

Implantation

(n = 73)

No implantation

(n = 137)

Demographic

characteristics

Female age (years) 31.92 ± 4.38 32.67 ± 4.65

Male age (years) 35.97 ± 7.55 36.04 ± 6.36

Infertility duration (years) 3.45 ± 2.12 3.44 ± 2.10

AMH (μg/L) 4.01 ± 0.56 3.51 ± 2.78

Ovarian stimulation

parameters

Initial daily dose of gonadotropin (U) 233 ± 89 246 ± 115

Total amount of gonadotropins (U) 2313 ± 929.20 2517 ± 1106

Number of mature oocytes retrieved 9.7 ± 4 8.5 ± 3.5

Embryo development Fertilization rate (%) 58.94% 57.24%

Blastulation rate (blastocyst per 2PN) 68.3% 68.32%

Blastocyst expansion rate at the time of

transfer§
3.29 ± 1.06 2.87 ± 1.22*

KIDScore Day 5 v1 4 ± 1.67 3.43 ± 1.74*

KIDScore Day 5 v2 6.94 ± 1.76 6.38 ± 2.09

*p < 0.05. §Grading of blastocyst expansion according to Gardner’s criteria

Fig. 1 Association between KIDScore™ Day 5 version 1 (a) or version 2 (b) and embryo implantation rates (linear regression, n = 210)
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for selecting blastocysts for transfer. However, both

trophectoderm morphology and direct cleavages are part of

KIDScore™ and constitute thus some kind of overlap be-

tween both selection strategies. Although KIDScore™ Day

5 was not tested, such a relatively high agreement between

algorithms and embryologists’ choice was reported in an in-

teresting recent comparative study [30]. Of interest, we ob-

served that the gap between the model and embryologist’s

choice was always very limited, with the embryologist choos-

ing the embryo with the second highest score for transfer and

freezing the one with the highest score. Implantation/live birth

rates were not statistically different between concordant and

discordant groups, but the numbers in each group were limit-

ed. However, and owing to the positive association found

between KIDScore™ Day 5 and implantation/live birth rate,

it could be eventually postulated that the use of these predic-

tive models would have led to a slightly higher implantation/

live birth rate after fresh blastocyst transfer. This hypothesis

obviously remains to be tested in properly designed prospec-

tive studies with appropriate power calculation. In any case,

KIDScore™ might be considered as an “objective” second

opinion on embryo ranking, helping embryologists to make

their clinical decision more objectively. This could prove spe-

cifically useful for new or less experienced embryologists and

in large staffs as a way to standardize or homogenize proce-

dures. KIDScore™ Day 5 is directly available in the annota-

tion software, does not need to be validated before clinical use,

and gives add-on information helping the embryologist to

evaluate embryo quality.

One strength of our study lies within the use of a single

embryo transfer dataset instead of the known implantation

dataset (KID), avoiding the inherent confounding factors as-

sociated with double embryo transfers [29]. Furthermore, the

availability of live birth data reinforces the clinical relevance

of this work, even though KIDScore™ has been initially de-

signed as a predictor of implantation and not live birth. Third,

our study was conducted in an almost unselected ICSI popu-

lation, making it theoretically be generalizable in other cen-

ters. However, we acknowledge that this statement should be

nuanced. Indeed, not all patients are offered time-lapse and

undergo single blastocyst transfer in our center. Moreover,

our population is quite young, therefore questioning the ro-

bustness of our results in other settings, as female age could be

considered as a confounding factor [29]. Another limitation

lies within statistical robustness of our analysis. Indeed, no

study reported the performance of these day 5 prediction

models and concordance with embryologist’s selection up to

now, preventing from formulating relevant hypothesis and

hence from performing an a priori power calculation.

However, this retrospective cohort study might serve as a ba-

sis for further prospective trials. The issue of culture condi-

tions should be addressed as well when considering the gen-

eralizability of a prediction model [31]. Although we ac-

knowledge that our results should not be applied to IVF labs

performing blastocyst culture in ambient oxygen atmosphere,

the unquestionable evidence that blastocyst culture should be

performed under reduced oxygen level [32] nuances this lim-

itation. Finally, although some consensus guidelines have

been proposed, one of the limitations of predictive models

based on morphokinetic parameters lies within the lack of

standardization of the starting point of image analysis and

annotations [27, 33]. Most studies, including ours, use the

middle time point of the whole ICSI procedure for the cohort

as t0.We acknowledge that alternative starting point should be

considered in the future, such as pronuclear fading, in order to

minimize bias, although the impact of an eventual 10-min

delay on the KIDScore™ result and subsequent clinical deci-

sion might be insignificant.

One obvious limitation of this study lies within its retro-

spective design. A prospective randomized study is obviously

needed to confirm the clinical relevance of KIDScore™.

Although there is no evidence in the literature that male factor

is associated with specific morphokinetic pattern [34], we also

acknowledge that our results only reflect cycles performed in

male factor cases, and should therefore not be generalized to

the whole infertile population. Furthermore, the very limited

number of cycles performed with extremely severe

oligospermia or surgically retrieved sperm did not allow rele-

vant statistical subgroup analysis.

The issue of independent confounding factors, such as age,

when building morphokinetic predictive models has been re-

cently raised [29, 35]. Blastocyst morphology is significantly

associated with implantation and should be considered as a

confounder [29]. Trophectoderm grade is one of the variables

Fig. 2 Receiver operating characteristic (ROC) curve comparing

KIDScore™ Day 5 version 1 and version 2 for the prediction of implan-

tation (n = 210)
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included in KIDScore™ Day 5 models. Predictive models

based on large multicentric databases including various types

of patients might partly overcome this risk of bias. In this

respect, and as a perspective, these results might advocate for

the development of fully automated annotation tool and deep

learning approaches. Indeed, automated detection of cell cleav-

ages could help lower inter-operator variability, improving lab

workflow, and ultimately allow large multicentric database

analysis. Thereby, a recent prediction model based on machine

learning analysis of embryo development has been published

and describes a random forest model able to predict implanta-

tion potential of a transferred embryo with a high AUC of 0.74

[36]. Moreover, a very promising and fully automated deep

learning model, validated in 8 clinics, has just been described

[37]. This model appears to be able to predict fetal heart preg-

nancy with an extremely high AUC of 0.93 [37].

Conclusion

KIDScore™ Day 5 morphokinetic-based predictive models

are significantly associated with implantation and live birth

rates after day 5 single blastocyst transfer. However, their

predictive performance remains perfectible. Although this

needs to be further confirmed in large prospective randomized

studies in order to evaluate their real clinical added value, the

use of these predictive models hold promises as decision-

making tools to help the embryologist select the best strategy

for embryo culture and the best embryo for transfer. It can be

postulated that the association of time-lapse and

morphokinetic decision support algorithms might lead to fa-

cilitated implementation of SET policy. Even if partial auto-

mation might be a desirable goal in IVF labs, embryologists’

expertise is still absolutely necessary to have a global view of

embryo development and make the final decision about em-

bryo fate.

Compliance with ethical standards

All patients gave their informed consent for the anonymous use of the

database for research purpose. This protocol was approved by local ethics

committee (GNEDS).
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Cette étude, complémentaire avec les travaux précédents de l’équipe (74) illustre les 

limites actuelles des modèles prédictifs et la difficulté à mettre en évidence des 

paramètres de qualité embryonnaire universellement utilisables de par 

l’hétérogénéité des cohortes étudiées et les variations dans les données analysées.  
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B] Etude de l’association entre paramètres morphocinétiques et 
ploïdie embryonnaire  
 

Alors que la morphocinétique embryonnaire semble être associée au potentiel 

implantatoire, il est également décrit l’existence d’une forte association entre le statut 

chromosomique de l’embryon et ses chances de succès dans la grossesse. Ce 

postulat est à l’origine de l’engouement observé pour le DPI-A et sa démocratisation 

à l’international. Cependant, en l’absence d’accès à cette technologie en France et 

devant notre volonté de développer au maximum le recours aux techniques non 

invasives d’évaluation de la qualité embryonnaire, il nous est paru important de 

s’intéresser au lien pouvant exister entre la formule chromosomique embryonnaire et 

la cinétique de développement. Nous avons alors procédé à une revue systématique 

de la littérature afin de déterminer si la morphocinétique embryonnaire pouvait être 

prédictive de la ploïdie embryonnaire.   
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Article 3 
 

Can time-lapse parameters predict embryo ploidy? A systematic review 

 

Résumé détaillé en Français 

 

L’évaluation de la morphologie embryonnaire présente un faible pouvoir prédictif 

d’implantation. Le diagnostic pré-implantatoire d’aneuploïdie (DPI-A) s’est amélioré 

mais sa plus-value clinique est toujours débattue et le développement d’une méthode 

non-invasive et peu couteuse de détermination du statut chromosomique 

embryonnaire est à privilégier. La démocratisation de l’utilisation des systèmes time-

lapse a amené des équipes à tester l’efficacité de la morphocinétique embryonnaire 

comme paramètre prédictif de la ploïdie embryonnaire, avec des résultats mitigés. Le 

but de cette étude a été de réaliser une revue intégrale de la littérature sur le pouvoir 

prédictif de la morphocinétique embryonnaire sur le statut de ploïdie embryonnaire. 

Une recherche systématique a été effectuée sur la base PUBMED avec les mots clés 

suivants : time-lapse, morphokinetics, an- euploidy, IVF, preimplantation genetic 

screening, PGS, chromosomal status.  Un total de 13 études a été inclus à l’analyse. 

Leur design était hétérogène, tout comme les caractéristiques des patients, le jour de 

biopsie embryonnaire, les approches statistiques et le critère majeur d’analyse. 

Aucun paramètre morphocinétique unique ou combiné n’a pu être identifié comme 

marqueur prédictif de la ploïdie embryonnaire. En conclusion, les études disponibles 

sont trop hétérogènes pour conclure sur la valeur de l’analyse des paramètres 

morphocinétiques dans l’évaluation de la ploïdie embryonnaire. Ainsi, la 

morphocinétique embryonnaire ne devrait pas être utilisée à la place du DPI-A pour 

déterminer le statut chromosomique embryonnaire.  
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KEY MESSAGE

Studies reporting an association between morphokinetic parameters and embryo ploidy status are contro-

versial and do not support the predictive value of time-lapse analysis for embryo aneuploidy screening.

A B S T R A C T

Embryo morphology assessment performs relatively poorly in predicting implantation. Embryo aneuploidy screening (PGS) has recently improved, but

its clinical value is still debated, and the development of a cheap non-invasive method for the assessment of embryo ploidy status is a highly desirable

goal. The growing implementation of time-lapse devices led some teams to test the effectiveness of morphokinetic parameters as predictors of embryo

ploidy, with conflicting results. The aim of this study was to conduct a comprehensive review of the literature on the predictive value of morphokinetic

parameters for embryo ploidy status. A systematic search on PubMed was conducted using the following key words: time-lapse, morphokinetic, an-

euploidy, IVF, preimplantation genetic screening, PGS, chromosomal status. A total of 13 studies were included in the analysis. They were heterogeneous

in design, patients, day of embryo biopsy, statistical approach and outcome measures. No single or combined morphokinetic parameter was consis-

tently identified as predictive of embryo ploidy status. In conclusion, the available studies are too heterogeneous for firm conclusions to be drawn on

the predictive value of time-lapse analysis for embryo aneuploidy screening. Hence, morphokinetic parameters should not be used yet as a surrogate

for PGS to determine embryo ploidy in vitro.
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Introduction

The ultimate objective of assisted reproduction techniques is to offer

patients the highest healthy live birth rate and the lowest multiple

pregnancy rate. Morphology is the most common method used for

evaluating embryo quality in vitro; however, it performs poorly in iden-

tifying the embryo with the highest implantation potential, even at the

blastocyst stage (Gardner et al., 2015). This prevents many IVF teams

implementing a largely single embryo transfer policy (Kushnir et al.,

2017). Embryo morphology assessment has little predictive power for

implantation because of its weak association with embryo ploidy status,

which is the most critical factor for sustained implantation in IVF

(Gardner et al., 2015). Embryo aneuploidy screening, also known as

preimplantation genetic screening (PGS), allows the identification of

embryo chromosomal status. Several technical improvements over

the past decade have led to the identification of trophectoderm biopsy

and array comparative genetic hybridization (aCGH) or next-generation

sequencing as the technique of choice for PGS (Gardner et al., 2015).

Although shown to be efficient and clinically relevant in some studies,

this technique suffers from some limitations. Indeed, it raises regu-

latory issues in some countries (Harper et al.,2014), it can be

considered invasive, it requires specific technical skills, it can take

up to 24 h before obtaining the result according to the technique, and

it still remains expensive (Gardner et al., 2015; Sermon et al., 2016).

Therefore, the development of a non-invasive, rapid, and cheaper

method for assessing embryo ploidy status would represent a break-

through in the field of IVF (Gardner et al., 2015). The recent

implementation of time-lapse devices in more IVF laboratories, al-

lowing continuous embryo monitoring in stable culture conditions, has

raised hopes among many embryologists. Although the clinical value

of this strategy has been validated in some studies (Petersen et al.,

2016; Rubio et al., 2014), literature reviews have provided various

results (Armstrong et al., 2015; Chen et al., 2017), leading to ongoing

debate on this topic (Harper et al., 2017). Among the numerous studies

reported on time-lapse, some have evaluated the association between

morphokinetic parameters and embryo ploidy to evaluate if time lapse

could be the awaited non-invasive method for embryo aneuploidy

screening. These studies provided discordant conclusions. They were

conducted in various settings, with heterogeneous design, proce-

dures and populations, ultimately failing to yield a firm conclusion.

Therefore, the aim of this study was to conduct a comprehensive

review of the literature on the predictive value of morphokinetic pa-

rameters for embryo ploidy status.

Materials and methods

We conducted a systematic search on Medline of all articles related

to time-lapse (or morphokinetic) analysis of human preimplanta-

tion embryo development and its association with aneuploidy evaluated

with PGS technology published up to April 2017 using the Pubmed

database with the following keywords: time-lapse, morphokinetic, an-

euploidy, IVF, preimplantation genetic screening, PGS and

chromosomal status.

This search was conducted according to Prisma guidelines

(http://www.prisma-statement.org/), and only full-length articles in

English dealing with clinical observations in humans were included.

The principal summary measure was the predictive value of time-lapse

parameters for embryo ploidy. Comparison with a control group was

not mandatory. No statistical tests were carried out with these data.

All references were screened, and eligibility assessed by two inde-

pendent reviewers (AR and JL). A third author (TF) checked the final

list of references and made the final decision in case of disagreement.

The following data were extracted from the selected articles: study

design, number of couples, clinical indication for PGS, number of

embryos, embryo stage for biopsy, PGS technique, time-lapse device,

embryo culture atmosphere, morphokinetic parameters studied, eu-

ploidy rate, clinical outcome measure, adjustment with patients’

characteristics, relevant morphokinetic variables identified, statis-

tical approach and main conclusion.

Results

A total of 161 studies were screened for eligibility. All records were

screened, and 148 were excluded. A total of 15 full-text articles were

assessed in detail for eligibility, among which two were excluded

because they were conducted in preimplantation genetic diagnosis

cycles rather than in PGS cycles, thus not allowing full information

on embryo ploidy status to be obtained. Finally, 13 were selected for

data collection on the predictive value of morphokinetic analysis for

human embryo ploidy (Balakier et al., 2016; Basile et al., 2014;

Campbell et al., 2013a, 2013b; Chavez et al., 2012; Chawla et al., 2015;

Del Carmen Nogales et al., 2017; Kramer et al., 2014; Minasi et al.,

2016; Mumusoglu et al., 2017; Patel et al., 2016; Rienzi et al., 2015;

Yang et al., 2014) (Table 1).

Most studies were retrospective. Only two were prospective, with

one conducted on embryos donated for research (Chavez et al., 2012)

and the other one on clinical cycles (Yang et al., 2014). The number

of couples and IVF–PGS cycles included in these studies varied sig-

nificantly, ranging from 25 (Campbell et al., 2013a) to 444 (Minasi et al.,

2016), and from 25 (Campbell et al., 2013a) to 530 (Minasi et al., 2016),

respectively. Similarly, the number of embryos included in the analy-

sis was heterogeneous in these studies, ranging from 53 (Chavez et al.,

2012) to 928 (Minasi et al., 2016).

The clinical indication for PGS varied notably among these studies,

even if most of them were conventional PGS cases, i.e. advanced ma-

ternal age, recurrent implantation failure and recurrent miscarriage.

Only one study was conducted in PGS cycles for sex selection (Chawla

et al., 2015) and one in couples with previous aneuploidy concep-

tions (Yang et al., 2014). Two studies included cases of PGS for severe

male factor infertility in addition to conventional PGS indications

(Balakier et al., 2016; Campbell et al., 2013a). Clinical indication for

PGS could not be found in two studies (Campbell et al., 2013b; Minasi

et al., 2016).

Embryo biopsy was carried out at cleavage stage in five studies

(Basile et al., 2014; Chavez et al., 2012; Chawla et al., 2015; Del Carmen

Nogales et al., 2017; Patel et al., 2016) and at the blastocyst stage

in eight studies (Balakier et al., 2016; Campbell et al., 2013a, 2013b;

Kramer et al., 2014; Minasi et al., 2016; Mumusoglu et al., 2017; Rienzi

et al., 2015; Yang et al., 2014). When performed at the cleavage stage,

no morphokinetic data were provided on subsequent embryo devel-

opment, except in one study (Patel et al., 2016).

All studies but one (Chavez et al., 2012) were carried out with the

Embryoscope® as time-lapse device. Although unlikely, whether the

type of time-lapse device used could influence the eventual associa-

tion of morphokinetic parameters with embryo ploidy status is not
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Table 1 – Principal characteristics of the studies reporting on the value of morphokinetic parameters as predictors of embryo ploidy. Studies are listed in chronological order.

Study design Number of
couple/ cycles

Clinical indication for PGS Number of
embryos

Embryo stage
for biopsy

PGS
technique

Time- lapse
device

Atmosphere

Chavez et al. (2012) Prospective on

donated zygotes

45/NA NA 53 Day 2 aCGH custom-built miniature

microscope system

6% CO2, 5% O2

Campbell et al. (2013a) Retrospective 25/25 AMA, RIF, recurrent miscarriage,

severe male factor

98 Blastocyst aCGH or

SNP array

Embryoscope® 5.5% CO2, 5% O2

Campbell et al. (2013b) Retrospective/

validation study

69/69 Unknown 88 Blastocyst aCGH or

SNP array

Embryoscope® 5.5% CO2, 5% O2

Basile et al. (2014) Retrospective 87/125 RIF and recurrent miscarriage 504 Day 3 aCGH Embryoscope® Not described

Kramer et al. (2014) Retrospective/

validation study

25/25 Recurrent miscarriage, AMA,

others

149 Blastocyst aCGH Embryoscope® 6% CO2, 5% O2

Yang et al. (2014) Prospective NA RPL, RIF, PCA 285 Blastocyst aCGH Embryoscope® 6% CO2, 5% O2

Chawla et al. (2015) Retrospective 132/132 Sex selection 460 Day 3 aCGH Embryoscope® Not described

Rienzi et al. (2015) Retrospective/

validation study

138/138 AMA, RIF, recurrent miscarriage 455 Blastocyst aCGH Embryoscope® 6% CO2, 5% O2

Minasi et al. (2016) Retrospective 444/530 Unknown 1730/928 cultured

in time-lapse

Blastocyst aCGH Embryoscope® 6% CO2, 5% O2

Balakier et al. (2016) Retrospective 296 (113 with

PGS)/296 (113)

AMA, PCOS, male factor and

others

2441/607 with PGS Blastocyst aCGH Embryoscope® 6% CO2, 5% O2

Patel et al. (2016) Retrospective 26/29 AMA, RIF, recurrent miscarriage 167 Day 3 aCGH Embryoscope® Not described

Mumusoglu et al. (2017) Retrospective/

validation study

103/103 AMA, PGD 415 Blastocyst aCGH Embryoscope® 6.8% CO2, 5% O2

Del Carmen Nogales et al.

(2017)

Retrospective 112/112 AMA, RIF and recurrent

miscarriage

485 Day 3 aCGH Embryoscope® Not described

(continued on next page)
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Table 1 – (continued)

Euploidy
rate (%)

Clinical
outcome
measures

Morphokinetic
parameters
studied

Relevant
morphokinetic
variables

Adjusted with
patients’
characteristics

Statistical
approach

Conclusion

Chavez et al.

(2012)

24.5 NA All up to day 2 cc2, s2 No Mean comparison Cell-cycle parameters could be diagnostic of ploidy and

have clinical relevance.

Campbell et al.

(2013a)

38.8 NA All up to blastocyst stage tSB, tB No Mean comparison; Fisher’s test;

decision-tree model

Late time-lapse parameters increase the probability of

selecting euploid embryos.

Campbell et al.

(2013b)

NAa CPR and LBR All up to blastocyst stage tSB, tB No Decision-tree model Late time-lapse parameters increases the probability of

selecting euploid embryos.

Basile et al.

(2014)

28.3 Implantation

rate and CPR

All up to day 3 t5, t5–t2, cc3 No Mean comparison; quartiles; logistic

regression; ROC curve; decision tree

Time-lapse-based algorithm increases the probability of

selecting euploid embryos.

Kramer et al.

(2014)

43 NA All up to blastocyst stage None No Chi-squared ; ANOVA, ROC curve Failure of Campbell’s model. Time-lapse parameters

cannot be used to select euploid blastocysts

Yang et al.

(2014)

46 Implantation

rate, OPR

All up to blastocyst stage None No Mean and frequency comparison Time-lapse increases the probability of non-invasively

selecting normal embryos.

Chawla et al.

(2015)

42.8 NA All up to day 3 t5–t2, cc3 No Mean and frequency comparison;

logistic regression; ROC curve

Time-lapse increases the probability of non-invasively

selecting normal embryos.

Rienzi et al.

(2015)

40.9 OPR and LBR All up to blastocyst stage None Yes Bivariate generalized mixed models,

linear logistic model

Failure of Campbell and Basile’s models. Time-lapse

parameters Cannot be used to select euploid blastocysts.

Minasi et al.

(2016)

34.9 CPR All up to blastocyst stage tSB, tB, tEB, tHB Yes Mixed logistic models; mixed linear

regression

Late time-lapse parameters are different in euploid and

aneuploidy embryos but do not improve clinical outcome.

Balakier et al.

(2016)

49.8 Implantation

rate, CPR and

LBR

All up to blastocyst stage

plus multinucleation at

two- and four-cell stages

NA Yes Mean comparison, logistic regression High implantation rate, even for embryos with

multinucleation at the two-cell stage.

Patel et al.

(2016)

24.5 NA All up to blastocyst stage t5–t2, cc3 No Mean comparison; chi squared;

quartiles; logistic regression; ROC

curve

Time-lapse-based algorithm (Basile et al., 2014)

increases the probability of selecting euploid embryos but

should not replace PGS.

Mumusoglu

et al. (2017)

41.7 NA All up to blastocyst stage t9, tM, tSB, tB, tEB Yes Clustered data analysis Failure of most models and late time-lapse parameters to

predict euploidy.

Del Carmen

Nogales

et al. (2017)

38.1 NA All up to day 3 t3, t5–t2 No Mean comparison; chi squared;

quartiles; logistic regression analysis

Time-lapse is useful to discard embryos with high risk of

complex aneuploidies.

a Validation study conducted in non-PGS cycles.

aCGH, array comparative genetic hybridization; AMA, advanced maternal age; ANOVA, analysis of variance; CPR, clinical pregnancy rate; LBR: live birth rate; NA, not applicable; OPR, ongoing pregnancy rate; PCA,

previous aneuploidy conceptions; PCOS, polycystic ovary syndrome; PGD, preimplantation genetic diagnosis; PGS, preimplantation genetic screening; RIF, recurrent implantation failure; ROC, receiver operatory char-

acteristic; SNP, single nucleotide polymorphism.
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known, as no comparative study has yet been conducted. Although

embryo culture atmosphere was not reported in four studies (Basile

et al., 2014; Chawla et al., 2015; Del Carmen Nogales et al., 2017; Patel

et al., 2016), it was carried out under low oxygen tension in the nine

remaining studies.

All studies on PGS technique were based on aCGH, allowing the

evaluation of all chromosomes. Only two studies from the same group

reported using both aCGH and single nucleotide polymorphism array

(Campbell et al., 2013a, 2013b). Euploidy rate was reported in 12 studies

(not applicable in Campbell et al., (2013b)), which was conducted in

non-PGS cycles) and ranged from 24.5% (Chawla et al., 2015) to 49.8%

(Balakier et al., 2016), with a trend towards higher euploidy rate when

biopsy was carried out at the blastocyst stage than at the cleavage

stage.

Six studies included clinical outcome measures after a PGS cycle

(Balakier et al., 2016; Basile et al., 2014; Campbell et al., 2013b; Minasi

et al., 2016; Rienzi et al., 2015; Yang et al., 2014). Most of them used

clinical pregnancy rate; some also used implantation rate or live birth

rate.

Concerning the morphokinetic parameters studied, all studies re-

ported morphokinetic parameters up to embryo biopsy, including

pronuclei appearance and fading, cellular cleavage timings and in-

tervals, compaction and blastocyst formation and expansion. One study

also reported multinucleation at the two-cell and four-cell stages

(Balakier et al., 2016). Among the 13 selected studies, 11 aimed at

identifying relevant morphokinetic variables, which could be signifi-

cantly different between euploid and aneuploidy groups, and finally

help in selecting euploid embryos for transfer, whereas two con-

sisted of external validation of previously published models (Campbell

et al., 2013b; Kramer et al., 2014). Studies conducted in early cleav-

age embryos mostly identified intervals between cleavages rather than

cleavage timings as relevant for identifying euploid embryos (Basile

et al., 2014; Chavez et al., 2012; Chawla et al., 2015; Del Carmen

Nogales et al., 2017; Patel et al., 2016). Some studies conducted at

the blastocyst stage identified late morphokinetic parameters, i.e. com-

paction or blastulation stages, but not early ones (cleavage stages)

as relevant predictors of embryo ploidy (Campbell et al., 2013a; Minasi

et al., 2016; Mumusoglu et al., 2017). Not all studies, however, con-

ducted at the blastocyst stage reported significant morphokinetic

differences between euploid and aneuploid embryos (Rienzi et al., 2015;

Yang et al., 2014).

In addition to the studies aimed at identifying predictive

morphokinetic markers, other investigators have conducted exter-

nal validation of some previously published morphokinetic models.

The model by Campbell et al. (2013a) was evaluated externally by

Kramer et al. (2014) and by themselves in a separate cohort (Campbell

et al., 2013b). Patel et al. (2016) tested the performance of the model

by Basile et al. (2014). Rienzi et al. (2015) and Mumusoglu et al. (2017)

tested the performance of both Campbell’s and Basile’s models, both

concluding that the models failed to predict embryo euploidy.

Statistical approach varied greatly among these 13 studies, de-

pending on the main outcomemeasure and study design. Most studies

performed basic univariate analysis to compare morphokinetic pa-

rameters in euploid and aneuploid embryos. Most studies also carried

out logistic regression analysis to identify some independent predic-

tors of embryo ploidy, eventually integrated in a predictive model. The

sensitivity and specificity of the model was then evaluated with re-

ceiver operator characteristic curve analysis when appropriate (Basile

et al., 2014; Chawla et al., 2015; Kramer et al., 2014; Patel et al., 2016).

Importantly, few authors emphasized the possible bias of considering

embryos as individuals in statistical analysis, as all embryos origi-

nating from the same patient are influenced by those patient-

specific characteristics and are, therefore, not independent entities

(‘cohort effect’). Therefore, these investigators strongly recom-

mended the adjustment of statistical analysis and its results with

patient characteristics (Kirkegaard et al., 2016; Mumusoglu et al., 2017).

Finally, most, but not all, investigators reported significant dif-

ferences in morphokinetic pattern between euploid and aneuploid

embryos, but the clinical significance of these results was absent to

modest (Table 1). Although the conclusions raised by investigators

varied significantly, all concluded that time-lapse should not be con-

sidered as an appropriate non-invasive method for embryo ploidy

assessment.

Discussion

This comprehensive review of the literature on the effectiveness of

time-lapse as a predictor of embryo ploidy highlights the large het-

erogeneity of the studies published to date, concluding that neither

a unique morphokinetic nor combined parameters could predict

embryo ploidy with enough sensitivity, specificity, or both, to be used

clinically for embryo selection.

First, most studies reviewed here were carried out retrospec-

tively and within a single clinic, with different sample sizes. Although

this does not necessarily lessen their value, there is a need for large

multi-centre studies to enhance the overall quality of the evidence

generated.

The second question raised in this review concerns the type of time-

lapse device. Although this should theoretically not lead to a significant

difference in measuring morphokinetic parameters, it should be noted

that all studies, bar one, were conducted with the Embryoscope®,

the first and most widely implemented time-lapse device to date, thus

providing a certain inter-study homogeneity on technical aspects.

Whether the use of different approaches, as well as devices and ana-

lytical methods, in the field of time-lapse could account for the

conflicting findings found within the literature is hard to determine

and quantify precisely. This should be explored in further studies. The

issue of inter-operator variability in annotating morphokinetic pa-

rameters could eventually be raised, thus encouraging the development

of automated annotation tools (Castello et al., 2016; Molder et al., 2015).

Although this variability has been shown to be low (Sundvall et al.,

2013), it is unclear how widely guidelines for annotation practice (Ciray

et al., 2014) are followed and how consistent time-lapse users are

in their operating procedures. Whethermore recent time-lapse devices

with automated detection of cell cleavages will provide different results

and lead to different conclusions still needs to be tested.

Although the clinical indication for PGS varied notably among the

studies, the main indications were advanced maternal age, recur-

rent implantation failure and recurrent miscarriage. It is, therefore

unlikely that differences in clinical indications would explain the dis-

crepancy in conclusions of the studies cited here. Some patient

characteristics, however, have been shown by some investigators to

be critical for interpretating morphokinetic studies, as embryos from

the same patient tend to cluster (Kirkegaard et al., 2016; Mumusoglu

et al., 2017). This point will be discussed further in the discussion.

The most significant difference between the studies reviewed here

was the stage at which embryo biopsy was carried out. Indeed, embryo

biopsy was carried out at the cleavage stage in five studies (Basile
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et al., 2014; Chavez et al., 2012; Chawla et al., 2015; Del Carmen

Nogales et al., 2017; Patel et al., 2016), whereas embryo biopsy was

carried out at the blastocyst stage in eight studies (Balakier et al.,

2016; Campbell et al., 2013a, 2013b; Kramer et al., 2014; Minasi et al.,

2016; Mumusoglu et al., 2017; Rienzi et al., 2015; Yang et al., 2014).

The respective advantages and disadvantages of these two strate-

gies have been debated in recent years (Scott et al., 2013; Sermon

et al., 2016). Trophectoderm biopsy, however, has gained increasing

interest, and is more widely used, as it is considered to optimize the

whole procedure when fewer embryos are available, but with higher

implantation potential than cleavage stage biopsy (Sermon et al., 2016).

Moreover, it allows the biopsy of several cells and probably allows a

better management of embryo mosaicism (Capalbo et al., 2013).

Whether trophectoderm biopsy is more relevant than cleavage stage

biopsy for PGS was not the topic of this review. Recent data, however,

obtained in arrested embryos cultured in time-lapse device and ex-

tensively analysed by genome-wide SNP genotyping in both polar

bodies and karyomapping of disaggregated embryonic cells, suggest

that genomic imbalance and partial genome loss occurring during

early cleavage affects embryonic gene expression and blocks the

morula to blastocyst transition (Ottolini et al., 2017). This reinforces

the value of trophectoderm biopsy compared with performing biopsy

pre-zygote genome activation at the cleavage stages of develop-

ment. The present comprehensive review of the literature could

eventually be repeated and specifically focus on morphokinetic follow-

up up to the blastocyst stage followed by trophectoderm biopsy when

more studies are available.

Various technical approaches can be used for PGS. Here, all studies

were based on aCGH, with two of them also using single nucleotide

polymorphism array Campbell et al. (2013a, 2013b). Whether the imple-

mentation of new technologies for embryo aneuploidy screening, such

as next-generation sequencing, brings new insights into the asso-

ciation between morphokinetic parameters and embryo ploidy should

be explored in further studies.

Embryo culture conditions could constitute a bias in assessing

morphokinetics. Indeed, low oxygen tension has been shown to result

in significantly different morphokinetic patterns (Kirkegaard et al.,

2016) than atmospheric ones. Although this was not reported in four

studies, most of them included in this review were conducted under

low oxygen tension.

Six studies included clinical outcome measures after PGS cycle

(Balakier et al., 2016; Basile et al., 2014; Campbell et al., 2013b; Minasi

et al., 2016; Rienzi et al., 2015; Yang et al., 2014). Interpreting these

data, however, remains hazardous, as none of them was specifi-

cally designed to determine the relevance of morphokinetic parameters

in predicting clinical outcome after PGS cycle.

Concerning the type of morphokinetic parameters analysed, studies

with trophectoderm biopsy obviously included additional data com-

pared with those conducted in cleavage stage embryos. These studies

mostly concluded that intervals between cellular cleavages were more

relevant than cleavage timings for the selection of euploid embryos

(Basile et al., 2014; Chavez et al., 2012; Chawla et al., 2015; Del Carmen

Nogales et al., 2017; Patel et al., 2016). This value of cellular inter-

vals was previously suggested in clinical studies conducted in IVF cycles

aimed at identifying morphokinetic predictors of implantation

(Meseguer et al., 2011). Not all studies carried out at the blastocyst

stage reported significant morphokinetic differences between euploid

and aneuploid embryos (Rienzi et al., 2015; Yang et al., 2014), but most

did (Campbell et al., 2013a; Minasi et al., 2016; Mumusoglu et al., 2017).

Interestingly, these studies did not confirm the value of these early

parameters as relevant predictors of embryo ploidy (Campbell et al.,

2013a; Minasi et al., 2016; Mumusoglu et al., 2017). As genetic events,

such as mitotic errors, genomic imbalance or genome loss, occur

during late embryo development after embryo genomic activation

(Capalbo et al., 2013; Ottolini et al., 2017), this might account for this

apparent loss of predictive value of early morphokinetic param-

eters for embryo ploidy when evaluated at the blastocyst stage. This,

however, remains to be confirmed in longitudinal studies with cleav-

age stage and blastocyst biopsy successively performed.

Finally, the recently raised issue of statistical approach and ad-

justment for patients’ characteristics to take clustering effect into

account in time-lapse studies (Kirkegaard et al., 2016) was also ques-

tioned in three studies included in this review (Minasi et al., 2016;

Mumusoglu et al., 2017; Rienzi et al., 2015), and, particularly, in one

of them (Mumusoglu et al., 2017). The concept of this approach is that

embryos generated from one couple should not be considered indi-

vidually. Instead, the statistical approach should consider intra-

patient clustering effect to determine the extent to which the

morphokinetic variation observed is independent of patient’s clini-

cal or cycle characteristics (Kirkegaard et al., 2016). In the study by

Mumusoglu et al. (2017), 16–47% of the observed variation of

morphokinetic parameters was found to be patient-related. Inter-

estingly, the investigators concluded that considering embryos as

individuals in statistical analysis could represent a major bias, leading

to overestimated statistical associations and potentially incorrect con-

clusions, especially in heterogeneous populations. This was also

highlighted in a commentary published in 2014 (Ottolini et al., 2014),

in which the authors comment on the studies reported by Campbell

et al. (2013a), Campbell et al. (2013b). The authors of this commen-

tary particularly questioned the reported association between

morphokinetic parameters and implantation, as no female age was

provided, and insisted on the importance of confounding factors such

as age in this non-age-controlled cohort. This was further debated

by Campbell et al. (2014), who stated that age was not the likely causal

factor of observed delays in blastulation.

Conclusion

This comprehensive review of the literature demonstrates that

morphokinetic parameters should not yet be used as a surrogate

for PGS to determine chromosomal status of the preimplantation

embryo. More large-scale studies, conducted in homogeneous popu-

lations with standard culture and biopsy protocol, using relevant

statistical approaches adjusted to patients’ characteristics, are needed

to gain insight into the putative association between embryo

morphokinetic parameters and ploidy, ultimately improving IVF clini-

cal outcome.
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Après avoir tenu cette revue de la littérature, il nous est paru intéressant d’étudier 

l’existence d’un lien entre morphocinétique embryonnaire et statut chromosomique 

sur notre propre population. En l’absence d’accès à des données de 

morphocinétique pour des embryons ayant été biopsiés dans le cadre du DPI-A, 

étant donné la législation restrictive de la France à ce sujet, nous nous sommes 

intéressés aux embryons biopsiés dans le cadre du DPI avec indication 

chromosomique. Ainsi la morphocinétique embryonnaire des embryons sains / 

équilibrés a été comparée à celle d’embryons porteurs du réarrangement 

chromosomique identifié chez le couple pris en charge en DPI, bien que les 

embryons sains / équilibrés puissent également être porteurs d’autres 

réarrangements chromosomiques non identifiables lors du DPI.  
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Article 4  
 

Morphokinetic Parameters in Chromosomal Translocation Carriers Undergoing 

Preimplantation Genetic Testing 

Résumé détaillé en Français 

Question 

Est-ce que la morphocinétique embryonnaire peut aider à identifier les embryons 

déséquilibrés pour les couples porteurs de translocation ? 

Matériel et méthodes 

Cette étude rétrospective a été réalisée chez 67 couples porteurs d’une translocation 

au cours de 105 cycles de diagnostic pré-implantatoire pour réarrangement 

chromosomique sans diagnostic d’aneuploïdie. A l’aide d’un système time-lapse, les 

paramètres morphocinétiques ont été comparés entre les embryons équilibrés et 

déséquilibrés, ainsi que la fréquence des évènements du cycle cellulaire anormaux. 

La performance d’un modèle prédictif d’aneuploïdie déjà publié a aussi été testé 

dans cette population.   

Résultats 

Une différence significative a été observée entre les embryons équilibrés et 

déséquilibrés pour quelques paramètres morphocinétiques t5 (P = 0.0067), t9+ 

(P = 0.0077), cc2 (P = 0.0144), s2 (P = 0.0003) et t5–t2 (P = 0.0028). Également, la 

présence de multinucléation aux stades 2 ou 4 cellules, les divisions anormales et 

l’exclusion cellulaire au stade morula étaient significativement plus fréquents pour les 

embryons déséquilibrés que pour les embryons équilibrés. Cependant, aucun 

paramètre ne pouvait prédire de façon précise le statut chromosomique des 

embryons. Un modèle prédictif d’aneuploïdie déjà publié n’a pas permis de classer 

correctement les embryons équilibrés et déséquilibrés.  

Conclusions 

Aucun paramètre morphocinétique prédictif du statut chromosomique n’a pu être 

identifié. La technologie time-lapse ne doit pas être utilisée comme outil diagnostique 

de statut chromosomique chez les porteurs de translocation.
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KEY MESSAGE

Although significant morphokinetic differences exist between balanced and unbalanced embryos in 

translocation carriers undergoing preimplantation genetic testing for structural rearrangement cycle without 

aneuploidy screening, no relevant morphokinetic predictor of embryo chromosomal status could be found.

ABSTRACT

Research question: Can embryo morphokinetic parameters help identify unbalanced embryos in translocation 

carriers?

Design: This retrospective study was conducted in 67 translocation carriers undergoing 105 preimplantation genetic 

testing cycles for chromosomal structural rearrangements (PGT-SR) without aneuploidy screening (PGT-A). Using 

time-lapse imaging analysis, morphokinetic parameters of balanced and unbalanced embryos were compared, as 

well as the frequency of abnormal cellular events. The performance of a previously published prediction model of 

aneuploidy was also tested in this population.

Results: Significant differences were observed between balanced and unbalanced embryos for some morphokinetic 

parameters: t5 (P = 0.0067), t9+ (P = 0.0077), cc2 (P = 0.0144), s2 (P = 0.0003) and t5–t2 (P = 0.0028). Also, 

multinucleation at the two- or four-cell stages, abnormal division and cell exclusion at the morula stage were 

significantly (all P < 0.05) more frequent in unbalanced than in balanced embryos. None, however, could accurately 

predict embryo chromosomal status. A previously published morphokinetic prediction model for embryo aneuploidy 

did not adequately classify balanced and unbalanced embryos.

Conclusions: No significant morphokinetic predictor of chromosomal status could be found. Time-lapse should not 

be used as a diagnostic tool for chromosomal status in translocation carriers.
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INTRODUCTION

P
reimplantation genetic testing 
(PGT) is a procedure developed 
in the early 1990s for couples 
with a high risk of transmitting 

a genetic abnormality or with a high risk 
of miscarriage because of chromosomal 
structural rearrangement (Harton et al., 

2011). Pre-implantation genetic testing 
for aneuploidy (PGT-A) consists of the 
evaluation of embryo ploidy, as reflected 
by the number of copies of each 
chromosome, and allows the selection of 
euploid embryos for transfer. Although 
the exact clinical benefit of PGT-A in 
subgroups of patients is still discussed 
and remains to be calculated, this 
approach is generally considered to result 
in a shorter time before pregnancy and 
higher pregnancy rate per transfer than 
conventional IVF and intracytoplasmic 
sperm injection (ICSI) (Dahdouh et al., 

2015). Indeed, aneuploidy is commonly 
observed in human embryos obtained 
by IVF procedure, even in embryos 
developing to the blastocyst stage with 
good morphology, and accounts for 
the relatively limited implantation rate 
observed in human IVF cycles. The 
presence of chromosomal translocation 
in one or both partners in a couple 
is a situation with a particularly high 
risk of embryo aneuploidy. When 
authorized by regulation, the most recent 
techniques allow the simultaneous use of 
preimplantation genetic testing cycles for 
chromosomal structural rearrangements 
(PGT-SR) and PGT-A to optimize clinical 
efficiency and cost-effectiveness for 
couples with a genetic abnormality or 
chromosomal structural rearrangement 
(Capalbo et al., 2016a; 2016b). Both 
PGT-SR and PGT-A are based on 
the genetic analysis of embryonic 
blastomeres biopsied either at the 
cleavage stage (day 3) or at the blastocyst 
stage. Therefore, the success of PGT-
SR and PGT-A greatly depends on the 
number and quality of the embryos 
available for biopsy.

Since the release of the first time-lapse 
system in 2009, several laboratories 
around the world have implemented this 
technology to improve embryo culture 
conditions and evaluate embryo quality 
according to various morphokinetic 
parameters and related algorithms (Barrie 

et al., 2017). Considering that embryo 
ploidy is a critical factor for implantation, 
but that PGT is an invasive and expensive 
technology, a number of authors 

have raised the hypothesis that the 
morphokinetic pattern of embryos can 
indirectly reflect embryo ploidy and thus 
be used as a surrogate for PGT-A and 
PGT-SR. If true, this approach could be 
particularly relevant in countries in which 
PGT-SR, PGT-A, or both, are prohibited. 
These studies carried out in patients 
referred for PGT-A because of advanced 
maternal age, recurrent implantation 
failure or recurrent pregnancy loss 
yielded predictive models with either no 
or moderate sensitivity and specificity for 
the identification of aneuploid embryos 
up to now (reviewed in Reignier et al., 

2018). As far as we know, such studies 
have not been specifically conducted 
in translocation carriers referred for 
PGT-SR until now. In France, PGT is 
allowed for specific inherited genetic 
abnormalities, such as translocations, 
whereas PGT-A is prohibited by 
regulation. As translocation carriers 
present great risks of having unbalanced 
embryos (Tobler et al., 2014), we 
wondered whether these embryos would 
display a specific morphokinetic pattern. 
Therefore, our first study aim was to 
compare the morphokinetic parameters 
of balanced and unbalanced embryos in 
couples referred for PGT-SR. We then 
performed an external validation study of 
a published prediction model of embryo 
ploidy based on PGT-A results (Basile 

et al., 2014) to evaluate its performance 
in our local PGT-SR population referred 
for chromosomal rearrangement.

MATERIALS AND METHODS

Patients

This monocentric retrospective cohort 
study was conducted in couples referred 
for PGT-SR because of a chromosomal 
rearrangement in one of the partners. 
We analysed the clinical and biological 
data of all consecutive patients who had 
undergone an ICSI–PGT–SR cycle with 
autologous oocyte and embryo culture 
performed using the Embryoscope® 
between May 2013 and April 2016 in our 
University Fertility Centre. All patients 
gave consent for the anonymous use of 
their data registered in this database. 
This protocol was approved by the local 
ethics committee on 12 July 2017.

Ovarian stimulation

Before stimulation, all women had 
complete ovarian reserve exploration, 
including FSH, LH, oestradiol, anti-
Müllerian hormone and antral follicle 
count (AFC). All patients underwent 

ovarian stimulation with the antagonist 
protocol. A gonadotrophin starting dose 
was chosen according to female age, 
ovarian reserve and previous IVF cycles, 
if they had been undertaken. Cycle 
monitoring consisted of hormonal assays 
and ultrasonography, and ovulation was 
triggered with recombinant HCG when 
at least three follicles reached 18 mm in 
diameter.

Oocyte retrieval and embryo culture 

for PGT

Oocyte retrieval was carried out 34–36 h 
later. After denudation with hyaluronidase 
(SynVitro® hyadase, Origio, Måløv, 
Denmark), all mature oocytes were 
microinjected and immediately placed 
in individual microwells within a specific 
culture dish (Embryoslide®, Vitrolife®, 
Stockholm, Sweden) before being loaded 
into the Embryoscope® (Vitrolife®). 
Embryo culture was carried out at 37°C 
under a controlled atmosphere with 
low oxygen pressure (5% O2, 6% CO2). 
Sequential media was used for embryo 
culture (G1plus® and G2plus®)

Time-lapse analysis

Each embryo was investigated by detailed 
time-lapse analysis measuring the exact 
timing of the developmental events in 
hours after ICSI procedure, as described 
by Ciray et al. (2014). The terms t2, t3, 
t4, t5, t6, t7 and t8 were used for the 
exact timings of appearance of embryos 
with 2, 3, 4, 5, 6, 7 and 8 well-defined 
blastomeres, respectively. The mean ± 
SD duration of cell cycle between each 
cleavage was also considered. The term 
s2 is used to illustrate the synchrony of 
the second cell cycle, i.e. the transition 
from a two-cell to four-cell embryo. Also, 
cc2 is defined as the time of the second 
cell cycle (t3-t2) and cc3 as the time of 
third cell cycle (t5-t3). Abnormal division 
referred to chaotic cleavage, reverse 
cleavage or direct cleavage, all of which 
have been shown to lead to extremely 
low implantation rates (Rubio et al., 2012; 

Zhan et al., 2016).

The hierarchical model developed by 
Basile et al. (2016) was applied to all of 
the embryos biopsied on day 3. This 
model was based on the morphokinetic 
differences observed between euploid 
and aneuploid embryos and included 
the most relevant parameters identified 
in their database, i.e. t5-t2 and cc3, to 
classify the embryos into four categories 
with a decreasing probability of euploid 
status (A to D).
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Embryo biopsy, genetic analysis and 

embryo transfer

Embryo biopsy was carried out on 
day 3 for all embryos with at least six 
blastomeres, less than 25% fragmentation 
and fair evenness. Embryos were first 
briefly placed in Ca/Mg-free medium 
(G-PGD, Vitrolife®) for a few minutes, 
before laser-assisted zona pellucida 
hatching (ZilosTK, Hamilton Thorn®, 
Beverly, MA, USA). One or two cells were 
then gently aspirated for subsequent 
genetic analysis depending on the 
number of blastomeres (one cell in six- to 
seven-cell embryos, two cells in embryos 
with eight or more cells). On average, 
1.81 cells were removed per embryo. 
Each biopsied blastomere was lysed 
and the nucleus spread on a separate 
poly-l-lysine-coated slide. Interphase 
fluorescence in-situ hybridization (FISH) 
analyses were carried out according to 
the following procedures. The bacterial 
artificial chromosome contig probes 
covering 1 Mb of the subtelomeric 
region of the chromosomes involved 
in translocations were used to make 
FISH probes. All probes were directly 
labelled by nick translation with 
SpectrumOrange, SpectrumGreen and 
Diethylaminocoumarin fluorophores. 
First, slides were pretreated with a 
0.05% pepsin solution at 37°C for 3 min 
to remove any remaining cytoplasmic 
proteins, followed by washing with 
PBS and serial ethanol dehydration. 
A mix containing 60–80 pg of probes 
was applied to each slide and sealed 
with rubber cement. Denaturation 
was carried out at 73°C for 3 min and 
hybridization at 37°C overnight. After 
hybridization, slides were washed in 
2 x SSC/1%NP40 at 72°C for 2 min. The 
slides were then air-dried and mounted 
in Vectarshield (Vector Laboratories, 
USA) anti-fade medium containing 
1 ng/ml 40,6-diaminidino-2-phenyolindole 
to counterstain the nuclei. Slides 
were analysed under the fluorescence 
microscope. The FISH signals were 
counted following the criteria described 
by Wilton et al. (2009).

Balanced embryos were selected for 
transfer on day 4 according to post-
biopsy development for practical and 
organizational reasons. Indeed, many 
patients live far away from our PGT 
centre and remain close to the centre 
after ovum retrieval up to the time of 
embryo transfer. Therefore, embryo 
transfer is generally carried out as soon 
as possible (day 4) to allow patients to 

return home quickly. Moreover, day-
4 embryo transfers have been shown 
to perform as well as day-5 transfers 
(Feil et al., 2008). Single or double 
embryo transfer was chosen by a joint 
decision between medical staff and the 
couple. A pregnancy test was carried 
out 11 or 12 days after embryo transfer, 
and, if positive, clinical pregnancy 
was confirmed ultrasonographically 
4–5 weeks later by the detection of a 
gestational sac and fetal heart activity.

Statistics

Student's or Wilcoxon's tests were used 
for continuous variables and chi-squared 
or Fisher's tests for categorical variables. 
The non-parametric Mann–Whitney test 
was used for non-normally distributed 
variables. GraphPad Prism® software 
was used for statistical analysis. P < 0.05 
were considered to denote significant 
differences.

RESULTS

Study group

A total of 67 couples undergoing 
105 PGT-SR cycles for chromosomal 
translocation were included in the 
analysis. Among them, 42 couples 
(62.7%) undergoing 71 cycles were 
referred for paternal chromosomal 
translocation, whereas 25 (37.3%) 
undergoing 34 cycles were referred for 
maternal translocation. The mean ± SD 
female and male ages were 32.0 ± 3.6 
and 34.26 ± 4.87 years, respectively. 
The mean ± SD female BMI was 24.3 ± 
4.2 kg/m². The average ± SD total FSH 
dose was 2511 ± 967 units. The average 
± SD number of mature oocytes 
collected was 11.7 ± 5.0. A total of 1176 
oocytes were microinjected and cultured 
in the Embryoscope®, with 749 being 
normally fertilized (63.7%).

Among the 480 embryos undergoing 
blastomere biopsy on day 3, 190 (39.6%) 
had nine cells or more, 196 (40.8%) had 
eight cells, 66 (13.8%) had seven cells 
and 28 (5.8%) were at the six-cell stage. 
A total of 427 embryos (89%) could be 
analysed by FISH, with 177 displaying a 
balanced chromosomal status (41.5%) 
and 250 (58.5%) being unbalanced 
with various chromosomal patterns. 
No results could be obtained in 53 
embryos (11%), because of the absence 
of nuclei, dubious results or technical 
problems. Significant differences 
were observed between balanced and 
unbalanced embryos for t5 (P = 0.0067), 

t9+ (P = 0.0077), cc2 (P = 0.0144), 
s2 (P = 0.0003) and t5–t2 (P = 0.0028) 
(TABLE 1), with t5 and t9 + occurring 
significantly earlier in unbalanced than in 
balanced embryos.

According to cell cycles and synchrony, 
cc2 and t5–t2 were significantly longer 
and s2 shorter in balanced than in 
unbalanced embryos. The classification 
of embryos inside or outside of the 
optimal range for each of these 
parameters (i.e. t5, t5-t2, cc2) based 
on quartiles (second and third quartiles 
represent the optimal range) did not 
allow us to identify relevant thresholds 
with acceptable sensitivity and specificity 
for the identification of balanced versus 
unbalanced embryos (Supplementary 

TABLE 1). Additionally, the frequency of 
multinucleation at the two- or four-
cell stages (31.6% [n = 79]) versus 
19.8% [n = 35]; P < 0.05), abnormal 
division (32.8% [n = 82] versus 11.3% 
[n = 20]; P < 0.05) and cell exclusion 
at the morula stage (36.4% [n = 52) 
versus 32.8% [n = 40]; P < 0.05) 
was significantly higher in unbalanced 
embryos than in balanced embryos. The 
repartition of balanced and unbalanced 
embryos according to conventional 
morphological criteria is presented in 
Supplementary TABLE 2.

Hierarchical classification of embryos 

according to Basile et al. (2014)

In the second phase, we tested the 
performance of the morphokinetic 
predictive model for embryo aneuploidy 
developed in a PGT-A population 
and published by Basile et al. (2014) 
in our PGT-SR population of couples 
with chromosomal rearrangements. 
The proportion of balanced embryos 
for the chromosomes involved in the 
translocation was not significantly 
different between the four groups 
(46.95%, 43.90%, 26.92% and 25.93%, 
respectively) (FIGURE 1A). As we observed 
a similar proportion of balanced 
embryos in groups A and B on the 
one hand and in groups C and D on 
the other, we tested the performance 
of a simplified model only, including 
the most significant morphokinetic 
variable in the original publication, i.e. 
the t5–t2 interval (FIGURE 1B). We found 
a significantly higher proportion of 
balanced embryos in the group [A + B] 
than in the group [C + D] (46.56% 
versus 26.17%, respectively) (FIGURE 1B). 
The performance of this simplified 
model, however, was low (sensitivity 47%, 
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TABLE 1 MORPHOKINETIC PARAMETERS ACCORDING TO THE ABSENCE OR PRESENCE OF CHROMOSOMAL 
 STRUCTURAL REARRANGEMENTS

Balanced embryos (n = 177) Unbalanced embryos (n = 250)
Significant 
P-valuesn Mean ± SEM n Mean ± SEM

tPB2 177 3.690 ± 0.1053 250 3.958 ± 0.1393

tPNa 177 7.820 ± 0.1671 250 7.987 ± 0.1582

tPNf 177 25.25 ± 0.2495 250 25.44 ± 0.2438

T2 177 27.76 ± 0.2519 250 28.07 ± 0.2554

T3 177 38.92 ± 0.3258 250 37.90 ± 0.3560

T4 177 40.12 ± 0.3322 250 40.24 ± 0.3076

T5 177 51.01 ± 0.4792 250 49.45 ± 0.4687 0.0067

T6 177 53.44 ± 0.4099 250 53.02 ± 0.4312

T7 175 55.24 ± 0.4453 232 56.15 ± 0.5668

T8 165 59.17 ± 0.8216 192 58.29 ± 0.7001

T9+ 144 73.99 ± 1.013 179 70.61 ± 1.011 0.0077

tPGT 177 69.87 ± 0.1207 250 70.01 ± 0.2372

tSC 153 89.01 ± 0.7485 176 89.70 ± 0.7083

tM 122 94.93 ± 0.8118 143 95.88 ± 0.8043

tSB 93 103.6 ± 1.191 86 102.4 ± 1.099

tB 56 111.0 ± 1.425 47 110.6 ± 1.447

tEB 32 109.6 ± 1.916 25 112.0 ± 2.107

T5–t2 177 23.25 ± 0.3989 250 21.38 ± 0.4203 0.0028

Cc2 (t3–t2) 177 11.16 ± 0.2155 250 9.829 ± 0.2768 0.0144

S2 (t4–t3) 177 1.195 ± 0.1934 250 2.343 ± 0.2488 0.0003

tB, timing of full blastocyst formation; tEB, timing of blastocyst expansion; tM, timing of fully compacted morula; tPB2, timing of extrusion of the second polar body; tPGT, 

timing of embryo biopsy for preimplantation genetic testing; tPNa, timing of appearance of pronuclei; tPNf, timing of pronuclei fading; tSB, timing of onset of blastocyst 

cavitation; tSC, timing of onset of compaction; t2 to t9+, timings of appearance of embryos with 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 and 9 or more well-defined blastomeres.
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FIGURE 1 (A) Proportion of balanced embryos according to the four categories described in Basile et al.’s model (2014) and (B) after simplification 

into only two categories based on the most significant morphokinetic variable in the original publication, i.e. the t5–t2 interval.
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specificity 73%, positive predictive value 
84% and negative predictive value 32%).

DISCUSSION

In this study, we showed that significant 
morphokinetic differences exist between 
balanced and unbalanced embryos in 
translocation carriers. No significant 
predictor of embryo chromosomal 
status, however, could be identified.

Although we did not screen embryo 
aneuploidy but only chromosomes 
involved in translocation for regulatory 
reasons, these findings are consistent 
with other studies (Campbell et al., 

2013a; Mumusoglu et al., 2017), where 
the association between morphokinetic 
parameters and embryo ploidy status 
using PGT-A was evaluated. Indeed, 
these studies demonstrated that 
some morphokinetic parameters were 
significantly different between euploid and 
aneuploid embryos, either in the early 
stages of embryo development or during 
the later stages (Campbell et al., 2013a; 

Mumusoglu et al., 2017). The relevance 
and clinical value of this strategy, however, 
was questioned (Rienzi et al., 2015; Minasi 

et al., 2016; Reignier et al., 2018).

As PGT-A is not allowed in France, 
we tested this approach in patients 
undergoing PGT-SR cycles for 
chromosomal translocation to evaluate 
its predictive value for chromosomal 
balance. We found that two cell cleavages 
(t5 and t9+) occurred significantly earlier 
in unbalanced than in balanced embryos, 
and that some cellular intervals (cc2, s2, 
t5-t2) were significantly different between 
unbalanced and balanced embryos. A 
considerable overlap, however, existed 
between the distribution of these 
variables in unbalanced and balanced 
embryos. Nevertheless, we used the 
same approach as other investigators 
(Basile et al., 2014) based on quartiles 
to try to build a prediction model. The 
classification of embryos according 
to their morphokinetic optimal range 
did not allow us to generate a relevant 
classification tree. We defined the 
optimal range as the interval between the 
25th and 75th percentile, i.e. quartiles 2 
and 3.

We also tested the performance of 
a previously published aneuploidy 
prediction model based on two 
morphokinetic parameters in our dataset 
of PGT-SR cycles (Basile et al., 2014). 

We found that the original version of 
this model had a low clinical value for 
the classification of balanced versus 
unbalanced embryos. A simplified version 
of the model, however, performed 
slightly better and allowed embryos to 
be grouped into two categories with 
significantly different chances of being 
balanced. The main explanation of these 
slightly different results probably lies 
within the different populations being 
considered. Indeed, we specifically 
included couples undergoing PGT 
because of chromosomal rearrangements 
in one of the partners, whereas Basile 

et al. (2014) included patients undergoing 
PGT-A for recurrent miscarriage and 
repeated implantation. Moreover, we 
could only look at the chromosomes 
involved in the translocation, not 
others, for regulatory reasons. Although 
it has been largely reported that a 
significant proportion of embryos 
obtained from translocation carriers 
have chromosome imbalances unrelated 
to the rearrangement carried in the 
couple (Alfarawati et al., 2011; Fiorentino 

et al., 2011), we were prevented 
from extensively evaluating embryo 
chromosomal status, whereas Basile 

et al. (2014) carried out PGT-A analysis 
on all 46 chromosomes. Interestingly, in 
our previously published validation study 
aimed at evaluating the performance of 
a pregnancy prediction model based on 
morphokinetic parameters, we found 
that a simplified version of the model 
performed significantly better than the 
original one (Fréour et al., 2015). In both 
cases, the difference in atmosphere, 
i.e. low versus atmospheric oxygen 
pressure, could partly explain these slight 
discrepancies.

Among the several studies dealing with 
time-lapse in IVF, some advocated the 
value of this technique as a deselection 
tool used to discard embryos with very 
poor implantation potential rather than 
a selection tool for the embryos with a 
high probability of implantation (Rubio 

et al., 2012; Liu et al., 2015; Zhan et al., 

2016). For instance, direct cleavage has 
been reported to be a strong predictor 
of implantation failure (Rubio et al., 

2012; Zhan et al., 2016), depending on 
the cellular stage in which it occurred. 
Although this remains debated, 
multinucleation was also reported to be 
detrimental for implantation (Aguilar 

et al., 2016; Desch et al., 2017). In this 
study, we found that the frequency of 
multinucleation at the two- or four-

cell stage and abnormal division was 
significantly higher in unbalanced than 
in balanced embryos. Whether these 
abnormal events should be included in 
a hierarchical classification tree should 
be tested in further studies. We also 
observed that cell exclusion at the 
morula stage was slightly more frequent 
in unbalanced than in balanced embryos. 
A recent study of interest evaluated the 
chromosomal status of these excluded 
cells and demonstrated that they were 
more frequently aneuploid than the 
corresponding blastocysts, suggesting 
a possible cellular repair mechanism 
aiming at lowering the aneuploidy rate 
(Lagalla et al., 2017). These preliminary 
results, however, remain to be confirmed 
in further studies to determine whether 
the cell exclusion phenomenon and 
its pattern should be considered as an 
indicator of embryo ploidy.

Among the studies evaluating the 
value of time-lapse as a predictor of 
embryo ploidy, some were based on 
the day-3 embryo biopsy (Basile et al., 

2014; Chawla et al., 2015; Del Carmen 

Nogales et al., 2017), whereas others 
used trophectoderm biopsy (Campbell 

et al., 2013a; 2013b; Rienzi et al., 2015; 

Minasi et al., 2016; Mumusoglu et al., 

2017). The advantages of trophectoderm 
biopsy, such as the higher number of 
cells and amount of DNA required for 
analysis and increased euploidy rate 
in fewer embryos (Scott et al., 2013), 
account for the observed trend towards 
its increasing use in PGT centres, even 
though the advantages and pitfalls 
of embryo biopsy still remain to be 
deciphered (Zacchini et al., 2017). In 
parallel, some studies have advocated the 
value of late morphokinetic parameters 
at the blastocyst stage rather than early 
ones at the cleavage stage as predictors 
of embryo ploidy (Campbell et al., 

2013a; 2013b). Although we recently 
implemented blastocyst biopsy for PGT-
SR, the number of cycles at the time of 
this study was insufficient to compare 
with the day-3 biopsy strategy. Therefore, 
our study should be repeated in a 
large number of translocation carriers 
undergoing PGT-SR with trophectoderm 
biopsy to determine whether late 
morphokinetic parameters can help to 
identify balanced embryos and test the 
relevance of previously published models 
in this population.

The main limitation of our study is 
that we could only compare balanced 
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and unbalanced embryos for specific 
chromosome rearrangements because 
of French law. Any attempt to generalize 
the results to aneuploidy screening 
should be made with great care. Another 
limitation lies within the use of FISH 
for the assessment of chromosomal 
status. We acknowledge that this 
technique suffers from some limitations 
(Fiorentino et al., 2011; Dahdouh et al., 

2015), exposing a risk of classification 
error and uninterpretable results (11% 
of biopsied embryos in this cohort had 
uninterpretable results). The most critical 
factors for FISH accuracy are quality of 
cell fixation, probe hybridization, signal 
overlap and subjective signal scoring. Our 
operators, however, were experienced, 
thus limiting this potential bias. Finally, 
the retrospective design of this study 
exposes a risk of bias and prevents the 
appropriate number of patients for 
proper statistical power to be calculated.

In conclusion, we found some 
significant morphokinetic differences 
between balanced and unbalanced 
embryos in couples undergoing PGT-
SR for chromosomal translocation. 
The considerable overlap, however, 
between the variables did not allow the 
identification of relevant predictors of 
embryo chromosomal status, as reported 
previously. We have also shown that a 
previously published time-lapse model 
developed for embryo aneuploidy 
prediction was interesting but had a 
relatively low performance in our PGT-SR 
population. The exact clinical value of 
time-lapse in improving the selection 
of embryos with low probability of 
chromosomal abnormality remains to be 
confirmed.

SUPPLEMENTARY MATERIALS

Supplementary material associated with 
this article can be found, in the online 
version, at doi:10.1016/j.rbmo.2018.11.006.
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C] Annotation automatisée des paramètres morphocinétiques 
 

Cette première partie du projet s’est attachée à étudier la morphocinétique 

embryonnaire comme marqueur non invasif du potentiel implantatoire embryonnaire 

et de la ploïdie embryonnaire. Alors que de nombreuses études décrivent un lien 

entre la morphocinétique embryonnaire et les chances de grossesse et que plusieurs 

modèles prédictifs semblent fiables lorsqu’ils sont utilisés dans le centre où ils ont été 

élaborés, il ne semble exister à ce jour aucun modèle universellement applicable et 

avec un pouvoir suffisamment discriminatif (80).  Une des hypothèses levées et 

pouvant expliquer l’absence de validation externe des modèles prédictifs publiés, ou 

le faible pouvoir prédictif des modèles universels est la forte hétérogénéité des 

populations étudiées dans ces différentes études. Par exemple, il a été montré qu’un 

même modèle n’était pas du tout prédictif lorsqu’appliqué à une population ayant 

recours au don d’ovocyte, alors que prédictif dans la population infertile d’un même 

centre (81). De plus, au-delà des procédures de laboratoires pouvant varier entre les 

centres, l’annotation manuelle de la morphocinétique embryonnaire peut être à 

l’origine d’une grande variabilité de résultats entre les opérateurs. Malgré l’existence 

d’une nomenclature précise (82) et de recommandations internationales (83), il est 

reconnu qu’une forte variabilité inter opérateurs entre un même centre ou entre des 

centres différents existe (84).  

Une réponse possible à la problématique rencontrée réside dans l’étude de très 

grandes populations, de façon prospective et randomisée (85), permettant ainsi de 

s’affranchir des différences observées dans les faibles effectifs. De même, une 

standardisation de l’annotation des paramètres morphocinétiques et une bonne 

reproductibilité dans cette annotation permettrait une analyse comparative de 

données multicentriques beaucoup plus fiable qu’actuellement.  

Notre réponse à ces deux problématiques réside dans l’automatisation de 

l’annotation de la morphocinétique. Nous avons ainsi développé un outil d’annotation 

automatisée, permettant l’annotation rapide et reproductible de données 

multicentriques et prospectives.     
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Article 5 
 

Development of automated annotation software for human embryo 

morphokinetics 

Résumé détaillé en français 

QUESTION : Est-ce possible de développer un outil d’annotation automatisée du 

développement embryonnaire humain grâce à l’analyse d’image avec un système 

time-lapse ?  

INTRODUCTION : Les paramètres morphocinétiques obtenus grâce à l’utilisation 

des systèmes time-lapse sont de plus en plus utilisés pour évaluer la qualité 

embryonnaire. Cependant, l’annotation manuelle de ces paramètres est très 

chronophage et opérateur dépendante. Il devient primordial de développer des 

approches totalement automatisées de cette annotation 

MATERIEL ET METHODES : Cette étude monocentrique a été réalisée à partir de 

701 vidéos provenant de 584 couples suivant un parcours de FIV avec culture 

embryonnaire dans un système time-lapse. Le seul critère de sélection était la durée 

de la vidéo qui devait être d’au minimum 60h. Un outil d’annotation morphocinétique 

automatisé a été développé sur la base du coefficient de variation des niveaux de 

gris et de la détection de l’amincissement de la zone pellucide. La détection des 

événements du développement embryonnaires obtenue à l’aide de l’outil automatisé 

était comparée à celle obtenue manuellement par des embryologistes entrainés.   

RESULTATS : Bien que quelques différences aient été observées à un niveau 

individuel, nous avons observé une concordance globale entre l’annotation 

automatisée et l’annotation manuelle de la morphocinétique embryonnaire humaine 

depuis la fécondation jusqu’au stade de blastocyste expansé (r2 =0.92).  

LIMITATIONS : Ces résultats devraient être testés de façon multicentrique pour 

confirmer la performance de l’outil d’annotation automatisée. L’accès aux images en 

3 dimensions augmenterait sa précision.  

PERSPECTIVES : Notre système permet l’analyse de grandes bases de données 

multicentriques, permettant ainsi l’éventuelle détection de nouveaux marqueurs 

morphocinétiques de la qualité embryonnaire et du potentiel implantatoire.
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STUDY QUESTION: Is it possible to develop an automated annotation tool for human embryo development in time-lapse devices based

on image analysis?

SUMMARY ANSWER: We developed and validated an automated software for the annotation of human embryo morphokinetic

parameters, having a good concordance with expert manual annotation on 701 time-lapse videos.

WHAT IS KNOWN ALREADY: Morphokinetic parameters obtained with time-lapse devices are increasingly used for the assessment of

human embryo quality. However, their annotation is time-consuming and can be slightly operator-dependent, highlighting the need to develop

fully automated approaches.

STUDY DESIGN, SIZE, DURATION: This monocentric study was conducted on 701 videos originating from 584 couples undergoing IVF

with embryo culture in a time-lapse device. The only selection criterion was that the duration of the video must be over 60 h.

PARTICIPANTS/MATERIALS, SETTING, METHODS: An automated morphokinetic annotation tool was developed based on gray

level coefficient of variation and detection of the thickness of the zona pellucida. The detection of cellular events obtained with the automated

tool was compared with those obtained manually by trained experts in clinical settings.

MAIN RESULTS AND THE ROLE OF CHANCE: Although some differences were found when embryos were considered individually,

we found an overall concordance between automated and manual annotation of human embryo morphokinetics from fertilization to expanded

blastocyst stage (r2 = 0.92).

LIMITATIONS, REASONS FOR CAUTION: These results should undergo multicentric external evaluation in order to test the overall

performance of the annotation tool. Getting access to the export of 3D videos would enhance the quality of the correlation with the same

algorithm and its extension to the 3D regions of interest. A technical limitation of our work lies within the duration of the video. The more

embryo stages the video contains, the more information the script has to identify them correctly.

WIDER IMPLICATIONS OF THE FINDINGS: Our system paves the way for high-throughput analysis of multicentric morphokinetic

databases, providing new insights into the clinical value of morphokinetics as a predictor of embryo quality and implantation.

STUDY FUNDING/COMPETING INTEREST(S): This study was partly funded by Finox-Gedeon Richter Forward Grant 2016 and NeXT
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558 Feyeux et al.

Introduction

IVF has greatly improved over the past two decades. However, suc-

cess rates are still not optimal and often variable across centers and

countries, with multiple pregnancies still being an issue (European

IVF-monitoring Consortium et al., 2017). This situation is partially

explained by the current limitations of embryo quality assessment

methods. In fact, morphological assessment remains themost common

method to evaluate embryo implantation potential and still suffers from

a lack of predictive power despite the implementation of well-defined

consensus guidelines (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and

ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011). Although embryo

morphology on the day of transfer has been shown to be correlated

with the outcome of the IVF cycle (Rhenman et al., 2015), it has also

been demonstrated that this evaluation suffered from a lack of inter-

and intra-observer reproducibility (Paternot et al., 2009) and was not

correlated to embryo ploidy (Capalbo et al., 2014).

Promoting single embryo transfer implies the availability of accurate

and relevant strategies to identify embryos with the best chance to

implant (Kushnir et al., 2017). Various technologies, either invasive or

non-invasive, have been developed over the past decade in order to

improve embryo quality assessment in vitro, such as preimplantation

genetic testing (Gardner et al., 2015) or metabolomics (Sanchez et al.,

2017) with encouraging results, but also with some limitations such as

cost, regulatory constraints and lack of clinical validation.

Time-lapsemonitoring (TLM) systems allow continuous and dynamic

annotation of individual embryo development while maintaining opti-

mal culture conditions (Basile et al., 2015; Castelló et al., 2016), bring-

ing opportunities for personalized medicine approaches in IVF. The

data generated are called morphokinetic parameters, as they combine

morphological features and kinetic evaluation of embryo development.

Since the first commercial devices became available in 2010, this

technology has been implemented in many IVF laboratories for routine

embryo culture and selection. It was recently reported that 17% of

the US IVF laboratories possessed at least one TLM system in 2017

(Dolinko et al., 2017). This promising technology aims at correlating

morphological features and kinetic parameters, such as the timing

of cellular cleavages or intervals, with embryo implantation potential

(Ciray et al., 2014). To date, eight randomized controlled trials have

evaluated the relevance of using morphokinetic parameters to select

the embryo with the best chance of achieving pregnancy, with various

results, in line with heterogeneous design and outcomes (Armstrong

et al., 2018).

Most TLM systems allow the individual monitoring of embryo devel-

opment and its manual annotation. Thus, trained operators have to reg-

ularly annotate morphokinetic parameters for each embryo in culture,

which can be time-consuming, depending on the number of cultured

embryos and on the number of morphokinetic parameters anno-

tated for each embryo. Moreover, the manual annotation of embryo

developmental events can be impacted by inter-operator and inter-

laboratory variability (Chen et al., 2013; Sundvall et al., 2013; Martínez-

Granados et al., 2017), preventing robust and high-throughput, mul-

ticentric database analysis. However, embryo annotations through

TLM systems continue to be performed manually and suffer from the

same inter-operator variability as microscopic observation (Martínez-

Granados et al., 2017). In addition, the type of TLM system can

contribute to increasing embryo annotation discrepancies. Automated

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

annotation of embryo morphokinetic parameters could theoretically

tackle these two issues, leading to improvedworkflow, high-throughput

analysis and lower subjectivity. To our knowledge, only one pilot

study reported the setup of a semi-automated script based on image

analysis annotating of embryo morphokinetic parameters in humans

(Mölder et al., 2015). This script was, however, tested on a very limited

population (39 embryos) and was limited to a proof of concept.

Here, we have improved the method and enhanced its robustness and

detection power.

The purpose of this study was to test the performance of a new fully

automated tool (called ‘Kinetembryo’) for the annotation of embryo

morphokinetic parameters obtained with a commercially available

time-lapse incubation device on human embryos.

Materials and Methods

Design

This monocentric study was conducted in a university-based fertility

center with data from unselected couples referred for ICSI and

whose embryos were cultured in the Embryoscope® (Vitrolife,

Sweden) between 16 February 2011 and 01 January 2017. The videos

of embryo development used in this study were randomly extracted

from the database. The only selection criterion was the duration of the

video that must be over 60 h. In order to evaluate the performance of

ourmethod and software, we compared themorphokinetic annotation

performed manually, as detailed below, with the automatic output

of Kinetembryo on the same videos. All patients gave their consent

for anonymous use of their data registered in this database. This

project was approved by the local Institutional Review Board (Groupe

Nantais d’Ethique dans le Domaine de la Santé). All patients underwent

controlled ovarian stimulationwith an antagonist protocol, as described

in a previous study (Fréour et al., 2015).

Embryology procedures

ICSI and embryo culture were performed as described previously

(Fréour et al., 2015) at 37◦C under controlled atmosphere with low

oxygen pressure (5% O2, 6% CO2). Sequential media were used

for embryo culture (G1plus® and G2plus®, Vitrolife). Images were

captured on seven focal planes at 10 min intervals using a Hoffman

modulation contrast optical setup (Hoffman, 1977) and a 635 nm

LED as light source as provided in the Embryoscope®. The resolution

of the camera is 1280× 1024 pixels. Two embryologists, who had

already performed most of the embryo annotations at this center,

retrospectively re-annotated all database entries since 2011 strictly

according to Ciray et al. (2014). In order to harmonize annotation,

this re-annotation was performed by the two embryologists at the

same time, agreeing between themselves for all the annotation points.

They re-annotated hundreds of videos in duet before prospectively

and separately annotating the new cycles. As an internal quality control

process, both embryologists annotated the same 10 videos and com-

pared their results every 3 months. In case of more than 20 minutes

(two images) discrepancy in the results, the videos were watched again

and discussed in detail in order to keep inter-operator variability as

low as possible. The term tPNf was used to describe pronuclei fading.

The terms t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8 and t9+ were, respectively, used for
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Automated morphokinetic annotation 559

Figure 1 Schematic representation of the process used to develop the automated annotation tool. ROI: region of interest; ZP: zona

pellucida; the terms t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8 and t9+ refer to the exact timings of blastomere cleavage resulting in 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 and 9 well-defined

blastomeres; tM refers to a fully compacted morula; tSB refers to the onset of a cavity formation; tB refers to full blastocyst (i.e. the last frame before

ZP starts to thin); tEB refers to expanded blastocyst (i.e. when the ZP is 50% thinned).

exact timings of blastomere cleavage resulting in 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 and

9 well-defined blastomeres. The term tM referred to a fully compacted

morula. At the blastocyst stage, tSB was used to describe the onset of

a cavity formation, tB was used for full blastocyst, i.e. the last frame

before the zona pellucida (ZP) starts to thin and tEB for expanded

blastocyst, i.e. when the ZP is 50% thinned.

Development of an automated annotation

tool

The pipeline that we propose mainly consists of two steps: a prepro-

cessing step and an automatic annotation (processing) step (Fig. 1). It

was implemented as a stand-alone software written with Matlab®, the

mathworks® (Natick, MA, USA), R2016a, with the image processing

and the parallel toolboxes. The input of the pipeline is the videos

generated by the TLM system, in our case the Embryoscope®, which

are 2D videos taken in the optimal in-focus plane of acquisition.

The preprocessing step consists of extracting metadata and region of

interest (ROI). Note that the video reference name and acquisition

times are directly printed on the videos. For this reason, Kinetembryo

first propose an optical character recognition to extract the exact time

of each frame of the video and the reference name of the video. The

ROI for the measurement are then automatically extracted on the

first frame: the well and the embryo cell are detected automatically by
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Hough transform. The position of this ROI is then tracked over time

by image cross correlation in order to correct for any drift.

The annotation step consisted of two main tasks. The first task

allowed detection of tB and tEB. The ZP was segmented by an iterative

automatic bi-thresholding method applied to the entropy image of

each frame. This entropy-based segmentation allowed the operator to

identify the inner and outer ZP, and consequently to track its thickness

over time. Based on the expert definition (Ciray et al., 2014) of tB and

tEB, these two stage time points can then be automatically derived from

the ZP thickness curve (Fig. 2). The second task consists of identifying

earlier events, i.e. t1–t9, tM and tSB. The approach used for automated

detection of cellular cleavages was inspired from a recent study that

used the standard deviation of normalized gray levels of images as

descriptors of embryo content (Mölder et al., 2015). In our work, we

measured the gray-level coefficient of variation (CV) of intensity into

the tracked embryo ROI, giving a curve of variation over time (Fig. 3).

The different key stages of embryo development are derived from this

curve. First, we created a template curve of gray-level CV based on the

mean of three curves obtained with reference videos, i.e. regular and

ideal embryo development, no fragmentation, no variation of luminos-

ity, no shift in embryo position. As the same template curve was used

for the analysis of all videos and the algorithm has no stochastic aspect,

the same code launched on the same data is always reproducible and

gives the same result. Every stage of interest was then looked for
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560 Feyeux et al.

Figure 2 Representative illustration of measurement of

human embryo ZP thickness (40× magnification).

by cross-correlating the part of the template corresponding to the

stage of interest within a search windows corresponding to average

time± 3 SD calculated for a database of measurements on 16 000

embryos annotated in our local database. For example, the search of

t2 was constrained on a window centered at 30 hours post-fertilization

±24 hours, since standard deviation was 8 hours. A global optimization

of the cross correlation was then performed based on the knowledge

of stage ordering and shape of the curve. The biological and mathe-

matical rules used in the software are listed in the Supplementary Data.

A metric measure by statistical analysis was used to exclude very bad

quality images, such as blurred images and the ones with insufficient

brightness.
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Validation of the automated annotation tool

In order to test the performance and the accuracy of this automated

analysis process, we compared the results with the timings recorded

by two users on a first set of 78 training videos before a validation step

performed on a larger set of 701 individual videos (including the first 78

videos) extracted from the Embryoscope®. The video frames ranged

from a minimum of zygote stage to a maximum of hatched blastocyst

stage, including starting points at cleavage stage (thawed embryos) and

chaotic developments. The normal distribution of the data was tested

and rejected with the Shapiro–Wilk test. In order to evaluate con-

cordance between software measures and expert measures and their

reliability, the intra-class correlation coefficient (ICC) was calculated.

The ICC form was chosen according to Koo and Li (2016). The ICC

estimates and their 95% CI were calculated based on absolute agree-

ment, using mixed effects and random effects models. Fleiss (1981)

categorized the ICC values as follows: poor (<0.5,) moderate (0.5–

0.75), good (0.75–0.9) and excellent (>0.9) reliability. Bland–Altman

curves with 95% concordance limits (mean difference± 1.96 SD of the

difference) were created for the measurement pairs in order to eval-

uate the agreement between the techniques (Supplementary Fig. S1).

In order to evaluate the values of standard deviation that we observed

between manual and automated annotations, they were compared

with standard deviation values reported in a Spanish external quality

control of time-lapse annotation program (Martínez-Granados et al.,

2017). The same analysis was then performed on 600 videos with

more typical embryo development, excluding chaotic development,

videos starting at the cleavage stage and videos with a high degree of

fragmentation.

All statistical analysis was performed with GraphPad Prism software

(GraphPad Software Company, San Diego, CA, USA). A P-value below

0.05 was considered to be significant.

Figure 3 Representative illustration of the evolution of gray level coefficient of variation throughout human embryo development

from fertilization to expanded blastocyst stage (40× magnification).
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Automated morphokinetic annotation 561

Figure 4 Performance test of the automated annotation

tool,as reflected by correlation analysis between automated

and expert manual morphokinetic annotation of the full

development of 701 human embryos monitored with a

time-lapse device.

Results

We tested the robustness of the software on 701 videos of embryos.

For each video, the time associated with the beginning of a stage

obtained by automated or manual annotation was used (Fig. 4).

When comparing both annotation methods, an overall significant

correlation with a R2 value of 0.92 was found, supporting the high

degree of sensitivity of the Kinetembryo tool. Time of processing on

a personal computer was, on average, 20 minutes and did not require

any external intervention, allowing batching all the videos together.

Note that the code has been parallelized on the data, meaning that

when run on several processors, several videos were processed

in parallel, thus reducing the total processing time. The median

timing, acceptable range of standard deviation according to Martinez-

Granados et al. (2017) and ICC for each developmental stage are

presented in Fig. 5. Pronuclei fading was correctly annotated according

to the recently published acceptable values of standard deviation

for manual morphokinetic annotation (Fig. 5) (Martínez-Granados

et al., 2017). The ICC showed a poor correlation (ICC= 0.445)

overall between manual and automated annotations but a good

correlation for this stage for the best 600 videos (ICC= 0.758).

Kinetembryo was able to correctly annotate most of the first

two mitotic divisions (2-cell to 4-cell stages) videos (Fig. 5). At

the end, mean cleavage timings detected by automated annotation

showed poor or moderate correlation with manual annotation

(ICC< 0.75) (Fig. 5). The fully compacted morula stage was well

detected by Kinetembryo in 82.6% of the samples. The following

steps of blastulation (tSB, tB and tEB) were also accurately annotated

by Kinetembryo. ICC showed a poor and fair correlation for tM
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but fair and good correlations for the blastocyst stage (Fig. 5). No sys-

tematic automated annotation error was observed, as demonstrated

by Bland–Altman plots (Supplementary Fig. S1). Examples of typical

accurate (upper part) and inaccurate (lower part) annotations for

human embryo development are provided (Supplementary Fig. S2).

No statistically significant difference was observed when videos with

an image capture frequency of 10 minutes were compared with those

using an image capture frequency of 20 minutes. This was further

controlled by removing one image out of two before running the script.

This did not significantly modify the results, demonstrating that the

script is robustly identifying divisions.

Discussion

In this study, we showed that our automated software Kinetembryo

based on image analysis and gray level variation offered a reliable

tool for rapid annotation of human embryo morphokinetic parame-

ters. Although some differences in the annotation were found when

embryos were looked at individually, this tool could help set up high-

throughput studies in large multicentric databases in a reproducible

way. Altogether, these results suggest that Kinetembryo could move

the field closer to better TLM standards, ultimately improving ART

outcomes.

The TLM of embryo development applied to ART raises the hopes

of better clinical outcomes for infertile couples, thanks to optimal

embryo culture conditions and objective criteria for embryo selection

in a single embryo transfer strategy. However, its clinical effectiveness

over conventional morphology is still under discussion. In a recent

meta-analysis, Chen et al. (2017) showed that clinical TLM may have

the potential to improve outcomes but that more evidence was

needed, while Pribenszky et al. (2017) concluded in another meta-

analysis that there was an improvement of pregnancy rates and lower

pregnancy losses when using TLM. The pros and cons were recently

debated in a review on TLM (Paulson et al., 2018). Overall, experts

in both groups provided sound but opposing arguments and finally

reached the conclusion that robust and appropriately designed clinical

trials are needed to draw a firm conclusion on the clinical usefulness

of TLM in ART. Such multicentric randomized trials (i.e. Randomized

Controlled Trials) in large cohorts imply the analysis of huge databases

originating from various settings. This means time-consuming manual

annotation of embryo morphokinetic parameters in each participating

center and large data management capacity. Moreover, the analysis

of such results requires robust inter-centric embryo annotation,

limiting as much as possible inter-operator variability (Sundvall et al.,

2013; Martínez-Granados et al., 2017). Automated annotation of

early embryo development probably represents the best way to

reach such high standards. In this study, we have shown that our

automated image analysis process was able to proceed to a full

embryo annotation from first cleavage up to expanded blastocyst stage.

Moreover, we observed improvable but quite good correlation with

manual assessment validated on a large study population. Up to now,

most of the published morphokinetic embryo selection algorithms

were mainly based on early morphokinetic events (Rubio et al., 2014;

Petersen et al., 2016). Following this strategy, Eeva®, a semi-automated

annotation tool for early embryo events detection, was developedwith
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562 Feyeux et al.

Figure 5 Performance test of the automated annotation tool.Performance is reflected by the graphical representation (boxplot in black and

the median in red) and the density (violin plot: in beige) of the difference between manual annotation and automatic at each embryonic stage. On each

box, the central mark indicates the median, and the bottom and top edges of the box indicate the 25th and 75th percentiles, respectively. The whiskers

extend to the most extreme data points not considered as outliers. The intra-class correlation coefficient (ICC) calculation was also performed for 600

videos with more typical embryo development, excluding videos showing chaotic development, videos starting at the cleavage stage and videos with a

high degree of fragmentation.

the aim of improving the selection of embryos with high developmental

potential for early stages embryo transfer in addition to Day 3

morphology (Conaghan et al., 2013). The use of Eeva® in addition to

standard morphology assessment has been compared with standard

morphology assessment in a few RCTs with different conclusions.

While Eeva® seemed to give objective information for helping embry-

ologists with various levels of experience to choose the best embryo

to transfer in a double-blinded multi-center study with 54 patients

undergoing blastocyst transfer (Diamond et al., 2015), an observational

prospective two-center study did not demonstrate any improvement

in cycle outcome when using Eeva® (Kieslinger et al., 2016).

While providing promising preliminary results, the automated

process described here should be further refined in order to improve

its accuracy. The software did not have access to the 3D images but

only one focal plane, while the manual annotations were realized on

3D images. We are confident in the fact that getting access to the

export of 3D videos would enhance the quality of the correlation with

the same algorithm and its extension to a 3D ROI. This 3D aspect is a

current limitation of the data but not of the software that is expected

to perform better on 3D data. One of the technical limitations of our

work lies within the duration of the video. The more embryo stages

the video contains, the more information the script has to identify them

correctly. For example, automated tB annotation does not stand alone,

as it is partly based on morula and early blastulation parameters.
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The next step would be to undergo external validation in a mul-

ticentric design, regardless of the commercial TLM device used in

the participating IVF centers. Once validated, this kind of automated

process could help address the issues raised in most clinical studies on

TLM, i.e. lack of robustness, objectivity and statistical power due to

monocentric analysis (Armstrong et al., 2018). Indeed, predictive mod-

els have shown poorer performance when tested externally (Fréour

et al., 2015; Barrie et al., 2017). Moreover, Storr et al. (2018) recently

described discrepancies between published selection models and mor-

phological assessment by trained embryologists.

Deep learning analysis and artificial intelligence are now tested or

used in most medical fields. However, these approaches were tested

in the field of embryology only recently (Curchoe and Bormann, 2019).

Reported preliminary results are extremely encouraging and could be

used to predict blastocyst quality (Khosravi et al., 2019). In another

very exciting multicentric study, deep learning analysis was shown to

predict fetal heart pregnancy from thousands of time-lapse images,

with high performance (Tran et al., 2019). However, it should be kept in

mind that artificial intelligence can suffer from biases that are not easily

detectable (Osoba and Wesler, 2017) and that the implementation of

new technologies for clinical decision making should always be done

carefully, after proper validation and critical evaluation. In that sense,

it would be beneficial to combine algorithmic image analysis with deep

learning.
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Conclusion

We developed an automated morphokinetic annotation process,

which can easily be transferred to multiple platforms. Although this

tool needs to be improved and externally validated, it could pave

the way to a refined, deeper understanding of human preimplantation

development and support further discovery of predictive tests to assist

embryologists in embryo selection, ultimately improving ART success

rates.

Supplementary data
Supplementary data are available at Human Reproduction online.
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D] Synthèse des principaux résultats obtenus 
 

- L’analyse externalisée de plusieurs modèles morphocinétiques prédictifs de la 

grossesse, et principalement le KIDScore™Day 5, sur notre base de données a 

confirmé une corrélation entre le score embryonnaire et les chances de grossesse 

mais a également montré les limites de ce type de modèles avec un faible pouvoir 

prédictif de la grossesse.  

- L’absence de recours possible au DPI-A en France nous a conduit une revue de la 

littérature sur l’existence d’une corrélation entre la morphocinétique embryonnaire et 

la ploïdie embryonnaire. Il ne semble exister aucun paramètre morphocinétique ou 

modèle utilisant la morphocinétique embryonnaire capable de prédire suffisamment 

précisément le statut chromosomique de l’embryon. La technologie time-lapse ne 

peut donc pas être utilisée seule dans ce but et ne peut pas substituer la biopsie 

embryonnaire et l’analyse génomique associée dans le DPI-A. Il est de même pour le 

statut chromosomique des embryons biopsiés dans le cadre du DPI chromosomique. 

En effet nous n’avons mis en évidence aucun paramètre morphocinétique corrélé au 

statut chromosomique équilibré ou non pour les embryons biopsiés dans notre centre 

chez des couples porteurs de réarrangements chromosomiques et ayant recours au 

DPI.  

- Les résultats précédents pouvant être expliqués par une hétérogénéité dans 

l’annotation manuelle de la morphocinétique embryonnaire couplée à l’absence 

d’étude multicentrique de grande échelle, nous avons développé un outil 

d’annotation morphocinétique totalement automatisé par analyse d’images. Cet outil 

est capable d’annoter rapidement et de façon reproductible des larges bases de 

données morphocinétiques. Son application permettrait grâce à l’analyse de vidéos 

provenant de centres différents de mettre en évidence des paramètres 

morphocinétiques universellement utilisables et prédictifs de la grossesse.  
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Discussion 
 

L’utilisation de la morphocinétique embryonnaire dans le choix de l’embryon à 

transférer est une pratique de plus en plus répandue mais qui a montré ses limites : 

l’absence d’algorithme décisionnel universellement utilisables par les laboratoires 

d’AMP, l’existence d’une variabilité inter et intra-opérateurs dans l’annotation 

embryonnaire et des difficultés à l’annotation manuelle du développement 

embryonnaire. Le DPI-A s’est largement imposé comme technique additionnelle de 

sélection embryonnaire et offre des résultats particulièrement intéressants dans les 

populations féminines plus âgées du fait de la forte prévalence de l’aneuploïdie 

embryonnaire au-delà de 35 ans chez la femme. Son caractère invasif suggère la 

nécessité de mettre en évidence de nouveaux marqueurs non-invasifs du statut 

chromosomique embryonnaire, dont la morphocinétique embryonnaire.  

La revue de la littérature effectuée autour de la question d’une éventuelle corrélation 

entre la morphocinétique embryonnaire et le statut chromosomique embryonnaire n’a 

pas démontré l’existence d’un tel lien. De plus, une analyse monocentrique des 

paramètres de la morphocinétique embryonnaire d’embryons biopsiés dans le cas du 

DPI pour indication chromosomique n’a également pas permis de mettre en évidence 

l’existence de paramètres morphocinétiques embryonnaires prédictif du statut 

chromosomique embryonnaire. Le recours à la biopsie embryonnaire dans le but de 

déterminer le statut chromosomique de l’embryon semble donc à ce jour être la seule 

technique suffisamment sensible et spécifique. Pour autant, la morphocinétique 

embryonnaire permettrait dans le cas ou plusieurs embryons euploïdes étaient 

obtenus, de mieux discriminer l’embryon avec le meilleur potentiel implantatoire. Une 

première étude sur 244 couples (86) avait ainsi montré de meilleures chances de 

grossesse après transfert d’un embryon euploïde sélectionné à l’aide d’un système 

Time-Lapse que sélectionner uniquement grâce à la morphologie embryonnaire. Une 

étude plus récente menée sur 830 embryons euploïdes a permis d’identifier la durée 

jusqu’au stade morula (tM < 80h) et la morphologie du  trophectoderme comme étant 

les plus prédictifs de naissance vivante après biopsie et transfert unique d’un 

blastocyste congelé (87). Enfin une dernière publication reporte une association 

importante entre le score du KIDScore Day5™ et les chances de grossesse évolutive 

dans une population d’embryons euploïdes et transférés de manière unique (88).  
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Alors que la dernière revue de la littérature Cochrane (89) sur l’utilisation de la 

morphocinétique embryonnaire en comparaison de la morphologie classique dans le 

choix de l’embryon à transférer ne met pas en évidence une supériorité de la 

technologie time-lapse en termes de taux de grossesse clinique ou de naissance 

vivante, il apparait indispensable que de nouveaux essais cliniques randomisés, 

multicentriques et impliquant une très grande cohorte soient réalisés. Devant la 

nécessité de pouvoir annoter un nombre conséquent de vidéos de développement 

embryonnaire, tout en s’émancipant de la problématique de variabilité inter-

opérateurs, le développement d’outils d’annotation automatisés de la 

morphocinétique embryonnaire était une priorité. Nous avons ainsi développé un 

outil performant capable d’annoter de façon très reproductible une grande quantité 

de données. Cet outil a pour finalité une utilisation en recherche, et est destiné à 

l’annotation de la cinétique de développement embryonnaire à partir de vidéos 

exportées de bases de données multicentriques, cela permettrait ainsi de s’affranchir 

de la variabilité existant dans l’annotation manuelle et de pouvoir comparer les 

données issues de ces centres multiples. La capacité du logiciel à annoter de façon 

précise des vidéos issues du système Embryoscope™ a été démontrée dans notre 

étude. Bien qu’au niveau individuel, il existe des différences entre l’annotation 

manuelle réalisée par l’embryologiste du laboratoire et l’annotation automatisée, la 

différence entre les deux méthodes d’annotation était acceptable dans la majorité 

des cas. Ces différences parfois importantes dans le résultat de l’annotation doivent 

prendre en compte les difficultés de l’annotation manuelle telles qu’elles sont décrites 

dans la publication de Martinez-Granados et al (84) qui s’est attachée à étudier les 

résultats du programme espagnol de contrôle de qualité externe de la 

morphocinétique embryonnaire. Ainsi une grande variabilité inter-opérateurs existait 

pour les stades précoces du développement embryonnaire (extrusion du deuxième 

globule polaire, apparition et disparition des pronucléi) et pour les paramètres 

suivants le stade 8 cellules. A contrario, notre logiciel est relativement performant sur 

ces stades avec un ICC supérieur à 0.7 pour la disparition des pronuclei, la première 

division et les stades tardifs du blastocyste.  

Une des perspectives intéressantes d’une étude multicentrique serait la possibilité 

d’y inclure des données issues de différents systèmes d’incubation time-lapse, sous-

entendant des conditions de culture possiblement différentes mais surtout une 
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qualité d’image variable en termes de luminosité, de pixel, de taille du puit et de 

localisation des informations de temps. Le recueil de vidéos issues d’autres 

systèmes time lapse a déjà débuté avec le premier envoi de cinquante vidéos 

d’embryons mis en culture dans un système Miri-TL (Esco). Des images de 

développement embryonnaire issues du système Geri viendront également compéter 

la base de données. Le logiciel n’a pas encore été testé sur de telles données 

humaines mais l’annotation de la cinétique de développement de trois vidéos de 

développement embryonnaire murin enregistrées à l’aide d’un microscope confocal a 

été une réussite, laissant espérer la possibilité de succès sur des vidéos humaines. 

Une des critiques du logiciel d’annotation automatisée est l’absence de 

caractérisation morphologique possible mais seulement la détection des évènements 

classiques du développement embryonnaire. En effet, bien que l’évaluation 

morphologique de la qualité embryonnaire soit décriée pour son relativement faible 

pouvoir prédictif de l’implantation embryonnaire, certains paramètres sont toujours 

indispensables dans le choix de l’embryon à transférer.  

Ainsi, la détection du nombre de pronuclei le lendemain de la mise en fécondation 

des ovocytes n’a pas été possible de façon suffisamment précise avec la technologie 

utilisée. En effet c’est une étape primordiale de l’évaluation de la qualité 

embryonnaire, les ovocytes anormalement fécondés pouvant se développer jusqu’au 

stade blastocyste dont le transfert n’est pas recommandé (90). Nous nous sommes 

attachés à rechercher ces pronuclei par leur forme arrondie et donc la détection de 

cercles au sein de la zone d’intérêt mais nous avons été limités par leur 

superposition possible et surtout l’analyse possible dans le seul plan focal extrait de 

l’Embryoscope™ qui ne permettait pas toujours leur visualisation de façon nette.  

De même, la classification de Gardner (41) évaluant la morphologie du blastocyste 

selon son expansion, la qualité du bouton embryonnaire et du trophectoderme reste 

à ce jour toujours un élément important dans le choix de l’embryon à transférer, 

possiblement en addition de la cinétique de développement embryonnaire. Les 

blastocystes présentant des caractéristiques morphologiques positives pourraient 

même être corrélés avec une incidence diminuée de l’aneuploïdie embryonnaire 

(91,92), bien que d’autres auteurs ne montrent pas d’impact de la morphologie sur 

les taux d’aneuploïdie (93). Cependant, la technologie d’analyse d’image utilisée par 
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notre logiciel permet seulement de mesurer l’expansion de la zone pellucide mais 

pas de grader qualitativement le bouton embryonnaire ni le trophectoderme. 

D’autres éléments du développement embryonnaire apportent des compléments au 

choix de l’embryon à transférer, tels que la présence de blastomères multinucléés ou 

d’anomalies mitotiques (clivages directs, fusions cellulaires) (94) et ne peuvent pas 

être détectés par analyse conventionnelle d’images. 

Devant l’évidente limitation de notre logiciel basé sur l’analyse conventionnelle 

d’image dans la détection de ces derniers paramètres morphologiques, une autre 

technologie doit y être intégrée en complément (95). L’intelligence artificielle (IA) a 

déjà trouvé sa place dans de nombreux domaines de la médecine et commence à 

investir l’AMP (96).Cette technologie utilise une approche très différente, nécessitant 

une étape d’apprentissage à travers des réseaux de neurones. 

Comme preuve de concept, nous allons premièrement développer un modèle deep 

learning ayant les mêmes objectifs que l’outil basé sur l’analyse d’image : annotation 

automatisée de la morphocinétique embryonnaire et détection et compte des 

pronuclei. Un Réseau neuronal convolutif (CNN) sera premièrement envisagé pour 

l’analyse d’images isolées provenant de notre système time-lapse puis un Réseau de 

neurones récurrents pour l’analyse séquentielle. La performance de ces systèmes de 

neurones sera ultérieurement testée sur des bases de données multicentriques.  

Plusieurs équipes ont déjà développé des outils basés sur l’intelligence artificielle et 

capables de grader morphologiquement des images du développement 

embryonnaire avec une bonne concordance avec les observations des 

embryologistes   Ainsi le logiciel appelé STORK (97) se base sur l’analyse de 50 000 

vidéos de morphocinétique embryonnaire et est capable de correctement grader la 

qualité des blastocystes en comparaison avec trois embryologistes experts avec une 

aire sous la courbe (AUC) de 0,93. Une autre équipe propose une approche 

identique avec un logiciel basé sur un réseau de neurones convolutionnel permettant 

de grader automatiquement le bouton embryonnaire et le trophectoderme de 

manière équivalentes aux embryologistes dans 71.9% et 76.4% des cas pour le 

bouton embryonnaire et le trophectoderme respectivement (98). Cependant, l’AUC 

du modèle pour la prédiction de l’implantation n’était pas significativement différente 

des embryologistes (AUC de 0,66 et 0,64,), ce modèle est donc limité pour la 
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prédiction de la grossesse. D’autres équipes n’ont pas chercher à utiliser l’IA pour 

automatiser la classification morphologique embryonnaire mais ont chercher à 

corréler directement les images analysées par leur logiciel à l’issue du cycle de 

stimulation. Ainsi un premier modèle développé à partir de 1052 cycles de FIV ou 

ICSI permet dans une étude monocentrique de prédire la grossesse clinique avec 

une AUC à 0.74.(99). L’approche utilisée par Tran et al. (100) pour le développement 

de leur modèle d’IA, appelé IVY, utilise l’apprentissage approfondi pour analyser des 

images de développement embryonnaire acquises par time-lapse et prédire la 

survenue de la grossesse clinique. Cette étude a utilisé 10683 images de 

développement embryonnaire provenant de 1648 patients. L’issue de grossesse était 

connue pour 8836 embryons dont seulement 694 (8%) résultaient en une grossesse 

clinique. Les auteurs décrivent un très fort pouvoir prédictif de grossesse clinique 

pour ce modèle utilisé en routine dans le réseau de cliniques IVF Australia avec une 

AUC à 0,93. Cependant, aucun essai clinique randomisé n’a permis à ce jour de 

valider ce modèle. Un dernier modèle appelé Life Whisperer (101) a récemment été 

publié et s’est intéressé a étudier de façon rétrospective 8886 images de 

blastocystes au 5ème jour de développement, capturées par microscopie classique et 

provenant de 11 centre d’AMP. Les résultats décrivent une augmentation de 

prédiction de la grossesse clinique de 24,7% par rapport à l’évaluation morphologie 

procédée par les embryologistes. Cependant le pouvoir prédictif de ce modèle 

semble également limité avec une AUC de 0,71 pour la grossesse clinique. 

Etrangement, l’AUC correspondant à la décision des embryologistes n’était 

seulement que de 0,38, ce qui parait faible au regard des pouvoirs prédictifs de la 

morphologie classique du blastocyste décrits dans la littérature (102,103). Il apparait 

cependant que l’IA soit un virage inévitable à prendre dans l’assistance au choix de 

l’embryon à transférer.  

Tout comme pour les modèles basés sur la morphocinétique embryonnaire, ces 

modèles reposant sur l’intelligence artificielle souffrent de limitations reposant sur 

leur caractère monocentrique ou incluant peu de centres d’AMP. Une solution 

proposée réside dans l’utilisation de plateformes de stockage et de transmission 

d'informations médicales dans des conditions protectrices de la confidentialité des 

données et des patients. Ainsi le projet Healthchain, auquel nous participons, permet 

l’extraction des vidéos issues des systèmes time-lapse, leur stockage sur une 
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plateforme sécurisée et anonymisée appelée Substra (104) et leur analyse par des 

stratégies d’apprentissage fédéré. C’est une technique d’apprentissage automatique 

qui forme un algorithme sur plusieurs serveurs décentralisés contenant des 

échantillons de données locaux, sans échange de leurs échantillons de données. 

L'apprentissage fédéré permet à plusieurs acteurs de créer un modèle 

d'apprentissage automatique commun et robuste sans partage de données, abordant 

ainsi des problèmes critiques tels que la confidentialité des données, la sécurité des 

données, les droits d'accès aux données et l'accès aux données hétérogènes. 

L’aboutissement d’un tel projet permettrait le développement d’un outil entrainé à 

partir de larges données multicentriques et donc possiblement beaucoup plus 

prédictif que les modèles actuellement déployés.  

Devant l’incapacité actuelle des différentes stratégies de sélection embryonnaire à 

être suffisamment sensibles et spécifiques dans l’identification de l’embryon avec le 

meilleur potentiel implantatoire, il parait judicieux d’identifier de nouveaux types de 

marqueurs de qualité embryonnaire et de les combiner avec l’existant pour 

augmenter leur pouvoir prédictif. Depuis de nombreuses années, l’étude du 

métabolisme embryonnaire a été identifiée comme une approche séduisante 

d’évaluation de la qualité embryonnaire (105). Le but de cette stratégie est de 

pouvoir identifier un biomarqueur dans le milieu de culture embryonnaire, qu’il soit 

positivement ou négativement prédictif de l’implantation embryonnaire. Plusieurs 

approches sont définies en fonction du type de marqueur recherché, ainsi la 

protéomique s’intéresse à l’étude du sécrétome embryonnaire dans le milieu de 

culture, soit par analyse d’un spectre protéique global ou le dosage d’une protéine en 

particulier ; la métabolomique est définie quant à elle par l’étude des métabolites 

issus du fonctionnement cellulaire.  

L’amélioration des techniques de protéomiques dans les années 2000, notamment 

grâce au développement de la spectrométrie de masse, a amené plusieurs équipes à 

suivre cette voix prometteuse. Ainsi, Katz-Jaffe et al. (106,107) décrivent la présence 

d’ubiquitine dans le milieu de culture des blastocystes avec un meilleur potentiel 

implantatoire. Une autre technologie utilisant des puces a comparé le profil protéique 

de milieux de culture de blastocystes implantés et de blastocyste ne s’étant pas 

implantés et a montré une différence entre les deux types de profils (108). Bien que 

ces résultats soient encourageants, ces techniques ne sont toujours pas utilisées en 
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routine (109). En effet, la limitation majeure à la démocratisation de la protéomique 

réside dans les difficultés techniques liées aux milieux de culture. Les embryons sont 

cultivés dans de très faibles volumes (quelques dizaines de microlitres) de milieux de 

culture dont la composition est complexe (110), peu reproductible entre les lots (111) 

et surplombée par la présence d’une grande majorité d’albumine qui est un frein à 

l’identification de protéines présentes en faible concentration. 

Concernant la métabolomique, les études se sont principalement attachées à 

explorer le métabolisme énergétique embryonnaire, soit via l’utilisation de dioxygène 

par l’embryon (112) ou la consommation de glucose (113). Cependant, ces mêmes 

auteurs, conclurent à l’absence d’utilisation de ces technologies en routine de par les 

difficultés techniques liées au faibles volumes de milieu de culture et l’absence de 

reproductibilité des résultats (114). 

Seules deux études ont évalué la combinaison de marquets morphocinétiques avec 

des dosages dans le milieu de culture embryonnaire. Une première publication a 

ainsi combiné le dosage d’interleukine 6 (IL-6) dans le milieu de culture de 

blastocystes avec une évaluation morphologique du blastocyste et la durée du 

second cycle cellulaire (cc2) pour élaborer un algorithme décisionnel de l’embryons à 

transférer (115). Cette étude pilote réalisée à partir des données de 28 embryons 

issus de don d’ovocyte, montrait des résultats prometteurs qui n’ont 

malheureusement pas été confirmés dans de plus larges essais. Une deuxième 

étude s’est quant à elle attachée à mesurer le statut oxydatif embryonnaire avec la 

technologie de Thermochemiluminescence dans le milieu de culture embryonnaire et 

a établi un arbre décisionnel à partir des données morphologiques et cinétiques de 

505 embryons (116). Bien que ces résultats semblent intéressants, seuls 76.5% des 

embryons avec le meilleur score avaient donné lieu à une grossesse. Le caractère 

prédictif de ce modèle ne parait donc pas suffisamment spécifique.  

Devant l’intérêt évident de la mise en évidence de biomarqueurs dans le milieu de 

culture embryonnaire, nous avons développé une autre approche que celles basées 

sur l’identification d’un marqueur par analyse différentielle de profils protéomiques 

entre les milieux de culture issus des blastocystes ayant donnés une grossesse et 

ceux n’ayant pas abouti à la grossesse. Ces approches, certes séduisantes 

théoriquement, sont limitées par les technologies actuelles, le faible volume de milieu 

de culture disponible pour l’analyse et la présence d’albumine en forte concentration.  
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Ainsi, à partir de l’analyse transcriptomique de cellules uniques d’embryons humains 

donnés à la recherche, notre groupe a élaboré un pseudo-temps transcriptomique de 

l’embryon pré-implantatoire humain et a ainsi pu définir une signature 

transcriptomique des différents stades de développement embryonnaire et surtout 

des signatures transcriptomiques de chacune des trois lignées cellulaires définissant 

le blastocyste : le trophectoderme, l’épiblaste et l’endoderme primitif (16). Ces 

données ont ensuite été validées par immunofluorescence. IFI16 a alors pu être mis 

en évidence comme marqueur spécifique de l’épiblaste et NR2F2 comme marqueur 

spécifique de la maturation trophoblastique.  

A l’aide de ces données transcriptomiques, il est possible d’élaborer un sécrétome 

virtuel embryonnaire en fonction du stade de développement. En collaboration avec 

l’équipe de Charles Pineau, les données de transcriptomique ont été combinées 

avec 4 bases de données protéomiques (Human Protein Atlas, Vertebrate 

Secretome Database, CloneCollection and Signal Peptide database) afin de prédire 

les proteines potentiellement sécrétées par le blastocyste. Nous nous intéresserons 

particulièrement aux protéines pouvant être secrétées par les cellules du 

trophectoderme, et donc possiblement présentes dans le milieu de culture 

embryonnaire. Les 4 bases de données ont pu prédire 512 protéines comme 

possiblement sécrétées dans le milieu de culture embryonnaire. Cette liste a été 

ensuite enrichie de fonctions biologiques à l’aide des termes Gene Ontology (GO). 

Les protéines candidates ont ainsi été triées de par les fonctions physiologiques les 

plus intéressantes pour le mécanisme de l’implantation embryonnaire. Les milieux de 

culture embryonnaire sont composés en grande partie d’albumine et d’autres 

protéines inconnues (110), rendant l’identifications de peptides sécrétés en faible 

quantité difficile par spectrométrie de masse sur de très faibles volumes (20-30 µL). 

Ainsi, la spectrométrie de masse en tandem avec Parallel Reaction monitoring (PRM) 

(117) sera utilisée pour identifier les protéines candidates précédemment 

sélectionnées. Cette technologie permet l’identification et la quantification de 

peptides présents en très faible quantité dans des fluides biologiques complexes. Un 

panel de protéines validées devra ensuite être testé et recherché par dosage 

immunochimique dans des milieux de culture.  
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Conclusion 
 

Les outils à disposition des embryologistes pour le choix de l’embryon à transférer 

sont multiples. Cependant, aucun d’entre eux n’est à ce jour suffisamment 

discriminatoire pour permettre d’assurer la grossesse. La morphocinétique 

embryonnaire est un paramètre certainement clé dans l’évaluation de la qualité 

embryonnaire et l’automatisation de l’annotation morphocinétique, couplée à 

l’intelligence artificielle et des dosages dans les milieux de culture embryonnaire 

paraissent être une réponse innovante et prometteuse pour la mise au point 

d’algorithmes décisionnels sensibles et spécifiques du potentiel implantatoire 

embryonnaire. L‘ensemble de ces approches sont en cours de développement et 

devront être validées sur de très grandes cohortes pour prouver leur efficacité.  
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