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DESCRIPCION
Determinaciéon de un cambio en una poblacion de células

La presente invencion se refiere a un método y un sistema para la determinacion de un cambio en una poblacién de
células, como un método para el uso de dicho método y sistema para la estimacion de una medida de la calidad de
los embriones y para seleccionar embriones para fertilizacién in vitro.

Antecedentes

La infertilidad afecta a mas de 80 millones de personas en todo el mundo. Se estima que un 10 % de todas las
parejas experimentan infertilidad primaria o secundaria (Vayena et al. 2001). La fertilizacion in vitro (FIV) es un
tratamiento médico opcional que puede proporcionar a una pareja, que de otro modo ha sido incapaz de concebir,
una posibilidad para conseguir un embarazo. Es un proceso en el que se toman évulos (ovocitos) de los ovarios de
una mujer y a continuacion se fertilizan con esperma en el laboratorio. Los embriones creados en este proceso se
colocan en el Gtero para la implantacion potencial. Para evitar embarazos miltiples y partos multiples solamente se
transfieren unos pocos embriones (normalmente menos de cuatro y de forma ideal solamente uno (Bhattacharya et
al. 2004)). La seleccion de embriones adecuados para la transferencia es una etapa critico en cualquier tratamiento
de IVF. Los procedimientos de seleccidn actuales, en su mayoria, se basan en la evaluacion morfolégica del embrion
en diferentes puntos de tiempo durante el desarrollo y en particular en una evaluacion en el momento de la
transferencia usando un microscopio estereoscépico convencional. Sin embargo, esta ampliamente reconocido que
el procedimiento de evaluacion necesita mejoras cualitativas asi como cuantitativas.

Division celular temprana. Un nuevo enfoque prometedor es el uso de la 'divisién temprana’ en la etapa de 2 células,
(es decir, antes de 25-27 h después de la inseminacidn/inyeccion), como un indicador de calidad. En este enfoque,
los embriones se inspeccionan visualmente 25-27 horas después de la fertilizacion para determinar si se ha
completado la primera divisién celular. Varios estudios han demostrado una fuerte correlacién entre la escisiéon
temprana y el potencial de desarrollo posterior de los embriones individuales. (Shoukir et al., 1997; Sakkas et al.,
1998, 2001; Bos-Mikich et al., 2001; Lundin et al., 2001; Petersen et al., 2001; Fenwick et al., 2002; Neuber et al.,
2003; Salumets et al., 2003; Windt et al., 2004). Varios observadores han sefialado la necesidad de una observacion
mas frecuente, sin embargo, las observaciones visuales frecuentes con transferencias asociadas desde la
incubadora a un microscopio invertido inducen un estrés fisico que puede impedir o incluso detener el desarrollo del
embrién. También es un proceso lento y dificil de incorporar en la rutina diaria de las clinicas de IVF.

Varios investigadores han realizado adquisicion de imagenes de intervalos de tiempo durante el desarrollo del
embrién. Esto se ha realizado principalmente mediante la colocacion de un microscopio de investigacion dentro de
una incubadora o construyendo una "plataforma de incubadora" en una platina de un microscopio con la adquisicién
automatizada de imagenes. La "incubadora" mantiene una temperatura aceptable (37 °C), humedad (> 90 %) y
composicion del gas (CO- al 5 % y en algunos casos concentracion de oxigeno reducida). La evaluacién manual de
imagenes con intervalos de tiempo ha proporciona una informacién importante sobre el calendario y la duraciéon de
las divisiones celulares (Grisart et al,. 1994, Holm et al,. 1998, Majerus et al,. 2000, Holm et al,. 2002, Holm et al,.
2003, Lequarre et al,. 2003, Motosugi et al,. 2005).

Una configuracién experimental alternativa implica la colocacion de un sistema de adquisicion de imagenes dentro
de una incubadora para observar los embriones durante el desarrollo sin producirles estrés moviéndolos fuera de las
condiciones optimizadas dentro de la incubadora. Un sistema comercial, el EmbryoGuard, esta siendo fabricado y
comercializado por IMT international (véase la lista de la bibliografia). En esta configuracion, es posible observar los
embriones en linea dentro de la incubadora.

Analisis de imagenes convencional. La puntuacion morfolégica de imagenes de embriones y videos a intervalos de
tiempo del desarrollo embrionario se ha basado en el analisis manual en el que el espectador proporciona calidades
a la imagen y el ordenador solamente hace un seguimiento de esta clasificacién, generando una linea de tiempo con
anotaciones que muestran cuando se produjeron grandes cambios. Un ejemplo de este tipo de software es el
software de anotacién proporcionado con el sistema de adquisicion de imagenes a intervalos de tiempo de
EmbryoGuard. Algunos ejemplos de analisis manual de videos a intervalos de tiempo se pueden encontrar en
Grisart et al. 1994, Holm et al. 1998, Majerus et al,. 2000, Holm et al,. 2002, Holm et al,. 2003, Lequarre et al,. 2003,
Motosugi et al,. 2005.

El software actual para analisis cuantitativo de imagenes de fotografias de embriones usa un algoritmo
semiautomatico o asistido por ordenador. Se trata de una puntuacién de imagenes asistida por ordenador en la que
el usuario usa herramientas de dibujo para delinear estructuras embrionarias que posteriormente se cuantifican
basandose en el esquema de las mismas generado por el usuario. En el mercado estan disponibles varios
programas para realizar andlisis semiautomatico de embriones (por ejemplo, FertiMorph de ImageHouse,
Copenhague, Dinamarca). Se han realizado varios intentos para fabricar un sistema de analisis totalmente
automatizado (por ejemplo, tesis PhD de Christina Hnida) para fotografias de embriones. Sin embargo, el uso
general de imagenes de contraste de modulaciéon de Hoffmann (HMC) en embriologia y laboratorios de IVF ha hecho
que la deteccion celular automatica sea dificil.
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Se ha desarrollado andlisis de imagenes automatizado para otras aplicaciones tales como deteccion de células
mitéticas (Eccles et al., 1986, Klevecz et al., 1988 documento de patentes de Estados Unidos N° US4724543, Belien
et al., 1997, y Curl et al.,. 2004). Todos los algoritmos automaticos informados usan el esquema clasico para analisis
cuantitativo de imagenes:

1. Adquirir imagen

2. Aumentar imagen

3. Segmentar imagenes en regiones de interés (de ROI) mediante formacién de umbrales
4. Hacer recuento y caracterizar las ROI (tamafio, densidad, etc.)

Una descripcion general de estas etapas y numerosas variantes de cada una se puede encontrar en articulos de
revision y libros de texto sobre analisis de imagenes (por ejemplo, la revision del analisis de imagenes histoldgicas
de Oberholzer et al., 1996 o The Image Processing Handbook, 42 Ed. 2002 de John Russ). Los mejores métodos
para mejorar la presentacion de estructuras de interés depende de la imagen a la mano (por ejemplo, fotografias en
microscopio) y la representacion de la estructura de interés (por ejemplo, nucleos), y se han usado muchas variantes
diferentes. Sin embargo, siempre se han usado procedimientos de aumento para facilitar la segmentaciéon de la
imagen con el fin de identificar y definir regiones de interés. Una vez que estas regiones se han encontrado el
identificado, se pueden caracterizar adicionalmente con respecto al area, tamafio, intensidad, posicion, etc.

La segmentacion en si misma se consigue mediante la comparacion de la intensidad de los pixeles (o una funcién
derivada de la intensidad de los pixeles) hasta un umbral dado. Las areas por encima del umbral pertenecen a la
regién de interés (ROI) que normalmente ser objeto (por ejemplo, nicleos) que se debe medir. Se usa en numerosos
algoritmos diferentes para esta segmentacion, pero siempre sirven para la misma finalidad, es decir,1 segmentacion
de laimagen.

El andlisis automatizado de imagenes de microscopia en intervalos de tiempo para detectar la division celular se
presenta en un articulo de Eccles et al., 1986. El articulo describe un método para la deteccidon automatizada de la
division celular en células de mamifero sincronizadas mediante andlisis de imagenes en una serie de intervalos de
tiempo. El algoritmo de analisis de imagenes que se describe y se usa en este articulo no usa diferencias de
intensidad en fases consecutivas. En su lugar, analizar cada imagen mediante la extraccién de componentes de la
imagen de alta frecuencia, y a continuacién formando umbrales y sondeando objetos anulares indicativos de
supuestas células mitéticas. Esta operacion constituye la segmentacion de la imagen para detectar los contornos de
la célula y su posicion relativa. Las relaciones espaciales y temporales entre anillos en fases consecutivos se
examinaron para discernir la aparicion de mitosis.

Otro enfoque se presenta en el documento de patente US2003185450 para analizar la secuencia de imagenes
mediante el uso de un método de matriz de autosimilitud. La matriz consiste en valores de similitud por pares
normalizados. Este método se usa para analizar las similitudes a largo y a corto plazo entre fases.

Sumario de la invencion

La presente invencion, como se define en las reivindicaciones, se refiere a métodos y sistemas para determinacion
automatizada de un cambio en o calidad de una poblacion de células, tal como una poblacién de células agrupadas,
tal como un embrién. Un cambio puede ser una reorganizacion celular, tal como movimiento celular o motilidad
celular. Algunos cambios relevantes también incluyen divisiéon celular y muerte celular. El patron temporal y la
magnitud de los cambios indican la calidad de la poblacion de células. Por lo tanto, la invencién facilita la seleccién
de los embriones 6ptimos al implantar después de la fertilizacién in vitro (IVF) o la invencion también se puede usar
para determinar el nimero de divisiones celulares que se producen en un cultivo celular confluente por unidad de
tiempo.

La calidad del embrién se puede derivar del patron espacio-temporal observado de reorganizacion celular dentro de
la zona pellcida. La cantidad de reorganizacion celular en un intervalo de tiempo dado se puede calcular a partir de
las diferencias entre imagenes adquiridas de forma secuencial. Como se describe a continuacion, la desviacion
estandar (o varianza) es un parametro no normalizado usado para cuantificar la cantidad de cambio en la imagen de
diferencia resultante. A diferencia de la técnica anterior, se prefiere que el parametro no se normalice, es decir, que
sea una medida de la "diferencia" no de la similitud. Un aspecto novedoso de la invencién es que los patrones
temporales de reorganizacién celular dentro de un embrién pueden indicar la calidad del embrién. La reorganizacion
celular corresponde al movimiento de al menos uno, preferentemente mas de dos mas y lo mas preferentemente
todas las células dentro del embrién. La reorganizacion celular se puede relacionar con la division celular, pero tiene
la ventaja de ser mucho mas rapida y facilmente detectable ya que no es necesario que las células en particular que
experimentan division se tengan que observar directamente, sino que se pueden medir indirectamente mediante la
reorganizacion de las células adyacentes. Debido a los efectos secundarios, no es necesario que los inventores
tengan que identificar los objetos que se dividen como "regiones de interés" en la imagen (de hecho, las células que
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se dividen pueden incluso no esta en la imagen). La reorganizacién celular surgird como resultado de la division
celular a medida que las células chocan entre si y una fraccion grande (a veces todas) las células cambian de
posicion después de cada division celular ya que las células embrionarias estan limitadas por la zona peldcida. Sin
embargo, otros mecanismos pueden provocar el movimiento celular (y reorganizacion celular) independiente de la
division celular o pueden hacer que el movimiento (y reorganizacion celular) persista después de que la division
celular citoplasmatica sea completa.

En particular, la presente invencion se refiere al hallazgo de que los parametros derivados directamente de una
imagen de diferencia obtenida por comparacion de al menos dos imagenes de la poblacion de células agrupadas se
relaciona con un cambio en la poblacién de células agrupadas. Por lo tanto, la presente invencién presenta un
método mejorado en comparacion con los métodos de la técnica anterior. En los métodos de la técnica anterior, que
incluyen mejoras usadas para analizar imagenes secuenciales tales como imagenes a intervalos de tiempo, se usa
un célculo de la diferencia de intensidad entre bancos consecutivos para cada pixel en la imagen como punto de
partida para el uso posterior de andlisis de imagen convencional de aumento y segmentacion antes de que se
obtenga cualquier informacion de los embriones o las células.

Por consiguiente, en un primer aspecto, la invencién se refiere a un método para determinar un cambio en una
poblacién de células que comprende al menos una célula, comprendiendo dicho método las etapas de

a) adquirir secuencialmente al menos dos imagenes de la poblacion de células

b) comparar al menos una parte de las al menos dos imagenes obteniendo al menos una imagen de diferencia
c) calcular un parametro de la al menos una imagen de diferencia, y

d) basandose en dicho parametro calculado, determinar si se ha producido un cambio.

Ademas, en un segundo aspecto, la invencion se refiere a un sistema para determinar un cambio en una poblacion
de células que comprende al menos una célula, comprendiendo dicho sistema

a) medios para adquirir secuencialmente al menos dos imagenes de la poblacion de células

b) medios para comparar al menos una parte de las al menos dos imagenes obteniendo al menos una imagen de
diferencia

¢) ordenador para calcular un parametro de la al menos una imagen de diferencia, y
d) medios para determinar si se ha producido un cambio basandose en dicho parametro calculado.

En un tercer aspecto, la invencidon se refiere a un método para seleccionar un ovocito o embrién fertilizado
adecuado para transplante, conservacién congelado o eliminacién comprendiendo dicho método

a) determinar los cambios en el ovocito o embrién mediante un método tal como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 - 89, y
b) seleccionar el ovocito o embridon adecuado para trasplante, conservacion congelado o eliminacién

En un cuarto aspecto, la invencion se refiere a un sistema para determinar la calidad de una poblacion de células
gue comprende al menos una célula, comprendiendo dicho sistema

a) medios para adquirir secuencialmente al menos dos imagenes de la poblacién de células

b) medios para comparar al menos una parte de las al menos dos imagenes obteniendo al menos una imagen de
diferencia

c¢) ordenador para calcular un parametro de la al menos una imagen de diferencia, y
d) medios para determinar si se ha producido un cambio basandose en dicho parametro calculado.

En un quinto aspecto, la invencién se refiere a un método para determinar la calidad de una poblacién de células que
comprende al menos una célula, comprendiendo dicho método las etapas de

a) adquirir secuencialmente al menos dos imagenes de la poblacién de células
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b) comparar al menos una parte de las al menos dos imagenes obteniendo al menos una imagen de diferencia
c¢) calcular un parametro de la al menos una imagen de diferencia, y

d) basandose en dicho parametro calculado, determinar la calidad de la poblacién de células.

Ademas, en una realizacion preferente, la poblacién de células mencionada es un embrién u ovocito.

Figuras

Fig. 1 Andlisis de imagen a intervalos de tiempo de embriones bovinos obtenido con intervalos de 20 min de 8 a
60 horas después de la fertilizacion. Las imagenes de diferencia se calcularon como diferencias entre fotogramas
consecutivos. En la figura se muestra la intensidad media absoluta para todos los pixeles en la imagen de
diferencia (circulos abiertos), la desviacion estandar de la intensidad (cuadrados rellenos) y la intensidad maxima
observada (triangulos rellenos). La ultima variable se muestra en la escala al lado derecho y las otras en la
escala al lado izquierdo. Se observo division celular después de 28 h, 38 h 'y 48 h.

Fig. 2 Andlisis de imagen de series a intervalos de tiempo en el desarrollo de embrién bovino. Andlisis de una
serie de 167 imagenes obtenidas a intervalos de 20 min durante el desarrollo del embrion. La pila resultante
muestra las imagenes de diferencia calculadas que se analizan para producir las curvas de movimiento que se
muestran a continuacion. Todos los parametros del analisis se pueden exportar para procesamiento posterior
como un archivo de texto definido con tabuladores.

Fig. 3 Imagenes del desarrollo de embrién bovino. 167 imagenes obtenidas a intervalos de 20 min comenzando a
las 8 horas después de la fertilizacion

Fig. 4 Imagenes de diferencia calculadas a partir de las imagenes del embridon que se muestran en la Fig. 3. Se
inserta el tiempo de adquisicion para cada imagen, horas después de la fertilizacion.

Fig. 5 Salida grafica de la macro de ImageJ mostrada en la Fig. 4. La linea de color Gris es la Desviacion
estandar y la linea de color Negro es la media absoluta de la intensidad de diferencia.

Fig. 6 Deteccion de divisiones celulares en una monocapa confluente de células, (por ejemplo, células madre que
crecen en una capa de células alimentadoras/de soporte). El analisis directo del area total se muestra con
simbolos abiertos en la parte superior del grafico. El andlisis de cada uno de los cuatro cuartiles (indicados en la
fotografia) se muestra a continuacion. La interpretacion del area total del gréafico es dificil mientras que las
divisiones celulares individuales se pueden observar claramente en cada cuartil que se muestra a continuacion.
Todos los datos usados son tedricos para ilustrar el principio del método.

Fig. 7 Actividad de blastémeros de dos embriones bovinos representativos. "Bueno” se desarrollo hasta blastocito
en eclosion, mientras que "Malo" nunca se desarrollé hasta blastocito.

Fig. 8 Actividad de blastémeros de 41 embriones bovinos de 24 a 175 horas después de la fertilizacion. La
actividad de blastdmeros se presenta como una pseudoimagen de gel en la que los picos de motilidad se indican
mediante bandas oscuras y la inactividad es de color blanco y cada calle corresponde a un solo embrién y cada
pixel corresponde a la diferencia obtenida a los 30 minutos.

Fig. 9 Actividad de blastémeros de trece embriones bovinos representativos. Los embriones "buenos” que se
desarrollaron hasta un blastocito en eclosion se representan con curvas verdes. Los embriones "malos" que
nunca se desarrollaron hasta blastocito se muestran en rojo. El eje X es el nimero de fotogramas, el eje y es la
actividad de blastomeros. La adquisicion de imagenes se inicié 24 horas después de la fertilizacion y avanz6 con
2 fotogramas por hora. Las curvas verdes se han desplazado sobre el eje y afiadiendo 30 al valor de la actividad
de blastomeros.

Fig. 10 Actividad de blastdémeros promedio para todos los fotogramas adquiridos (Zona clara = alta actividad de
blastémeros, zona oscura = baja actividad de blastomeros).

Fig. 11 Actividad de blastomeros de 21 embriones bovinos que no se desarrollaron hasta blastocitos de alta
calidad. Se indican las tres partes de las curvas que se usan para clasificar el patrén de actividad de
blastébmeros.

Fig. 12 Actividad de blastomeros de 18 embriones bovinos que no se desarrollaron hasta blastocitos de alta
calidad. Se indican las tres partes de las curvas que se usan para clasificar el patrén de actividad de
blastomeros.
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Fig. 13 Aplicacion de los criterios de seleccidon basandose en A) R1 = relacion entre la actividad de blastocitos
promedio en la parte 1y en la parte 3 del patrén de actividad de blastocitos. B) R2 = relacion entre la desviacion
estandar de la actividad de blastocitos en la parte 2 y en la parte 3 del patron de actividad de blastocitos.

Fig. 14 Correlacion entre las divisiones celulares detectadas manual y automaticamente para 13 embriones
representativos. No se detecté aproximadamente un 10 % de las divisiones celulares con este algoritmo, pero
por lo demas la correspondencia es excelente.

Fig. 15 Divisiones celulares detectadas manualmente para embriones buenos y malos.

Descripcion detallada de la invencién

Definiciones

Periodo de division celular: el periodo de tiempo desde la primera observacion de indentaciones en la membrana
celular (lo que indica el comienzo de la division citoplasmatica) hasta que la divisién celular citoplasmatica se
completa de manera que se segrega el citoplasma de las consiguientes células hijas en dos células separadas.

Periodo entre divisiones: el periodo de tiempo desde el final de un periodo de division celular hasta el comienzo del
periodo de division celular posterior.

Ciclo de division: El intervalo de tiempo entre el comienzo de divisiones celulares consecutivas, es decir, desde el
inicio de un periodo de divisién celular hasta el inicio de la division celular posterior.

Movimiento celular: Movimiento del centro de la célula y de la membrana celular externa. El movimiento interno de
los organulos dentro de la célula NO es movimiento celular. La membrana celular externa es una estructura
dinamica, de modo que el limite celular cambiara continuamente su posicion ligeramente. Sin embargo, estas ligeras
fluctuaciones no se consideran movimiento celular. EI movimiento celular se produce cuando el centro de gravedad
para la célula y su posicién con respecto a otras células cambian asi como cuando se dividen las células. El
movimiento celular se puede cuantificar calculando la diferencia entre dos imagenes digitales consecutivas de la
célula en movimiento.

Movimiento de organulos: Movimiento de organulos internos y membranas de organulos dentro del embridon que
puede ser visible mediante microscopia. El movimiento de organulos no es movimiento celular en el contexto de la
presente solicitud.

Reordenacion celular: Un desplazamiento en la posicién de dos o mas células en la poblaciéon. La reorganizacion
celular implica movimiento celular de dos, o preferentemente mas, lo méas preferentemente todos los blastémeros en
el embrion.

Imagen: Un conjunto de datos transformados o sin transformar que corresponden a una distribucion espacial dividida
en pixeles espaciales (2D) o voxeles (3D) registrados a partir de la poblacidn de células. Se entiende que los pixeles
en la descripcidn de la invencion se pueden reemplazar con véxeles sin apartarse del alcance de la invencion.

Imagen de diferencia: Un conjunto de datos transformados o sin transformar que corresponden a una distribucion
espacial dividida en pixeles espaciales (2D) o voxeles (3D) a partir del conjunto de datos de dos imagenes mediante
un calculo de pixel a pixel.

Método y sistema para determinar la reorganizacion celular

La presente invencién es un método y un sistema para determinar cambios en una poblaciéon de células, tal como
una poblacion de células agrupadas, tal como embriones en desarrollo, mediante el analisis de imagenes a
intervalos de tiempo de la poblacién de células agrupadas para determinar cuando se ha producido un cambio en
una célula asi como el nivel de actividad general de la poblacién de células.

En el presente contexto, la expresién "poblaciéon de células agrupadas” se refiere a una poblacién de dos o mas
células, en particular una poblacion de una o mas células en la que una celular en la poblacion de células conduce a
un cambio de 3 dimensiones en la posicién relativa de una o mas células en la poblacion de células. Por lo tanto, la
poblaciéon de células agrupadas es preferentemente una poblacién de células que crece en una agrupacion en
oposicion a una poblacidon de células que crece solamente en una o dos dimensiones. Algunos ejemplos de
poblaciones celulares agrupadas son un embrién en desarrollo o un grupo de células madre que crecen en una capa
alimentadora o una capa celular confluente en la que los limites de las células individuales son dificiles de discernir.
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Embrion

Un embrién es aproximadamente esférico y esta formado por una o mas células (blastomeros) rodeadas por una
envuelta similar a gelatina, una matriz celular conocida como zona pellcida. La zona pellcida realiza una variedad
de funciones hasta que el embridn eclosiona, y es un buen punto de referencia para la evaluacion del embrién. La
zona es esférica y traslicida, y se debe poder distinguir claramente de los residuos celulares.

Un embrion se forma cuando se fertiliza un ovocito mediante fusiébn o inyeccibn de un espermatozoide
(espermatozoos). El término se usa tradicionalmente también después de la eclosion (es decir, la ruptura de la zona
pelicida) y la consiguiente implantacién. Para los seres humanos, el ovocito fertilizado se denomina tradicionalmente
embrién durante las primeras 8 semanas. Después de esto (es decir, tras ocho semanas y cuando se han formado
todos los érganos principales) se denomina feto. Sin embargo, la distincién entre embrion y feto por lo general no
esta bien definida.

Durante el desarrollo embrionario, los nimeros de blastémeros aumentan geométricamente (1-2-4-8-16- etc.). La
division celular sincronica se mantiene generalmente hasta la fase de 16 células en los embriones. Después de esto,
la division celular se vuelve asincrénica y por ultimo las células individuales poseen su propio ciclo celular. Para las
células de bovino: las células que componen el embrién se deberian identificar facilmente hasta las fases de 16
células como células esféricas. Después de la fase de 32 células (fase de mérula), los embriones experimentan
compactacion. Como resultado, las células individuales en el embridon son dificiles de evaluar méas alla de esta fase.
Para los embriones humanos, la compactaciéon se produce un poco antes y no se puede hacer el recuento de los
blastémeros individuales facilmente en la fase de 16 células. Los embriones humanos producidos durante el
tratamiento de infertilidad se transfieren habitualmente al receptor antes de la fase de moérula, mientras que a
menudo otros embriones de mamiferos se cultivan experimentalmente hasta una fase de desarrollo adicional
(blastocitos expandidos) antes de su transferencia al receptor o su eliminacion. En algunos casos, los embriones
humanos también se cultivan hasta la fase de blastocito antes de su transferencia. Esto se realiza preferentemente
cuando hay disponibilidad de muchos embriones de buena calidad o es necesaria una incubacién prolongada para
esperar el resultado de un diagndstico genético preimplantacion (PGD). Por consiguiente, el término embrién se usa
de la forma convencional para indicar cada una de las fases de ovocito fertilizado, cigoto, 2 células, 4 células, 8
células, 16 células, moérula, blastocito, blastocito expandido y blastocito eclosionado.

Capa de células confluentes y otros ejemplos de aplicacion de la presente invencion

La presente invencién también se puede usar para detectar divisiones celulares en otros cultivos celulares que
desarrollan embriones. Son de interés en particular los casos en los que los limites de las células individuales son
dificiles de determinar exactamente, y el andlisis de imagenes clasico que implica segmentacion e identificacion de
objetos celulares son dificiles de realizar. Estos casos incluyen investigaciones de divisién celular en grupos de
cultivo; divisiones celulares en o sobre capas de células confluentes tales como bicapas o muestras de tejido.
También pueden incluir divisiones celulares de células que crecen por encima de las capas de células alimentadoras
tales como células madre, o células que crecen por encima de otras estructuras que hacen que la segmentacion
tradicional sea dificil.

Adquisicién de una imagen

El término "imagen" se usa para describir una representacion de la regiéon a examinar, es decir el término imagen
incluye representaciones en 1 dimension, representaciones en 2 dimensiones, representaciones en 3 dimensiones
asi como representaciones en n dimensiones. Por lo tanto, el término imagen incluye un volumen de la regién, una
matriz de la region asi como una matriz de informacion de la region.

La imagen de la poblacion de células agrupadas puede estar formada por cualquier tipo de imagen, tal como
fotografias, peliculas fotogréaficas, e imagenes digitales en términos de una imagen generada y presentada en un
chip de CCD, chip de CMOS, camara de vidrio, camara fija, escaner de lecho plano, escaner de tambor, escaner
laser, fotomultiplicador, matriz digitalizada o cualquier otro dispositivo de adquisicion de imagenes similar, sin
embargo es preferente que la imagen se digitalice con el fin de facilitar la posterior comparacién de imagenes.

En particular, la imagen puede ser imagenes de contraste de fase, imagenes de campo oscuro, imagen de campo
brillante usando 6ptica de Koéhler, imagen de contraste de modulacion de Hoffmann, imagen de contraste de
modulacion de la interferencia, imagen de polarizacién, una imagen de fluorescencia, una imagen infrarroja, o una
imagen cercana al infrarrojo, una imagen ultravioleta o una combinaciéon de las mismas o cualquier otro tipo de
Optica que visualiza los limites de las células individuales y/o los organulos celulares tales como el nucleo.
Normalmente, las imagenes de 8 bits (es decir, 256 niveles de gris diferentes) son adecuadas, sin embargo también
se pueden usar imagenes de alta resolucion (12 o 16 bits). Las imagenes en color se pueden convertir a imagenes
en escala de grises antes del andlisis, pero también se pueden analizar en espacios de color diferentes o de color
separado ya que puede ser Util para imagenes de fluorescencia compuestas. Por otra parte, los pixeles pueden
tomar valores positivos asi como negativos.

Sin embargo, las imagenes en cuestion son imagenes de células vivas, por lo que los medios de produccién de las
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imagenes no deberia perjudicar preferentemente a las propias células.

Por lo tanto, dentro de la expresién "adquisicién de una imagen" se incluye tanto que las imagenes se puedan
adquirir a partir de una camara, como también desde un medio de almacenamiento digital, CPU del ordenador, disco
duro, CDROM, libro, impresion, fotografia tradicional e imagenes escaneadas asi como otras fuentes. Sin embargo,
en la mayoria de los casos, las imagenes seran adquiridas con una camara digital.

Normalmente, la imagen se adquiere usando un microscopio, tal como una camara digital montada en un
microscopio o un sistema de lente equivalente. El nivel de aumento y resolucién de la imagen generalmente no es
critico, siempre y cuando el embrién incluia preferentemente al menos 25 pixeles en la imagen, tal, al menos cien
pixeles en la imagen. En una aplicacion habitual, el embrién ocupara varios miles de pixeles. En general, se
deberian usar el contraste y el aumento posible mas elevados, aunque las fotografias se pueden reducir a escala
posteriormente durante el analisis (véase a continuacion). sin embargo, en los casos en los que las fotografias son
de muy alta resoluciéon (>> 1 millén de pixeles), puede ser necesario hacer una escala de la fotografia para reducir
su tamario (véase a continuacion).

Preferentemente, la resolucion eficaz de las al menos dos imagenes mencionadas se selecciona de modo que la
dimensién mayor de la poblacion de células mencionada ocupa de 1 pixel a 10 mega pixeles, preferentemente de 10
pixeles a 1 mega pixel, preferentemente 50-1000 pixeles, preferentemente 100-1000 pixeles, preferentemente 200-
1000 pixeles, preferentemente 500-1000 pixeles, preferentemente 200-500 pixeles.

En una realizacion, la resolucion eficaz de las al menos dos imagenes mencionadas se selecciona de modo que la
dimensién mayor de la poblacion de células mencionada ocupa basicamente 1-10 pixeles, o 10-50 pixeles, o 50-100
pixeles, o 100-200 pixeles, o 200-500 pixeles, o 500-1000 pixeles, o 1000 pixeles -1 mega pixeles, o 1-10 mega
pixeles, o mas de 10 mega pixeles.

Preferentemente, una secuencia de imagenes consecutivas se adquiere a partir de la poblacion de células que tiene
un numero de imagenes, tal como al menos 2 imagenes, tal como al menos 3 imagenes, tal como al menos 4
imagenes, tal como al menos 5 imagenes, tal como al menos 6 imagenes, tal como al menos 7 imagenes, tal como
al menos 8 imagenes, tal como al menos 9 imagenes, tal como al menos 10 imagenes, tal como al menos 25
imagenes, tal como al menos 50 imagenes, tal como al menos 100 imagenes, tal como al menos 200 imagenes, tal
como al menos 1000 imagenes, tal como al menos 10000 imagenes, tal como al menos 100000 iméagenes, tal como
al menos 1 millén de imagenes, tal como al menos 50 millén de imagenes.

El tiempo entre dos adquisiciones consecutivas es preferentemente como maximo el que corresponde al periodo de
tiempo de una division celular, y, por otro lado, es preferente adquirir un nimero minimo de imagenes con el fin de
facilitar el procesamiento.

Preferentemente, el tiempo entre dos adquisiciones consecutivas es al menos 1/100 de un segundo,
preferentemente al menos 1/50 de un segundo, preferentemente al menos 1/10 de un segundo, preferentemente al
menos 1 segundo, preferentemente al menos 10 segundos, preferentemente al menos 1 minuto, preferentemente al
menos 2 minutos, preferentemente al menos 10 minutos, preferentemente al menos 30 minutos, tal como
aproximadamente de 30 minutos a 1 hora.

Ademas, el tiempo entre dos adquisiciones consecutivas es preferentemente como maximo de 2 horas, tal como,
como maximo de 1,5 horas, tal como, como méaximo de 1 hora, tal como, como maximo de 30 minutos, tal como,
como maximo de 20 minutos, tal como, como maximo de 10 minutos, tal como, como maximo de 5 minutos, tal
como, como maximo de 2 minutos, tal como, como méaximo de 1 minuto.

Imagen de diferencia

Los intentos anteriores para detectar la division celular en los embriones han intentado segmentar la imagen para
hacer el recuento del nimero de blastomeros (= células) presentes y para determinar cuando aumenta ese ndmero.
Este método funciona bien para cultivos de células basicamente planas tal como se describe en Eccles para detectar
la division celular en lineas celulares de mamifero (Eccles et al. 1986). Sin embargo, se hace mucho mas dificil
hacer esto para embriones en tres dimensiones en los que se tienen que analizar y comparar mltiples imagenes a
partir de diferentes planos focales para saber qué secciones son parte del mismo blastomero. Se hace
practicamente imposible, ya que la segmentacion de la imagen se realizaron mas a menudo en imagenes de
contraste de modulacién de Hoffmann (HMC) que se interpretan facilmente con el sistema visual humano, pero no
son muy adecuados para andlisis de imagenes basadas en ordenador.

La presente no se basa en la segmentacion de la imagen para identificar regiones de interés tales como el contorno
de blastomeros individuales. En cambio, la presente invencién estima la reorganizacion celular en la secuencia de
imagenes. Esto se obtiene mediante al menos una y preferentemente una serie de imagenes de diferencia a partir
de al menos dos imagenes de la poblacion de células agrupadas. En algunas realizaciones, la imagen o imagenes
de diferencia se podria obtener mediante la comparacion de la imagen mas reciente con una combinacion lineal u
otra relacion funcional de las imagenes anteriores. Al menos un parametro de dichas imagenes de diferencia se
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evalla para determinar un cambio en la poblacion de células agrupadas. En una realizacion preferente, la imagen o
imagenes de diferencia se obtiene a partir de imagenes consecutivas/posteriores de la poblacion de células.

El método implica el calculo de una imagen de diferencia basandose en fotogramas de imagenes adquiridas.
Cualquier imagen de diferencia adecuada se puede aplicar de acuerdo con la invencion, tal como una imagen de
diferencia obtenida restando dos imagenes, o una imagen de diferencia obtenida mediante el establecimiento de una
relacion de las dos imagenes. La imagen de diferencia se puede obtener a partir de las imagenes originales como tal
0 a partir de cualquier imagen de transformacién de las dos imagenes. Un ejemplo de esto (ltimo es una imagen de
diferencia que es la transformacion del logaritmo de la relacién de intensidades de los pixeles en las dos imagenes
originales. (Esto es equivalente a una imagen de diferencia de intensidad entre imagenes transformadas de forma
logaritmica). En una realizacion preferente, la imagen de diferencia puede ser una imagen de diferencia de
intensidad.

Por lo general, los valores de los pixeles correspondientes en las imagenes estan correlacionadas con la intensidad
de la luz encontrada en la posicién correspondiente a los momentos en los que se adquirieron las imagenes. Sin
embargo, otros tipos de valores incluyen valores de fase, tales como de contraste de fase, o caracteristicas
espectrales tales como la relaciéon de la energia en dos bandas espectrales, el centro de gravedad en una
distribucion espectral o similar. Por consiguiente, en una realizacion preferente diferente, la imagen de diferencia es
una imagen de diferencia de fase o una imagen de diferencia espectral. Ademas, la primera puede ser adecuada
para aplicar el método de la presente invencion a las imagenes obtenidas con un microscopio de contraste de fase
mientras que la segunda puede ser adecuada para aplicar el método de la presente invencion para imagenes en
color y/o espectroscopia distribuida espacialmente mas avanzada.

Por lo tanto, en una realizacion, las imagenes de diferencia se obtienen restando los valores de intensidad de los
pixeles correspondientes en dos imagenes consecutivas, es decir,

Dy(J) = Iofi.i) = hha(i.)

En la que Dy(i,j) es la diferencia de intensidad en la posicion i, j en el tiempo n
In(i,j) es la intensidad en la posicién i, j en el tiempo n
In-1(i,}) es la intensidad en la posicién i, j en el tiempo n - 1

La imagen de diferencia a menudo se presenta como una imagen. Esto requiere una escala apropiada como
diferencia calculada que puede ser positiva 0 negativa. Sin embargo, para el fin de la presente invencién no es
necesario establecer una representacién grafica de la diferencia, ya que la presente invencién no se basa en la
segmentacion de la imagen de diferencia, sino simplemente en un andlisis numérico de todos los valores de los
pixeles en la imagen de diferencia Dn(X,y). No es necesaria una representacion grafica que representa la imagen de
diferencia. Si se establece una representacion grafica, es ventajoso evitar el redondeo o escala que puede ser
indeseado o incluso perjudicial para el algoritmo.

En otra realizacion, la imagen de diferencia se obtiene como la relaciéon de intensidad entre las intensidades de las
imagenes para pixeles en imagenes consecutivas. En una realizacion puede ser ventajoso, para reducir el ruido,
transformar las imagenes originales y/o la relacién. En una realizacion, la imagen de diferencia se establece como el
logaritmo con respecto a la relacion de intensidad (ya sea logaritmo natural o base 10), por ejemplo,

Relacion; ; = Log| - LG )
' In—[ Ii:;‘:l _}I)

Una imagen relacion logaritmica calculada de esta manera se comportaria de manera muy similar a la imagen de
diferencia que se ha descrito anteriormente y se puede analizar para producir una informacién similar con respecto a
la division celular, etc, mediante el célculo de cualquiera de los parametros generales que se mencionan a
continuacion.

En una realizacion preferente, las imagenes de diferencia se obtienen mencionadas a partir de dos imagenes
consecutivas en una secuencia de imagenes consecutivas y la recogida de los parametros calculados a partir de
dichas imagenes de diferencia forman una serie de tiempo. Mas preferentemente, esta serie de tiempo incluye un
patréon temporal de reorganizacion celular, que se puede interpretar en conjunto con la magnitud de los picos, valles
y/o nivel de base para obtener la calidad, estado y/o estado de la poblacion de células.
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En una realizacion preferente, la serie de tiempo mencionada se analiza usando un modelo derivado con
herramientas de aprendizaje automatico, tales como andlisis de PCA, SVD, GPCA, Maquina de Vector de Apoyo,
modelo de clasificacion de n-tuplos, red neuronal, red neuronal unidireccional.

La ventaja de las imagenes obtenidas a intervalos de tiempo regulares es evidente. Sin embargo, se deberia indicar
gue también son posibles el analisis de imagenes de pelicula no regulares. En este caso, se puede aplicar una
ponderacion para compensar las diferencias en intervalos de tiempo entre fotogramas. Las diferencias entre las
imagenes que se obtienen con intervalos de tiempo cortos se aumentan en escala, mientras que las diferencias
entre las imagenes con intervalos de tiempo largos se reducen. Incluso puede ser posible adquirir imagenes con una
diferencia constante y por lo tanto usar el intervalo de tiempo entre imagenes adquiridas como indicador de division
celular.

Una vez que se obtiene la imagen de diferencia, entonces el cambio de una imagen a la siguiente se puede describir
mediante el célculo de un parametro, preferentemente un parametro de basicamente todos los pixeles en la imagen
de diferencia. Estos parametros se calculan sobre la base de una lista de los valores de diferencia encontrados en la
imagen de diferencia, preferentemente de todos los valores de diferencia encontrados.

Parametro

Cualquier parametro calculado adecuado se puede usar como indicador de cambio, tal como un parametro calculado
a partir de la imagen de diferencia o parte de la misma, en la que dicha parte se determina de forma no adaptativa, y
se selecciona entre el grupo que consiste en: Varianza del valor para los pixeles en la imagen de diferencia;
Desviacion estandar del valor para los pixeles de la imagen de diferencia; o cualquier otro parametro derivado de
una combinacion de uno o mas de estos parametros.

En una realizacién preferente, el pardmetro o parametros se calculan sin segmentacién adaptativa de la imagen en
regiones de interés, y las regiones que no tienen interés para cada fotograma individual en una serie. Sin embargo,
se puede seleccionar una subseccion de una imagen original de forma no adaptativa (por ejemplo, recortando la
imagen original para centrarse en la parte que contiene el embrion). La subseccion se fija preferentemente entre las
imagenes de misma serie de intervalos de tiempo de una poblacién de células. La subseccion analizado (por
ejemplo, que contiene el embrién) se puede comparar con otras areas de la imagen de referencia para calibrar los
parametros derivados. Un ejemplo podria ser comparar la desviaciéon estandar de la imagen de diferencia para el
area que contiene el embrién con una desviacién estandar calculada de manera similar en un area vacia de la
imagen de diferencia.

En algunas realizaciones el parametro se calcula a partir de un subconjunto de la imagen de diferencia.

En una realizacién el parametro calculado a partir de la imagen de diferencia se selecciona entre el grupo de Suma
de valores absolutos paralelos para pixeles en la imagen de diferencia; y Varianza de valores para pixeles en la
imagen de diferencia. En algunas realizaciones, se podrian usar otras funciones aplicadas a la imagen de diferencia
para calcular el parametro.

Cada uno de estos parametros es un nimero que cambiara después de un cambio en la poblacion de células
agrupadas, tal como division celular, para reflejar cambios en la posicién en el limite de la célula en la serie de
imagenes investigadas.

En una realizacion preferente, dicho parametro se calcula a partir de la al menos una imagen de diferencia
basandose en toda la imagen de diferencia.

Como se ha descrito anteriormente, el parametro se puede calcular a partir de todos los valores de pixeles en la
imagen de diferencia, tales como varianza de valores para todos los pixeles en la imagen de diferencia.

La invencién se basa en la observacion de que las posiciones en la célula por lo general son relativamente
estacionarias entre divisiones celulares, texto durante un breve intervalo de tiempo alrededor de cada division
celular, en el que la division de una célula en dos causa una reorganizacion considerable de las células en division,
asi como de las células circundantes. Esta reorganizacion se refleja en la imagen de diferencia, en la que las
posiciones cambiantes de los limites de la célula (es decir, las membranas celulares) hace que todos los parametros
derivados anteriormente para la imagen de diferencia aumenten temporalmente, tal como un aumento en la
varianza. Por lo tanto, se pueden detectar divisiones celulares mediante el cambio temporal, un aumento o una
disminucion, en valor medio absoluto para todos los pixeles en la imagen de diferencia o cualquier otro de los
parametros derivados que se han enumerado anteriormente.

La invencion se basa en el andlisis de los cambios temporales en los parametros derivados. Es de interés en
particular el comienzo, magnitud y duracion de extremos, picos o valles pronunciados, en los valores del parametro.
Estos extremos, picos o valles, indican frecuentemente sucesos de division celular y el tiempo y duracion de estos
sucesos se puede usar para caracterizar una poblacidon de células dada, tal como un embrién, y para evaluar su
potencial de desarrollo. La forma de cada pico también puede proporcionar informacién adicional al igual que lo
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puede hacer el tamafio del pico en general. Un pico también podia indicar un colapso brusco de un blastomero y la
muerte celular simultanea. Sin embargo, puede ser posible separar sucesos de division celular y sucesos de muerte
celular mediante la forma del pico y cambiar los valores en base antes y después del suceso.

La Fig. 1 muestra que cada division celular estda marcada por un pico pronunciado en cada una de las variables
derivadas. Por lo tanto, la divisién celular se puede detectar mediante un aumento marcado en cada una de las
numerosas variables derivadas, por ejemplo la varianza de intensidad o desviacion estandar tal como se representa
en la Fig. 1.

En una realizacion preferente, el parametro mencionado es una representacion de la diferencia entre las imagenes
comparadas. En una primera realizacién preferente, el parametro se mantiene sin normalizar con respecto a otro u
otros parametros, derivados a partir de un calculo idéntico, a partir de otras imagenes de diferencia obtenidas a partir
de la misma poblacion de células. Esto permite una comparaciéon cuantitativa entre los valores de parametros
obtenidos a partir de dos una poblaciéon de células y los valores obtenidos a partir de una poblacién de células
diferente. En una segunda realizacion preferente, el parametro mencionado no se calcula ni se ajusta a un valor
normalizado entre 0 y 1. En una tercera realizacion preferente, el parametro calculado no se correlaciona con el
célculo de valores en una matriz de autosimilitud.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona un método mediante el que es posible determinar la division celular
directamente y es posible determinar el tiempo exacto de las primeras divisiones celulares.

Forma del cambio en la imagen de diferencia

Como se ha descrito anteriormente, la invencion proporciona un método para determinar el comienzo de un cambio
en la poblacion de células. Sin embargo, en una realizacién la invenciéon también se proporciona un método para
determinar la calidad y/o cantidad de informacion sobre el cambio, en el que también se considera que la forma del
pico es importante. Un pico estrecho intenso deberia reflejar una division celular rapida con fragmentacién minima.
Mientras que los picos menos pronunciados mas anchos deberian reflejar divisiones mas lentas posiblemente con
mas fragmentacién. Esto se hace incluso mas importante con picos que corresponden a divisiones celulares
posteriores ya que un segundo pico intenso podria indicar division celular sincronizada de 2 células a 4 células, un
pico mas ancho o incluso bimodal indicaria que las divisiones eran asincronicas (es decir, de 2 a 3 cédulas y a
continuacion de 3 a 4 células). En definitiva, un analisis detallado de la posicion del pico, altura, ancho y forma
proporciona informacién importante sobre el suceso divisién particular. En este contexto se entiende como
sincronizadas todas las divisiones celulares que se producen dentro de un intervalo de tiempo de 5 horas, mas
preferentemente dentro de 3 horas, mas preferentemente dentro de 1 hora.

En lo anterior, alto se considera como mayor que 2 veces la desviacion estandar del parametro calculado,
preferentemente mayor que 3 veces la desviacion estandar del pardmetro calculado, mas preferentemente mayor
gue 5 veces la desviacion estandar del parametro calculado. Ademas, intenso se considera que es un pico con una
duracion de menos de 3 horas, mas preferentemente con una duracion de menos de 2 horas, lo mas
preferentemente con una duracién de 1 hora o menos. En cambio, se entiende que un pico ancho tiene una duracion
de mas de 3 horas, mas preferentemente mas de 5 horas, mas preferentemente con una duracién de mas de 10
horas.

Nivel de base

Una vez que se han identificado los picos, es posible evaluar el nivel de base de la actividad entre los picos. El nivel
de base se entiende como un valor casi estable o que cambia lentamente. A menudo este valor se define como un
valor que cambia en menos de un 10 % por hora, preferentemente menos de un 5 % por hora, mas preferentemente
menos de un 3 % por hora. El nivel de base para cada parametro entre las divisiones también contiene informacién
util. EI metabolismo celular se asocia con el movimiento de los organulos (por ejemplo, ciclacién de las mitocondrias
en el citoplasma). Este movimiento se refleja en el nivel de base de varios de los parametros mencionados
anteriormente. Este nivel de fondo proporciona informacion esencial acerca de la extension del movimiento de los
organulos en la poblacién celular, un movimiento que se detendra después de la muerte celular. Por lo tanto, una
reduccion parcial en el movimiento del organulo observado que corresponde a un cambio en el nivel base podria
implicar problemas tales como el deterioro de una o mas células. A menudo este cambio se observa como un
cambio brusco en la linea de base de dicho parametro calculado indicativo de muerte de al menos una célula.
Ademas, el cambio mencionado se produce a menudo de manera que dicho cambio es un aumento marcado
seguido de una reduccion brusca del valor medio de la linea de base. En este contexto, por brusco se entiende el
cambio en menos de 5 horas, preferentemente en menos de 2 horas, mas preferentemente en menos de 1 horay un
aumento marcado se entiende como un aumento notable preferentemente en mas de un 5 % en menos de 1 hora,
mas preferentemente en mas de un 10 % en menos de 1 hora, mas preferentemente en mas de un 30 % en menos
de una hora. Por ultimo, la reduccion es mas a menudo un ligero aumento seguido por una reduccién sustancial a
m/N del valor original en el que N es el numero de células, n la poblacion de células y m es un nimero entero de 0 a
N-1.

En una realizacién, la intensidad absoluta media se usa como una medida de la actividad global, y el nivel de base
de este parametro entre los picos se puede observar como un indicador del desarrollo del embridén y posiblemente
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de desarrollo potencial.

Para aprovechar totalmente el nivel de base, puede ser necesario limitar el area de evaluacion para el contorno
general de la poblacién de células y comparar los valores obtenidos para esta regidon con una region de control fuera
del embrion. Por lo tanto, con el fin de establecer el nivel de base, puede ser necesario seleccionar el contorno del
embrion con los procedimientos de analisis de imagen convencionales como se describe en la bibliografia. Un
ejemplo de esto incluye la comparacion del movimiento de las células en el interior del embrién con respecto al
"movimiento” fuera de los embriones debido a problemas de movimiento Browniano, etc. Esto se consigue
principalmente mediante la definicion del embriébn y comparando las imagenes de diferencia en el interior del
embrién con las diferencias calculadas en un area similar fuera del embrién. La definicion del embrion se puede
hacer de forma manual o automatica mediante formacion de umbrales de una imagen que contiene la suma de todas
las diferencias absolutas en toda la serie del intervalo de tiempo. El area exterior se puede elegir simplemente como
los pixeles restantes o (preferentemente) omitiendo pixeles limitrofes que rodean al embrién exagerando el area del
embrion antes de seleccionar el area inversa.

Alineamiento

Una ligera imprecision en el sistema de posicionamiento de modo que las imagenes consecutivas en una serie
temporal no se toman en el mismo lugar debido al movimiento escénico inexacto entre las adquisiciones de
imagenes en el intervalo de tiempo puede dar lugar a imagenes de diferencia subdptimas. Estos ligeros
desplazamientos en la posicion tendran un efecto sobre las imagenes de diferencia ya que todas las estructuras bien
definidas produciran un efecto de halo y sombra en la imagen de diferencia, incluso si no se ha producido cierto
movimiento. En una realizacion, las imagenes consecutivas en un intervalo de tiempo estan por lo tanto alineadas,
por ejemplo usando algoritmos preexistentes para conseguir esto en combinacion con la invencién para mejorar los
parametros derivados. Se han descrito varios algoritmos establecidos para alinear imagenes (John Russ, 2002). Una
forma muy sencilla de alinear imagenes es comparar la imagen original de una imagen de diferencia con una imagen
de diferencia calculada después de desplazar un solo pixel de una de las imagenes originales en una direccion
dada. Si la varianza de la imagen de diferencia calculada después de desplazamiento es menor que la varianza de la
imagen de diferencia de los originales, entonces el desplazamiento produce una alineacion mejorada. Al tratar
sistematicamente todas las posibles direcciones de desplazamiento y todas las magnitudes de desplazamiento
relevantes es posible obtener una serie de tiempos alineados. En particular, con respecto a los embriones, la
alineacion se puede realizar con respecto a la zona pellcida, es decir, con el objetivo de reducir de la varianza del
area que corresponde a la zona pellcida.

Mejora de la calidad de la imagen y la eliminacion de artefactos

En una realizacion mas, se prefiere mejorar la calidad de imagen y eliminar los artefactos. Los artefactos pueden
estar relacionados con la ruta éptica y/o electronica de adquisicion de la imagen, por ejemplo, suciedad/manchas
colocadas en la lente de la camara, manchas debidas a artefactos de la camara, errores de pixel debido a la camara
o errores de CCD, reflexiones que pueden surgir de la poblacion de células y conducir a zonas brillantes.

Por lo tanto, los artefactos son cualquier presentacion en la imagen, que no forman parte de la escena de la imagen.
Por lo tanto, los artefactos pueden ser, por ejemplo, uno o mas de los siguientes: objetos no deseados proyectados
sobre la imagen, dispersion, difraccidn y/o de reflexion del sistema éptico.

Los desplazamientos para compensar el movimiento inexacto normalmente desplazaran la posicion de toda la
imagen, incluyendo los artefactos de posicién fijos mencionados anteriormente. Por lo tanto, las diferencias
posteriores incluirdn una falsa contribucion de los artefactos de posicion fija. Por lo tanto, es importante eliminar los
artefactos de posicion fija antes del desplazamiento. Estan disponibles diferentes técnicas convencionales para
eliminar los artefactos fijos (véase John Russ, 2002) una version sencilla es obtener una imagen de referencia
desenfocadla y restar esta imagen de los objetos de cada imagen de la serie. Un efecto similar se puede obtener
restando una imagen promedio de varios fotogramas no relacionados de diferentes embriones. Un promedio de
varias imagenes desenfocadas es 6ptimo.

Ademas, ligeras inexactitudes en movimiento escénico que tienen menos de un pixel son dificiles de eliminar o
compensar mediante una alineacion general de fotogramas consecutivos por translocacion. Sin embargo, incluso
desplazamientos ligeros (menos de un pixel) pueden dar una contribucién significativa a la imagen de diferencia.
Otro problema encontrado normalmente con imagenes de alta calidad son los organulos celulares como vacuolas y
mitocondrias que pueden ser parcialmente visibles y dar a las células un aspecto granulado. EI movimiento de los
organulos puede contribuir hasta un punto tal para la imagen de diferencia que la divisién celular se hace oscura y
menos visible en el ruido del movimiento de los organulos. Ambos problemas no mencionados se pueden solucionar
o incluso eliminar mediante la reduccion del tamafio de la imagen (reducciéon de la escala de la imagen) o des
enfocando / suavizando ligeramente la imagen: por ejemplo, una reduccién del tamafio de la imagen de todas las
imagenes de la serie de tiempo para que cada embrién tenga un diametro de 100 a 200 pixeles es preferente, ya
gue se tiende a reducir los problemas con la alineacién y poner enfoque adecuado en la division celular en oposicién
al movimiento de los organulos. La graduacion 6ptima puede depender de la calidad general de la serie de tiempos
adquiridos. Es importante que esta escala se realice después de la eliminacion de artefactos de posicién fija y la
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compensacion del desplazamiento, etc.

En una realizacion preferente, la escala o la reduccién mencionadas de la resolucion se realiza mediante un método
que pertenece al grupo: remuestreo, calculo de promedios, suavizado, tiempo medio de funcionamiento,
interpolacion bicubica, interpolacion con segmentos b, y reduccion sencilla de la matriz de la imagen u otros métodos
evidentes para una persona experta en la materia.

Muchos sistemas de camaras usan una funcidon de ganancia automatica que graduda la intensidad de la imagen de
forma dinamica entre los fotogramas. Preferentemente, esto se evita. Preferentemente, también se evita el célculo
de la diferencia imagenes restando imagenes consecutivas en un intervalo de tiempo y luego graduar estas
imagenes de diferencia individualmente para usar todo el intervalo de intensidad de modo que la imagen de
diferencia se evalla mas facilmente con el ojo humano, un calculo que usa normalmente programas de analisis de
imagen. Esta graduacion se debe desactivar en la configuracion de las preferencias del programa de andlisis de
imagenes. Si esto no es posible, entonces el andlisis cuantitativo debe usar varianza y desviacion estandar que se
ven menos afectadas por este artefacto. Una escala generalizada de todas las imagenes de diferencia calculada a
partir de una serie de tiempo con el mismo factor no es un problema e incluso se puede recomendar para visualizar
mejor las imagenes de diferencia. En casos raros con iluminacion desigual entre imagenes consecutivas en los
intervalos de tiempo, puede ser necesario reducir la intensidad de la imagen de fotogramas individuales antes del
célculo de las diferencias de intensidad. En estos casos, el analisis cuantitativo deberia usar la varianza y la
desviacion estandar que se ven menos afectadas por artefactos de graduacion de la intensidad.

Medio de cultivo

En una realizacion preferente, la adquisicion de imagenes se realiza durante el cultivo de la poblacion de células, tal
como en el que la poblacion de células se coloca en un medio de cultivo. Algunos medios para cultivo de la
poblacién de células se conocen en la técnica. Un ejemplo de cultivo de un embrion se describe en la solicitud de
PCT N° WO 2004/056265.

Seleccion o identificacion de embriones

La presente invencion también proporciona un método para seleccionar un embrion para su trasplante, conservacion
congelado o eliminacion. El método implica que el embrién se ha monitorizado con el método para determinar un
cambio en el embrién tal como se ha descrito anteriormente con el fin de determinar cuando se han producido
divisiones celulares y opcionalmente si se ha producido muerte celular asi como la calidad de las divisiones celulares
y la calidad global del embrién. Es preferente seleccionar un embridon que tenga una divisién celular basicamente
sincrénica que de lugar a extremos derivados definidos para las imagenes de diferencias, y es mas precedente
seleccionar un embrién que no tenga muerte celular.

El método de seleccién o identificacion se puede combinar con otras medidas tal como se describe a continuacion
con el fin de evaluar la calidad del embrion. Los criterios importantes en una evaluacion morfolégica de los
embriones son: (1) forma del embrion incluyendo el nimero de blastomeros y el grado de fragmentacion; (2)
presencia y calidad de una zona pellcida; (3) tamafio; (4) color y textura; (5) conocimiento de la edad del embrién
con respecto a su fase de desarrollo, e (6) integridad de la membrana del blastémero.

El trasplante, conservacién congelado para embriones de alta calidad o eliminacién para embriones de mala calidad
se puede realizar a continuacién mediante cualquier método adecuado conocido por la persona experta.

Determinacion de la calidad

Las posiciones cambiantes de los limites de la célula (es decir, las membranas celulares) hace que todos los
parametros derivados anteriormente para la imagen de diferencia se eleve temporalmente, tales como un aumento
en la intensidad absoluta media o varianza. Por lo tanto, se pueden detectar las divisiones celulares y su duracién y
la reorganizacion celular relacionada, tal como motilidad celular, por lo que se pueden detectar por el cambio
temporal, un aumento o una disminucion en la desviacion estandar para todos los pixeles de la imagen de diferencia
o cualquier otro de los parametros derivados calculados a partir de la imagen de diferencia. En la solicitud de la
presente invencién para la evaluacion de embriones, tales parametros se consideran principalmente para reflejar la
"actividad de blastomero”. Esto se basa en la observacion de que las posiciones de las células por lo general son
relativamente estacionarias entre divisiones celulares, a excepcion de un breve intervalo de tiempo alrededor de
cada division celular, en el que la divisibn de una célula en dos conduce a una breve pero considerable
reorganizacion de las células en division, asi como de las células circundantes.

Por consiguiente, la presente invencion puede proporcionar una medida de la calidad del embrién que se basa en
una o mas determinaciones del embrién, tales como la determinacién de la duracién del al menos un periodo de
division celular y/o determinar el movimiento celular durante el periodo entre divisiones y/o determinar la duracion del
periodo de tiempo de movimiento celular durante un periodo entre divisiones. Esta medida se puede usar para
determinar si un embrién tiene calidad suficiente para trasplante o conservacion congelado o esta por debajo de la
calidad, por lo que se elimina. En una realizacion precedente, el ovocito o embrion seleccionados para el trasplante o
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la conservacién congelado es el ovocito o embrion que tiene la medida mas alta de la calidad del embrion y/o el
ovocito o embriébn mencionado seleccionado para la eliminacion es el ovocito o embridon que tiene la medida mas
baja de la calidad del embrién.

De particular interés es el comienzo, la magnitud y la duracion de las divisiones celulares que se pueden cuantificar
como picos o valles, en valores de parametros. Estos extremos, picos o valles, con frecuencia indican sucesos de
division celular y el momento y la duracién de estos sucesos se usan para caracterizar una poblacion celular dada,
tal como un embrién, y para evaluar su potencial de desarrollo. La forma de cada pico también proporciona
informacién adicional como puede ser el tamafio del pico en general. Un pico también puede indicar un colapso
brusco de un blastomero y muerte celular simultanea. Sin embargo, puede ser posible separar los sucesos de
divisién celular y sucesos de muerte celular por la forma y el cambio del pico en valores de base antes y después del
suceso.

Por lo tanto, la medida de la calidad del embrién comprende informacion del periodo de tiempo de la division celular
para al menos una division celular, periodo de tiempo del periodo de tiempo entre divisiones, periodo de tiempo del
movimiento celular en el periodo entre divisiones, y/o el grado de movimiento celular en el periodo entre divisiones.
En una realizacién preferente, la medida de la calidad del embrion comprende informaciéon de dos o mas de las
determinaciones descritas en el presente documento. En una realizacion mas preferente, la medida de la calidad del
embrién comprende informacion de todas las determinaciones descritas en el presente documento.

La medida de la calidad del embrion se basa en las siguientes observaciones:

a) Las divisiones celulares bruscas en las que la division real del citoplasma avanza rapidamente y la
consiguiente reorganizacion de las posiciones de los otros blastémeros se produce rapidamente (por ejemplo,
picos de actividad de blastomeros intensos) son indicativas de un embrién de alta calidad. La duracion
prolongada de la division citoplasmatica y la reorganizaciéon espacial extensa de los otros blastémeros a
continuacién indican un embrion de mala calidad (por ejemplo, picos de actividad de blastémeros anchos).
(Ejemplo 3a)

b) La reorganizacién muy pequefia de la posicion de blastdbmeros entre divisiones celulares indica un embrién de
alta calidad mientras que el movimiento entre divisiones celulares visibles a menudo indica un embrion de mala
calidad. (Ejemplo 3a)

¢) La reorganizacion prolongada de la posicion celular entre la division celular (por ejemplo, picos de actividad de
blastdbmeros anchos) a menudo se asocia con una mala calidad del embrion, division celular asincrénica y
fragmentacion extensa. (Ejemplo 3a)

d) Se observa un periodo de muy poco movimiento celular para la mayoria de los mamiferos cuando se activa el
genoma embrionario y la sintesis de proteinas cambia de transcritos maternos a embrionarios. Si este periodo
tiene: i) comienzo temprano, ii) actividad muy baja (= poco movimiento celular = reposo) vy iii) terminacion
temprana, entonces es una fuerte indicacion de un embrién de alta calidad. El comienzo del periodo de reposo a
menudo se retrasa, y a veces el periodo se ve interrumpido por el movimiento celular en embriones de mala
calidad. (Ejemplo 3b). En este contexto, por temprano se entiende preferentemente antes de 30 horas después
de la fertilizacion, mas preferentemente antes de 27 horas después de la fertilizacion, lo mas preferentemente
antes de 25 horas después de la fertilizacion.

e) En embriones de mala calidad que posteriormente cesan su desarrollo en particular y a menudo se observan
regiones persistentemente inmoviles que persisten y en Ultima instancia conducen a la para la del desarrollo.
Tales regiones inmdviles se pueden asociar con una fragmentacion extensa o muerte y lisis de blastdbmeros. Si
estas regiones son mas grandes que un porcentaje dado en una fase del desarrollo dada, entonces el embrién
tiene muy baja probabilidad de sobrevivir. En un caso, este porcentaje podria ser de al menos un 15 %, en otro
caso de al menos un 35 %, en los que se espera que estos porcentajes sean especificos de la especie. En
embriones de alta calidad, la motilidad celular que sigue brevemente después de cada suceso de divisién
citoplasmatica se distribuye inicialmente sobre toda la superficie del embrién (es decir, todos los blastémeros se
mueven ligeramente), solamente después de la compactacion en la fase de moérula se observa movimiento
localizado (Ejemplo 3c).

f) La cantidad of movimiento celular en diferentes intervalos de tiempo es un buen indicador de la calidad del
embrién, en el que se espera que los intervalos de tiempo adecuado sean especificos de la especie. Un
parametro relacionado con la calidad se debe calcular a partir de una relacion de movimiento medio en
segmentos temporales diferentes y/o una proporcién de desviaciones estandar en segmentos temporales
diferentes. Se pueden establecer procedimientos de seleccion de embriones basandose en el valor de estos
parametros. (Ejemplo 3d).

g) Un comienzo muy temprano de la primera division celular es una indicacion de una alta calidad del embrién. El

comienzo muy tardio de la primera (y divisiones celulares posteriores) indica embriones de mala calidad. Sin
embargo, para la mayoria de los embriones, el comienzo exacto de la primera division celular solo no
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proporciona una indicacién clara de la calidad del embrién (Ejemplo 3d)

h) La division celular sincronizada en las fases posteriores (por ejemplo, 2—4, 4—8) se encuentra principalmente
en embriones de alta calidad mientras que la division celular asincronica a menudo se observa para embriones
de mala calidad (por ejemplo, 2—3—4—5—6—7—8) (Ejemplo 3a)

Las siguientes determinaciones conducen a la medida de la calidad del embrién mas elevada:

« Periodos de division celular cortos, en los que corto se define como inferior a 1 hora.

e Poco movimiento celular en los periodos entre divisiones, en el que poco se define como practicamente sin
cambios en la posicion celular mas alla de las oscilaciones habituales y los movimientos de organulos que
siempre contribuyen a la imagen de diferencia. Poco movimiento celular implica que el centro de gravedad
celular es estacionario (movimiento < 3um) y las membranas citoplasmaticas estan en gran parte inmoviles (< 3
pm).

« Comienzo temprano del primer periodo de divisién celular, es decir, antes de 25 horas después de la fertilizaciéon
para embriones humanos (antes de 30 horas después de la fertilizacién para embriones bovinos).

« Periodos breves de movimientos celulares en periodos entre divisiones, en los que corto se define como inferior
a 3 horas.

e Distribucién uniforme del movimiento celular dentro del embrion en el tiempo, es decir, ausencia de
areas/zonas/volumenes inactivos del embrion en los que no se observa movimiento celular durante un periodo de
tiempo mas largo (es decir, > 24 horas). Tales zonas inmoéviles se podrian deber a blastomeros y fragmentos
muertos o en proceso de muerte, que pueden impedir el desarrollo adicional.

Se puede usar una red neuronal u otros algoritmos de reconocimiento de patrones cuantitativos para evaluar los
patrones complejos de motilidad celular que se han descrito anteriormente. Una red de este tipo se puede usar para
encontrar los embriones de mejor calidad para su transferencia en tratamientos de IVF.

Otras medidas

Una etapa de analisis final cuando se determina la calidad de un embrién podria incluir una comparacion de las
observaciones realizadas con observaciones similares de embriones de diferente calidad y capacidad de desarrollo,
asi como la comparacion de valores de parametros para un embridon dado con otras medidas cuantitativas realizadas
en el mismo embrién. Esto puede incluir una comparacién con medidas en linea tales como motilidad de
blastémeros, tasa respiratoria, captacion de aminodacidos, etc. Es probable que un conjunto de datos combinados del
andlisis de la motilidad de blastomeros, tasas respiratorias y otros parametros cuantitativos mejore la seleccion del
embrion y permita de manera fiable a los embriélogos elijan los mejores embriones para su transferencia.

Por lo tanto, en una realizacion el método de acuerdo con la invencién se puede combinar con otras medidas con el
fin de evaluar el embrién en cuestion, y se puede usar para la seleccion de embriones competentes para su
transferencia al receptor.

Otras mediciones de este tipo se pueden seleccionar a partir del grupo de tasa respiratoria, captacion de
aminoacidos, analisis de motilidad, motilidad de blastémeros, morfologia, tamafio de blastémeros, granulacion de
blastémeros, fragmentacion, color de blastémeros, orientacion de cuerpos polares, nucleacion, formacion e
integridad del huso y otras numerosas medidas cualitativas. La medicion de la respiracion se puede realizar tal como
se describe en la solicitud de PCT N° WO 2004/056265.

Soporte de datos
La invencion también se refiere a un soporte de datos que comprende un programa informatico que se puede cargar
directamente en la memoria de un dispositivo de procesamiento digital y que comprende partes de codigos

informaticos que constituyen medios para ejecutar el método de la invencién tal como se ha descrito anteriormente.

El soporte de datos puede ser un disco éptico o magnético o estar en forma de una tarjeta electrénica del tipo
EEPROM o Flash, y se puede disefiar para su carga en medios de procesamiento digital existentes.

Ejemplo 1

Programa basico implementado en ImageJ.

El algoritmo bésico que se ha expuesto anteriormente se ha implementado en el programa de imagen ImageJ
usando la macro de lenguaje de este programa. ImageJ es un programa gratuito de dominio publico desarrollado por
Wayne Rasband del Instituto Nacional de Salud, MD, USA. Se puede obtener libremente de la pagina web:
http://rsb.info.nih.govl/ij/.

La Fig. 2 es un ejemplo de la salida grafica del programa durante los calculos, es decir como un listado del cédigo
fuente de la macro de ImageJ usado para analizar estas imagenes de acuerdo con el algoritmo inventado.
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macro *1-0Open imags Beries™ |

// Chack conditions

requires{"1.33x"};

/¢ Upen image and meke sslection
run{"Image Sequence..."):

makeRectangle{l100, 100, 150, 150};

Fiprint experiment paramaters to log
o R e EE e LTS ———i
print{® Bxperiment parameters*};

prink{’'};
print{'nImages: '+nimages);

print{'nSlices: 'mSlices);

wacrs "2-Cropt {

// Chack conditions
requires{*1.33x") ¢
if (nSlicaes==1)
axit{*gtack requirzad");

if {smlectionType==-1}

o T T Taxie{™make selectlon first*y:

doCommand { 'Crop' ) ;

I

macro “3-Differencs scack” (

ff Check conditions
raruires("1.33x"};
saveSettinga{):

if (pFlices=1)

exit(“Skack required");

/fstart settings

run{‘Conversiong. ..%, " )7

/imake Aifferance stack

run("fuplicate. ..", "title=Stack-copy duplicata);
run{*Delete Slice");

getSlice{nslices) ;

Fun{*add Slice*);

fetSlice(l) s
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run(*Image Caleulator...", “imagelzStack operationsSubtzact imageZnStack-copy eveate stack"l;
selectWindow(*Stack-copy"})

rund “Gloge") ;

f/mwake oval selection
salectWindow{"Result=)
eatTool (1))

makedval {30, 30, 50, 90);

ficlean wp

restoreSettingsi):

£

macros "d-Measure movement and annotake®

/¢ Check conditions
requires{*1.33v"};
savesetrings{);
if (nSlices==l}
exit ("Stack required=};
if (zelsotionTypa==-1}

exit("Make gelackion firet=);

Jfprint experiment paramecers to log
starttimesgetNumber ("Start time? (hrs}=,24);
print(**]);

" princtistart time ¥ + starttime + * hrs")p
jntarvalsgattunber {"Intecval? (hee)*,3);
print{""j;
print(Intexval - + intarval + *hre"):

gray=getNumber {*Gray? [Black={(, white=z2551",255)+

//atart settings

aekColor (gray, gray., grayli

setFont (*Sangfecifr, 12);

run{-5at Measursments...", * mean standard modal min redirect=tons decimal=3“):

run("Claar Results*);

/imeasure
for {iml; i<=nSlicea; i++){
getflice(i};
run{"Measgure");
inkeger=floorigtarttime +(i-1)*incerval+R.01);
decimal=round (10* (skarktime + (i-1)*interval})-inktager*10;
getJuskifivation("1afer};
drawString {*Time *,10,20};
satJustification{-right"};
dravString{ipteger + *." + decimal + * hr",50,20};)

for (i=0; i<=nSlices-1; i++}{
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getResuli{ "Time", i, starttime + i*interval);}

vpdateRasulks{)

//Find variabies to plot
x¥alugs=newizzay (nSllces)
yvalues=newArray (nSlices) ;
Values=newhrray (nSlices)
for (i=0; i<nSlices; i++}{
xyalues[i] = getResult{"Time“,i};
y¥alues[i] = getBesule(=Mean=,il:

=¥alueg[l] = gekResult("StdDev*,ijz)

//Genecate Flot

Flot.crsate{"Movamant™, "Time=, "Meas'):
Flot,.setbimits(starttime, 2¥alues[nslices-1}, 0. 28);
Plot.sabLinedideh{l) ; .
Plot.=etColor("red"};

Plot.add{*lina*, xValues, yValues);

Plot,add{ "circles", »Values, yvalues);
Plot.astColor{*grean");

Flot.add{"lina", >x¥alues, zValues):
Plot.add("circles®, xValues, zValues};

Plot.show();
f/save results
aelectWindow| "Results™)

run{*Text..."}; // FilskSave bhg»Text

ficlean up

" réstoredetbings():

i

macro "== {}

fr macro YSample Tool - COAOL1BERLBLAL" [

I7 getCursorbocix, ¥, 2, Llags);
ff print{*Sample: "tx+" Tiyl:
i }

i

macyo "Annotate” {

{/ Chack conditiona
requires(*1.33r"),
saveSettings();
if {nSlices==l}

exit ("Stack reguired*);
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Fiprint experximent parameters to log
starttime=getHumber ("Start time? (hra)*,24):
pringi{**);

print{"sStart time * + starttime + * hrs=);
inkerval=zgetiumber ("Interval? {hrsi~, 2):
prink{"");

print{"Interval * + interval + "“hra"j:

gray=getiumber {“Gray? [Black=0, whitez255]",255);

fistart annotatison
sakColox {gray, gray, gray):

satFont{“SansSexif®, 121

for (iel; i<=nSlices; i++){
sacSlice(dil;
integeraflooristaxbtime + i*interval+(.01};
decimal=yound {10*(starttime + i*interval})-integer+*10;
sebjustification{*left*};
drawstring (*Time »,10,20);
setJustification{ right");

drawString{integer + =." + dacimal + * hr*,50,20};)

/fclean up

restoreSettings();

Materiales y métodos. Los complejos de cumulo-ovocito (COC) inmaduros de bovino se aspiraron de ovarios
obtenidos en matadero, se seleccionaron y se hicieron madurar durante 24 h en placas de cuatro pocillos (Nunc,
Roskilde, Dinamarca). Cada pocillo contenia 400 ul de medio de TCM-199 tamponado con bicarbonato (Gibco BRL,
Paisley, UK) complementado con suero de ganado al 15 % (CS; Danish Veterinary Institute, Frederiksberg,
Dinamarca), 10 Ul/ml de eCG y 5 Ul/ml de hCG (Suigonan Vet; Intervet Scandinavia, Skovlunde, Dinamarca). Los
embriones se hicieron madurar en aceite mineral a 38,5 °C en un 5 % de CO, en aire humidificado. La fertilizacién se
realiz6 en medio de Tyrode modificado usando espermatozoides seleccionados con Percoll, congelados-
descongelados. Después de 22 h, se eliminaron las células del cimulo mediante agitacion vorticial y se transfirieron
presuntos cigotos a 400 pl de medio de cultivo, compuesto por medio de fluido de oviducto sintético con
aminoacidos, citrato e inositol (SOFaaci) complementado con antibiéticos (sulfato de gentamicina, 10 mg/ml) y CS al
5 % y se incubaron a 38,5 °C en una atmésfera de un 5 % de CO;, un 5 % de O, un 90 % de N2 con humedad
maéaxima.

El sistema de incubadora se ha descrito en detalle anteriormente y se ha demostrado que es adecuado para el
cultivo de embriones in vitro (Holm et al.1998). En resumen, la placa de cultivo de 4 pocillos se colocé en la platina
del microscopio (platina de barrido MultiControl 2000, Marzh&auser, Alemania) de un microscopio TMD de Nikon
invertido (Diaphot, DFA A/S, Copenhague, Dinamarca). Se acoplé una caja incubadora de plexiglas de color negro
regulada mediante un controlador de la temperatura del aire (Air-ThermTM, World Precision Instruments, Aston, UK)
alrededor de la platina. Se coloc6 una cubierta de plastico con la parte inferior abierta sobre la placa de cultivo y la
mezcla de gases humidificada se condujo hacia el interior de esta camara de cultivo semicerrada después de haber
pasado a través de un frasco de lavado de gases colocado dentro de la caja incubadora.

Se ha demostrado previamente que esta caja de cultivo es Util para el cultivo de embriones in vitro (Holmet et al.
1998, 2003), proporcionando condiciones de humedad y de temperatura estables. La produccién de embriones in
vitro rutinaria semanal durante el experimento sirvié como control para determinar la integridad del sistema de cultivo
bésico.

Sistema de camara. La grabacién a intervalos de tiempo estaba dirigida mediante un software de analisis de
imagenes (ImagePro™, Unit One, Birkergd, Dinamarca), que controlaba tanto los movimientos de la platina de
barrido en los ejes x, y, y z, el funcionamiento de la cAmara de video altamente sensible a la luz conectada (WAT-
902H, Watec, DFA A/S, Copenhague, Dinamarca), asi como el registro y almacenamiento de secuencias a intervalos
de tiempo en el disco duro del ordenador.
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Se registraron secuencialmente imagenes de cada embrién (aumento total: x 265) con luz minima a intervalos de 20
min. durante el periodo de cultivo. Entre los registros, los embriones se movieron fuera del campo de luz.

El tiempo de la primera aparicién de las siguientes fases de escision/embrionaria se registré para los cigotos en
focos con blastomeros identificables: fases de 2 y 3-4 -células, y para morulas y blastocitos con una masa celular
coherente visible: mérula compacta maxima, primera expansion del blastocito y colapsos de los blastocitos.

Las Figs. 3-5 muestran series de datos de imagenes y resultados de analisis como perfil de actividad.

Ejemplo 2

Ejemplo tedrico para cuantificar la division celular en células madre que crecen en monocapa de células
alimentadoras

La presente invencion también se puede usar para detectar y cuantificar el nimero de divisiones por area por unidad
de tiempo en una capa de células confluentes (o divisiones celulares entre células madre que crecen por encima de
una capa confluente de células alimentadoras). La presente invencion es particularmente Gtil cuando una mala
definicion de los limites celulares hace que sea inviable detectar, demarcar y hacer el recuento de células
individuales. Sin embargo, como la divisién celular se asociara con el movimiento, el analisis del movimiento de la
presente invencion probablemente reflejara la division celular inducida por la motilidad, siempre que las otras células
permanezcan estacionarias. Por lo tanto, el analisis de la division celular en los casos en los que las células
individuales no se pueden discernir se puede conseguir mediante el método que se describe en la presente
invencion. El método funciona muy bien si las divisiones celulares son sucesos raros y por lo tanto rara vez se
coproducen en diferentes partes de la imagen. En este caso, los picos aislados en los parametros derivados de toda
la imagen se asociaran con la divisién celular. Sin embargo, en muchos casos, las divisiones celulares se produciran
con mayor frecuencia y siempre se producira un cierto movimiento en diferentes partes de la imagen. Una solucion
sencilla es subdividir la imagen a continuacion en partes mas pequefas (por ejemplo, 2 x 2, 3 x 3 0 4 x 4, etc.) de
modo que la divisién celular se produce de forma relativamente poco frecuente en cada parte. La presente invencion
se usa para analizar la serie temporal para cada parte por separado, y a continuacion para sumar los resultados para
toda la imagen.

Un ejemplo tedrico que usa datos hipotéticos que ilustran el principio se muestra en la Fig. 6. En este ejemplo
imaginario, se adquieren imagenes de un cultivo de células confluentes cada 20 minutos durante 60 horas. La serie
de imagenes a intervalos de tiempo se analiza mediante el calculo de las imagenes de diferencia y el calculo de la
varianza de cada imagen de diferencia. Sin embargo, debido al numero relativamente elevado de divisiones
celulares en el area investigada (es decir, 9) la varianza de la imagen completa (simbolos abiertos en el gréafico
superior) no se puede interpretar faciimente. Sin embargo, si la imagen se subdivide en cuatro cuartiles, y cada
cuartil se analiza por separado a continuacion, cada cuartil tiene de una a tres divisiones celulares en el intervalo de
tiempo analizado, las cuales estan claramente definidas en el respectivo grafico de varianza (figuras inferiores,
simbolos rellenos). El recuento de los picos claramente definidos en cada cuartil da el nUmero total de divisiones
celulares para todo el area, es decir 9 divisiones en 60 horas.

El presente ejemplo hipotético ilustra una situacion ideal en la que la divisién celular no se produjo a lo largo de los
limites de dos compartimentos, y no era el doble recuento de un solo suceso de division. Sin embargo, las divisiones
celulares en los limites también se pueden omitir si el pico resultante en ambos cuartiles vecinos estan por debajo
del umbral. Por lo tanto, no queda claro si los efectos de borde daran lugar a una sobreestimacion o una
subestimacion de los valores reales y representaran claramente una aproximacion muy util.

Ejemplo 3

Determinacion de la calidad de una poblacién de células: Evaluacion de la calidad del embrion

Se ha encontrado que la determinacion de los embriones 6ptimos a implantar después de fertilizacion in vitro (IVF)
es posible basandose en el tiempo, duracion y alcance de las divisiones celulares observadas y movimiento celular
asociado.

Por consiguiente, un primer objetivo es determinar la calidad del embrién realizando un método que comprende
controlar el embrién durante un periodo de tiempo usando el método que sea descrita anteriormente para determinar
el cambio en una poblacién de células, teniendo dicho periodo de tiempo una duracién suficiente para comprender al
menos un periodo de division celular y al menos una parte de un periodo entre divisiones, y determinar la duracién
del al menos un periodo de divisién celular y/o determinar el movimiento celular durante el periodo entre divisiones
y/o determinar la duracién del periodo de tiempo del movimiento celular para un periodo entre divisiones obteniendo
de este modo una medida de la calidad del embrion.

La medida de la calidad del embrién obtenida se puede usar a continuacién para identificar y seleccionar embriones
adecuados para trasplante en el Gtero de una hembra para proporcionar un embarazo y una cria nacida viva.
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Por lo tanto, un segundo objetivo es permitir la seleccién informada de un embrion adecuado para trasplante
mediante la realizacion de un método que comprende el control del embrion como se ha definido anteriormente
obteniendo una medida de la calidad del embrion, y seleccionando el embrién que tiene la medida de la calidad del
embrién mas elevada.

Ejemplo 3a
Experimentos, observacion, analisis y discusion

Materiales y métodos. Los complejos de cumulo-ovocito (COC) inmaduros de bovino se aspiraron de ovarios
obtenidos en matadero, se seleccionaron y se hicieron madurar durante 24 h en placas de cuatro pocillos (Nunc,
Roskilde, Dinamarca). Cada pocillo contenia 400 pl de medio de TCM-199 tamponado con bicarbonato (Gibco BRL,
Paisley, UK) complementado con suero de ganado al 15 % (CS; Danish Veterinary Institute, Frederiksberg,
Dinamarca), 10 Ul/ml de eCG y 5 Ul/ml de hCG (Suigonan Vet; Intervet Scandinavia, Skovlunde, Dinamarca). Los
embriones se hicieron madurar en aceite mineral a 38,5 °C en un 5 % de CO, en aire humidificado. La fertilizacién se
realiz6 en medio de Tyrode modificado usando espermatozoides seleccionados con Percoll, congelados-
descongelados. Después de 22 h, las células del cimulo se eliminaron mediante agitacion vorticial y se transfirieron
presuntos cigotos a 400 pl de medio de cultivo, compuesto por medio de fluido de oviducto sintético con
aminoacidos, citrato e inositol (SOFaaci) complementado con antibiéticos (sulfato de gentamicina, 10 mg/ml) y CS al
5% vy se incubaron a 38,5 °C en una atmésfera de un 5 % de CO2, un 5 % de O, un 90 % de N, con humedad
maxima.

El sistema de incubadora se ha descrito en detalle anteriormente y se ha demostrado que es adecuado para el
cultivo de embriones in vitro (Holm et al.1998). En resumen, la placa de cultivo de 4 pocillos se colocé en la platina
del microscopio (platina de barrido MultiControl 2000, Marzhauser, Alemania) de un microscopio TMD de Nikon
invertido (Diaphot, DFA A/S, Copenhague, Dinamarca). Se acoplé una caja incubadora de plexiglas de color negro
regulada mediante un controlador de la temperatura del aire (Air-ThermTM, World Precision Instruments, Aston, UK)
alrededor de la platina. Se colocé una cubierta de plastico con la parte inferior abierta sobre la placa de cultivo y la
mezcla de gases humidificada se condujo hacia el interior de esta cAmara de cultivo semicerrada después de haber
pasado a través de un frasco de lavado de gases colocado dentro de la caja incubadora.

Se ha demostrado previamente que esta caja de cultivo es Util para el cultivo de embriones in vitro (Holmet et al.
1998, 2003), proporcionando condiciones de humedad y de temperatura estables. La producciéon de embriones in
vitro rutinaria semanal durante el experimento sirvi6 como control para determinar la integridad del sistema de cultivo
bésico.

Sistema de camara. La grabacion a intervalos de tiempo estaba dirigida mediante un software de andlisis de
imégenes (ImagePro™, Unit One, Birkergd, Dinamarca), que controlaba tanto los movimientos de la platina de
barrido en los ejes x, y, Yy z, el funcionamiento de la cAmara de video altamente sensible a la luz conectada (WAT-
902H, Watec, DFA A/S, Copenhague, Dinamarca), asi como el registro y almacenamiento de secuencias a intervalos
de tiempo en el disco duro del ordenador. Se registraron secuencialmente imagenes de cada embriéon (aumento
total: x 265) con luz minima a intervalos de 30 min. durante el periodo de cultivo. Entre los registros, los embriones
se movieron fuera del campo de luz.

El andlisis manual de la serie de imagenes a intervalos de tiempo consistio en registrar el tiempo de la primera
aparicion de las siguientes fases de escision/embrion: 2 células, 4 células, 8 células, 16 células y para morulas y
blastocitos con una masa celular coherente visible: mérula compacta de maximo, primera expansion del blastocito,
colapsos de blastocitos y eclosion del blastocito.

El analisis informatico automatizado consistié en calcular la desviacion estandar de la imagen de diferencias que se
calcula como la diferencia entre dos fotogramas consecutivos. Para evitar artefactos de alineacion y otros
problemas, se uso el siguiente procedimiento elaborado:

1) Adquisicion de imagenes. (Véase la descripcion anterior).

2) Eliminar artefactos de posicién fijados (Polvo de la camara) restando una imagen de referencia desenfocada
de los artefactos de cada fotografia en la serie.

3) Desplazamiento para compensar el movimiento impreciso de la platina. Una manera muy sencilla de alinear
fotografias es comparar la imagen de diferencia original con una imagen de diferencia calculada después de
desplazar un Unico pixel de las imagenes originales en una direcciéon dada. Si la varianza de la imagen de
diferencia calculada después del desplazamiento es inferior a la varianza de la imagen de diferencia de las
imagenes originales entonces el desplazamiento producia una mejora de la alineacion. Probando
sistematicamente todas las direcciones de desplazamiento posibles y todas las magnitudes de desplazamiento
relevantes, es posible obtener una serie temporal alineada. Sin embargo, en el presente caso, los inventores
usaron una macro de ImageJ avanzada para la alineacién de imagenes desarrollada por Thévenazet et al. 1998.

4) Identificar la region de interés (ROI) y el area de referencia externa. Es ventajoso comparar el movimiento
celular dentro del embrién con respecto al "movimiento” fuera del embrién debido a problemas de alineacion del
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movimiento Browniano, etc. Esto se consigue definiendo el embrién y comparando las imagenes de diferencias
dentro del embrion con las diferencias calculadas en un area similar fuera del embrién. La definicion del embridn
se realizé de forma manual. Como area de referencia, los inventores eligieron una region de la imagen sin ningin
embrion.

5) Calcular la diferencia de intensidad.

6) Calcular un parametro derivado para cada imagen de diferencia. Se calcularon varios parametros de diferencia
pero el Unico que demostré que era el mas informativo fue la desviacion estandar de la intensidad para todos los
pixeles en la imagen de diferencia. Este parametro se denomina "actividad de blastémeros" en lo sucesivo, asi
como en los siguientes ejemplos.

7) ldentificar y determinar la forma de los picos en la actividad de blastomeros.

8) Calcular la desviacién estandar y los valores promedio para la actividad de blastémeros para intervalos de
tiempo relevantes para el diagndstico. Véase el ejemplo 3d.

Disefio experimental. Se incubaron aproximadamente 20 embriones bovinos en conjunto en un solo pocillo de una
placa Nunc de 4 pocillos durante 7 dias con adquisicion de imagenes cada 30 min. Este experimento se repitié 5
veces en total proporcionando una serie de imagenes de intervalos de tiempo de 99 embriones bovinos.

Resultados:

Basandose en la evaluacion cualitativa de series de imagenes de intervalos de tiempo de embriones en desarrollo,
(basicamente viendo su actuacién como peliculas numerosas veces y conservando los cambios), se observé que:
Un indicador de embriones de alta calidad son las divisiones celulares repentinas cuando la division real del
citoplasma evoluciona rapidamente y la consiguiente reorganizacion de las posiciones de los otros blastémeros se
produce rapidamente seguido de un periodo de "reposo” con muy poca reorganizacion de la posicion celular hasta
un comienzo repentino de la siguiente division citoplasmatica. Los embriones de escasa calidad a menudo muestran
reorganizaciones prolongadas de la posicion de blastobmeros después de las divisiones citoplasmaticas y entre
divisiones celulares citoplasmaticas. Para cuantificar y documentar estas observaciones los inventores calculan la
actividad de blastomeros a partir de una serie de imagenes de intervalos de tiempo.

Las actividades de blastomero representativas se muestran en la Figura 7 para un embrién "bueno” y uno "malo”,
respectivamente. El embrion considerado "Bueno” se desarroll6 a un blastocito en eclosion, mientras que el embrién
considerado "Malo" nunca se desarroll6 a un blastocito.

Una cierta cantidad de la actividad observada se debe a divisibn celular asincronica (por ejemplo,
2—-3—-4—-5—6—-7—8) y fragmentacion en lugar de a divisiones celulares sincrénicas (por ejemplo, 2—4, 4—8)
observadas para embriones de alta calidad. En la Figura 8, la actividad de blastdmeros de 41 embriones se presenta
como una a pseudoimagen de gel en la que los picos de motilidad se indican con bandas oscuras y la inactividad es
de color blanco, y cada calle corresponde a un solo embriéon. El patrén de formaciéon de bandas oscuras o manchas
refleja periodos de motilidad celular dentro del embrion. Los embriones "buenos" que se desarrollaron hasta
blastocitos se presentan por encima de los embriones "malos" que no se desarrollaron a la etapa de blastocito. Para
los embriones buenos se observan bandas iniciales mas intensas (normalmente tres).

Ejemplo 3b

Experimentos, observacion, analisis y discusion
Materiales y métodos. Igual que para el Ejemplo 3a
Resultados

La sintesis de proteinas inicial en embriones de mamiferos usan ARNm materno del ovocito, pero después de unas
cuantas divisiones celulares, el genoma embrionario se activa, se transcribe y se traduce. El cambio del genoma
materno al genoma embrionario es una etapa fundamental en el desarrollo embrionario. El periodo se produce en la
fase de 8 células para bovinos y tiene una duracién relativamente larga para embriones humanos, el cambio se
produce antes de la fase de 4 a 8 células y tiene una duracién mas corta.

Un periodo de reposo de muy poco movimiento celular se observa para la mayoria de los mamiferos cuando el
genoma embrionario se activa y la sintesis de proteinas cambia de genes maternos embrionarios. Este periodo
tiene: i) Inicio temprano, ii) actividad muy baja (= poco movimiento celular = reposo) vy iii) terminacion temprana
entonces es una indicaciéon fuerte de un embrién de alta calidad. El periodo de reposo a menudo se retrasa, en
ocasiones se ve interrumpido por el movimiento celular en embriones de escasa calidad. Un ejemplo de esta
muestra de actividad de blastémeros, definida en el ejemplo 3a, para 13 embriones diferentes se muestra en la
Figura 9. El patron de formacion de bandas oscuras o manchas refleja periodos de motilidad celular dentro del
embrion. Los embriones "buenos” que se desarrollan hasta blastocitos se presentan por encima de los embriones
"malos" que no se desarrollaron a la fase de blastocito. Para los embriones buenos se observan las bandas iniciales
intensas (normalmente tres).
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Ejemplo 3c

Experimentos, observacion, analisis y discusion
Materiales y métodos. Igual que para el Ejemplo 3a
Resultados

En los embriones de escasa calidad que posteriormente expresan su desarrollo particular y a menudo se observa
que hay regiones persistentemente inmaviles que persisten y por Gltimo conducen a la parada del desarrollo. Tales
regiones inmoviles se pueden asociar con una intensa fragmentacion o muerte y lisis de blastdbmeros. Si estas
regiones son mas grandes que un porcentaje dado en una fase dada del desarrollo entonces el embrion tiene una
probabilidad de sobrevivir baja. En los embriones de alta calidad la motilidad celular que se deriva brevemente
después de cada suceso de division citoplasmatica se distribuye inicialmente sobre toda la superficie del embrion (es
decir todos los blastbmeros se mueven ligeramente), solamente se localiza el movimiento observado después de la
compactacion en la fase de moérula.

Los embriones que se desarrollan hasta blastocitos tal como en el panel izquierdo en la Figura 10 tienen una
actividad de blastémeros distribuida de forma uniforme (definido en el ejemplo 3a). Los embriones que no tienen una
actividad de blastomeros distribuida de forma uniforme tal como en el panel derecho en la Figura 10 nunca se
desarrollan en un blastocito.

Ejemplo 3d

Experimentos, observacion, analisis y discusion

Materiales y métodos. Igual que para el Ejemplo 3a

Resultados

La cantidad de movimiento celular en diferentes intervalos de tiempo es un buen indicador de la calidad del embrién.
Un parametro relacionado con la calidad se puede calcular a partir de una proporcion del movimiento medio en
segmentos temporales diferentes y/o una proporcién de desviaciones estandar en segmentos temporales diferentes.
Se pueden establecer procedimientos de seleccion de embriones basandose en el valor de estos parametros.
Algunos ejemplos de diferentes segmentos (= partes) se encuentran en la Figura 11 y 12. En este caso, la parte 1 es
el mismo segmento de tiempo de 32 a 60 horas después de la fertilizacion, la parte 2 es de 60 a 75 horas después
de la fertilizacion, la parte 3 es de 75 a 96 horas después de la fertilizacion.

Basandose en la actividad media de blastdbmero y/o la desviacion estandar de la actividad de blastémeros (definido
en el ejemplo 3a) en las diferentes partes es posible clasificar los embriones.

En el presente caso, los inventores han usado los siguientes criterios de seleccion basandose en:

e R1 = relacion entre la actividad media de blastocito en la parte 1 y en la parte 3 del patron de actividad de
blastocito para un embriéon dado

* R2 =relacion entre la desviacion estandar de la actividad de blastocito en la parte 2 y en la parte 3 del patrén de
actividad de blastocito para un embrién dado

Los célculos se muestran en la Figura 13.

Si (R1 < 1,15y R2 < 0,50) entonces es un embrion “bueno” ELSE es un embrién "malo". Usando estos criterios los

36 de 39 embriones se clasificaron correctamente de acuerdo con el modo en el que se desarrollaron

posteriormente.

Ejemplo 3e

Experimentos, observacion, analisis y discusion

Materiales y métodos. Igual que para el Ejemplo 3a

Resultados

La Figura 14 muestra la correspondencia excelente entre la determinacion automatica y manual del comienzo de la
divisién celular.

Un comienzo muy temprano de la primera divisién celular es una indicacion de un embrién de alta calidad. Un
comienzo muy tardio de la primera (y posteriores divisiones celulares) indica embriones de mala calidad. Sin
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embargo, para la mayoria de los embriones, el comienzo exacto de la primera divisién celular sola no proporciona
una indicacién clara de la calidad del embrién tal como se muestra en la Figura 15.

Aunque el comienzo medio de las divisiones celulares se retrasé para los embriones malos, la gran desviacion
estandar inherente hace que los valores absolutos sean un mal criterio de seleccién excepto en casos extremos. (por
ejemplo, la primera division antes de 30 horas significa un buen embrién. La primera divisién después de 35 horas
significa un mal embrién pero la gran mayoria de los embriones bovinos investigados tienen tiempos de division
intermedios que no se interpretan faciimente.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar un cambio en una poblacién de células que comprende al menos una célula,
comprendiendo dicho método las etapas de

adquirir secuencialmente al menos dos imagenes de la poblacién de células

comparar al menos una parte de las al menos dos imagenes para obtener al menos una imagen de diferencia
calcular un parametro de la al menos una imagen de diferencia, y

basandose en dicho parametro calculado, determinar si se ha producido un cambio,

caracterizado por que el parametro calculado es una desviacién estandar o varianza de valores para los pixeles en
la imagen de diferencia.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que el parametro mencionado se calcula a partir la al menos una imagen de
diferencia basandose en la imagen de diferencia completa.

3. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el parametro mencionado se
calcula sin segmentacion adaptativa de la imagen en regiones de interés, y regiones que no tienen interés.

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la poblacién de células es un
embrion.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el cambio en la poblacion de
células es reorganizacion celular, tal como movimiento celular.

6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el cambio en la poblacién de
células es division celular.

7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el cambio en la poblacion de
células es muerte de al menos una célula.

8. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la imagen de diferencia se
obtiene restando valores para los pixeles correspondientes en las al menos dos imagenes.

9. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la imagen de diferencia se
obtiene calculando la proporcién de valores para los pixeles correspondientes en las al menos dos imagenes.

10. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la imagen de diferencia es
una imagen de diferencia de intensidad.

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que los valores de los pixeles en
la imagen de diferencia corresponden a diferencia de intensidad.

12. ElI método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que los valores de los pixeles en la
imagen de diferencia corresponden a diferencia en caracteristica espectral.

13. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que las al menos dos imagenes
se someten a escala idéntica antes de dicha comparacién para obtener al menos una imagen de diferencia.

14. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que se obtiene una pluralidad de
imagenes de diferencia a partir de una secuencia de imagenes consecutivas y un cambio en dicho parametro
calculado es indicativo de un cambio en la poblacién de células.

15. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que cada una de dichas imagenes de diferencia se obtienen
a partir de dos imagenes consecutivas y la recogida de los parametros calculados de dichas imagenes de diferencia
forman una serie temporal.

16. El método de acuerdo con las reivindicaciones 14 o 15 en el que un extremo en dicho parametro calculado es
indicativo de reorganizacion celular tal como motilidad celular.

17. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16, en el que un extremo en dicho parametro
calculado es indicativo de divisién celular.

18. El método de acuerdo con la reivindicacion 17, en el que la forma de dicho extremo indica la naturaleza del
cambio que se produce en la poblacion de células.

19. El método de acuerdo con la reivindicacién 15 a 18, en el que un pico estrecho intenso indica una divisién celular

rapida con fragmentacién minima.
20. El método de acuerdo con las reivindicaciones 18 o 19, en el que un pico ancho y/o bimodal indica divisiones
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celulares mas lentas posiblemente division celular asincrénica y/o mas fragmentacion.

21. El método de acuerdo con la reivindicacion 20, en el que dicho pico ancho y/o bimodal indica division celular
asincronica.

22. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la determinaciéon de un
cambio en la poblacién de células agrupadas se compara con otras medidas de la poblacién de células agrupadas.

23. Un método para determinar la calidad de una poblacién de células que comprende al menos una célula,
comprendiendo dicho método las etapas de

adquirir secuencialmente al menos dos imagenes de la poblacion de células

comparar al menos una parte de las al menos dos imagenes para obtener al menos una imagen de diferencia
calcular un parametro de la al menos una imagen de diferencia, y

basandose en dicho parametro calculado que determina la calidad de la poblacién de células,

caracterizado por que el parametro calculado es una desviacion estandar o varianza de valores para los pixeles en
la imagen de diferencia.

24. El método de cualquier reivindicacion 23 para determinar la calidad del embrién que comprende controlar el
embrién durante un periodo de tiempo, teniendo dicho periodo de tiempo una duracién suficiente para comprender al
menos un periodo de division celular y al menos una parte de un periodo entre divisiones, y determinar la duracién
del al menos un periodo de divisién celular y/o determinar el movimiento celular durante el periodo entre divisiones
y/o determinar la duracion del periodo de de tiempo del movimiento celular durante un periodo entre divisiones
obteniendo de este modo una medida de la calidad del embrion.

25. El método de acuerdo con la reivindicacion 24, en el que el embridén se controla durante un periodo de tiempo
que comprende al menos dos al menos dos periodos de division celular.

26. El método de acuerdo con la reivindicacion 23 para determinar la calidad del embrién que comprende controlar el
embrion durante un periodo de tiempo, teniendo dicho periodo de tiempo una duracién suficiente para comprender al
menos un periodo de reorganizacion celular y un periodo sin reorganizacion celular sustancial uso del método que se
describe en cualquiera de las reivindicaciones 1 - 22 para determinar la distribuciéon temporal de la reorganizacion
celular obteniendo de este modo una medida de la calidad del embrion.

27. El método de acuerdo con la reivindicacion 26, en el que el embridén se controla durante un periodo de tiempo
que comprende al menos dos periodos de division celular.

28. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 a 27, en el que se determina la duracion del
tiempo para cada periodo de reorganizacion y/o periodo de division celular.

29. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 a 28, en el que se determina la duracion del
tiempo entre cada periodo de reorganizacion y/o periodo de division celular.

30. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2234 a 29, en el que se determina el periodo de
movimiento celular en al menos dos periodos entre divisiones.

31. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 a 30, en el que se determina al alcance del
movimiento celular en al menos dos periodos entre divisiones.

32. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 a 31, en el que se realiza la determinacion de la
duracion del al menos un periodo de division celular y la determinacion del movimiento celular durante el periodo
entre divisiones.

33. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 a 32, en el que una duracion breve de
reordenaciones celulares después de la division celular es indicativo de un embrion de alta calidad.

34. El método de acuerdo con la reivindicacién 33, en el que la duracion de la reorganizacion celular se determina
mediante cualquiera de los métodos descritos en la reivindicacion 1 a 22.

35. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 a 34, en el que un pico del parametro estrecho
intenso determinado mediante cualquiera de los métodos descritos en la reivindicacion 1 a 22 es indicativo de un
embrion de alta calidad.

36. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 - 35, en el que la divisién citoplasmatica
prolongada y la reorganizacion extensa y/o prolongada de los otros blastbmeros a continuacion indica un embrion de
mala calidad.

37. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 36, en el que la reorganizacion extensa y/o prolongada mencionada
de los otros blastémeros se indica mediante un pico ancho en la actividad de blastomeros.
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38. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 - 37, en el que regiones persistentemente
inmaviles en un embrién indican un embrién de mala calidad.

39. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 a 38, en el que la ausencia de regiones
inmaviles sin movimiento antes de la compactacion en la fase de moérula indica un embrién de alta calidad.

40. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 a 39, en el que la proporcién de movimiento
medio en segmentos temporales adecuados y/o una proporcion de desviaciones estandar para la imagen de
diferencia en segmentos temporales diferentes es un parametro de calidad.

41. El método de acuerdo con la reivindicacién 40, en el que los segmentos temporales mencionados para un
embrion bovino son basicamente de 32-60 horas después de la fertilizaciéon y/o 60-75 horas después de la
fertilizacion y/o 75-90 horas después de la fertilizacion.

42. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 a 41, en el que los periodos de division celular
inferiores a basicamente 1 hora aumentan la medida de la calidad del embrion.

43. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 a 42, en el que un movimiento celular escaso en
los periodos entre divisiones aumenta la medida de la calidad del embrion.

44. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 a 43, en el que el comienzo temprano del primer
periodo de division celular, es decir, antes de 25 horas después de la fertilizacién para embriones humanos aumenta
la medida de la calidad del embrion.

45. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 a 44, en el que la distribucién uniforme de la
reorganizacion celular tal como movimiento celular dentro del embrién en el tiempo aumenta la medida de la calidad
del embrién.

46. Un método para seleccionar un ovocito o embridn fertilizado adecuado para trasplante, conservacion congelado
o eliminacién comprendiendo dicho método

determinar los cambios en el ovocito o embrién mediante un método tal como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 - 45,y

seleccionar el ovocito o embridon adecuado para trasplante, conservacion congelado o eliminacién.

47. El método de la reivindicacién 46, en el que el ovocito o embrién seleccionado mencionado es el ovocito o
embrién que tiene la medida de la calidad del embridon mas alta.

48. El método de la reivindicacion 46, en el que el ovocito o embrién seleccionado mencionado es el ovocito o
embrion que tiene la medida de la calidad del embrién mas baja.

49. El método de la reivindicacién 46, en el que el ovocito o embrién seleccionado mencionado es el ovocito o
embrién que tiene atributos en particular tales como un patrén temporal en particular en uno de los parametros
determinados con los métodos de la reivindicacion 1-22.

50. Un sistema para determinar un cambio en una poblaciéon de células que comprende al menos una célula,
comprendiendo dicho sistema

medios para adquirir secuencialmente al menos dos imagenes de la poblacién de células

medios para comparar al menos una parte de las al menos dos imagenes para obtener al menos una imagen de
diferencia

un ordenador para calcular un parametro de la al menos una imagen de diferencia, y

medios para determinar si se ha producido un cambio basandose en dicho parametro calculado,

caracterizado por que el parametro calculado es una desviacién estandar o varianza de valores para los pixeles en
la imagen de diferencia.

51. Un sistema para determinar la calidad de una poblacién de células que comprende al menos una célula,
comprendiendo dicho sistema

medios para adquirir secuencialmente al menos dos imagenes de la poblacion de células

medios para comparar al menos una parte de las al menos dos imagenes para obtener al menos una imagen de
diferencia

un ordenador para calcular un parametro de la al menos una imagen de diferencia,

y

medios para determinar la calidad de la poblacién de células basandose en dicho parametro calculado,

caracterizado por que el parametro calculado es una desviacion estandar o varianza de valores para los pixeles en
la imagen de diferencia.
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Manual (fotograma)
Analisis manual Analisis aut omatizaio
1a2z (2ad 1a8 1az2 zad 41a8
1 234 404 4.4 234 40,5 545
2 4645 [1a] 46,4
K] 16,5 32A 16,45 3248
4 10,5 26,5 36,5 10,5 245 arha
h 124 2T A KRS 12,41 KRS
[ 18,4 354 a0,0 184 38,8
T 16,4 32A 464 16,4 328 47 A
8 18,4 364 a0,0 184 36,8 a04a
E] 148 1594 3348 18,4 32A
10 174 32A 434 1748 3248
11 2248 ara a1,0 2248 ara ala
12 16,5 ans 430 155 304 42 5
13 17,0 335 490 17,5 33,4 485
Fig. 14
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