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… BUON SISTEMA DI COLTURA...

 Alto tasso di fertilizzazione

 Clivaggio corretto e buona morfologia embrionale

 Alto numero di embrioni con buona morfologia

 Elevata pregnancy rate

 Basso tasso di aborti

 Alto cumulative delivery rate (fresh+frozen)

 Basso tasso di gravidanze multiple



LA VITALITA' EMBRIONALE IN VITRO...



 

Composizione dei terreni di coltura

 Qualità dei terreni di coltura

 Caratteristiche fisico-chimiche dei terreni di coltura     
(PH, osmolarità, temperatura, ambiente gassoso)

 Condizioni di coltura

(Van den Abbel, 2010)



 Semplice

 Complesso

 Definito per embrioni pre-impianto

 Sequenziale

COMPOSIZIONE DEI TERRENI DI COLTURA



 Soluzioni saline di base (Na+, K+, Mg2+, Ca2+….)

 Substrati energetici (Piruvato-lattato-glucosio)

 Siero materno/Albumina

 Tamponi di bicarbonato/tamponi di fosfato/HEPES

TERRENO SEMPLICE

Ringer’s,Earl’s,Balanced salt SolutioN (BSS),
Whittingham’s T6



 Aminoacidi

 Vitamine

 Nucleotidi 

 Ioni metallici  

 Antibiotici (penicillina, streptomicina,gentomicina)

TERRENO COMPLESSO

Essential Medium (MEM), Ham’s F-10, BWW, 
TC199, KSOM



TERRENO EMBRIONE PRE-IMPIANTO

Principi per la formulazione

o Studi sviluppo e 
metabolismo embrionale

o Studi timing 
di attivazione genomica

o Studio composizione 
fluidi tubarico ed uterino



DESIGN DEI MEZZI CHIMICAMENTE DEFINITI

Selezione e concentrazione dei 
reagenti

2 teorie:

-LET THE EMBRYO CHOOSE 

-BACK TO NATURE



 Rimozione o riduzione concentrazione glucosio e fosfato

 Addizione  di piruvato e lattato

 Addizione di EDTA

 Addizione di Aminoacidi

 Addizione di HSA o SSS o Ialuronato

TERRENO EMBRIONE PRE-IMPIANTO

Menezo B2; HTF; P1; HTF-12; G1-S1 e G2-S2; 
basal XI HTF



TERRENI SEQUENZIALI

 Risorse energetiche

- piruvato e glucosio

 EDTA

 Aminoacidi

- NEAA e EAA



TERRENI SEQUENZIALI

o

A FORMULAZIONE SINGOLA



 TERRENI SEQUENZIALI

Composizione variabile in relazione allo stadio di sviluppo     
embrionale

 TERRENI A FORMULAZIONE SINGOLA

Composizione fissa 



TUBA Glucosio Lattato Piruvato

Fase follicolare 3.1 mmol/L 0.49 mmol/L 0.24 mmol/L

Fase ovulatoria 0.5 mmol/L 10.5 mmol/L 0.24 mmol/L

Fase luteale 2.3 mmol/L 6.2 mmol/L 0.24 mmol/L

UTERO 3.2 mmol/L 5.9 mmol/L 0.1 mmol/L

Dosaggi substrati energetici in fluidi tubarico ed uterino 

(Gardner, 1996)



 L’ovidutto contiene una quantità significativa di glucosio (Tay et al, 1997)



 

Presenza di trasportatori di glucosio sia in ovociti che in embrioni (Pantaleon and 
Kaye, 1998)



 

L’effetto inibitorio del glucosio in coltura può essere determinato dalla 
concentrazione di altri componenti e dalle loro interazioni (Biggers et al, 2001):

- Il glucosio può ridurre la funzione mitocondriale se in concentrazioni elevate in presenza di  
fosfato (Quinn 1995)

- L’effetto inibitorio del glucosio è reversibile in presenza di aa, EDTA, vitamine (Lane and Gardner, 
1998)

IL GLUCOSIO DOVREBBE ESSERE INCLUSO NEL TERRENO DI 
COLTURA ALA CONCENTRAZIONE FISIOLOGICA TROVATA 

NELL’OVIDUTTO UMANO 

Richiesta energetica ed effetti inibitori del glucosio





 

L’aggiunta al terreno di coltura di EDTA ad una concentrazione 0,01 mmol/L 
non ha effetti deleteri sullo sviluppo dell’embrione pre-impianto o post-impianto 
(Biggers et al, 2005; 2006)

L’EDTA DOVREBBE ESSERE AGGIUNTO A BASSE 
CONCENTRAZIONI NEL TERRENO DI COLTURA

Ruolo dell’EDTA

Gardner et al, 2000





 

I fluidi follicolare e uterino contengono tutti i 20 naturali aminoacidi (Tay et al, 1997; 
Jozwik et al, 2006)



 

Elevato turnover di aa essenziali nelle prime fasi dello sviluppo embrionario  
(Houghton et al, 2002; Brison et al, 2004)

GLI AMINOACIDI DOVREBBERO ESSERE ADDIZIONATI TUTTI AD 
UNA CONCENTRAZIONE OTTIMALE 

Ruolo degli Aminoacidi

Steeves and Gardner, 1999



TERRENI SEQUENZIALI O A FORMULAZIONE SINGOLA?TERRENI SEQUENZIALI O A FORMULAZIONE SINGOLA?



TERRENI SEQUENZIALI O A FORMULAZIONE SINGOLA?



TERRENI SEQUENZIALI O A FORMULAZIONE SINGOLA?



TERRENI SEQUENZIALI O A FORMULAZIONE SINGOLA?



RINNOVO TERRENI



L-Glutamina ed accumulo di Ammonio

LA Gln POTREBBE ESSERE SOSTITUITA DA UN DIPEPTIDE 
STABILE COME L-alanil-L-Glutamina (AlaGln) O Glicil-L-Glutamina 

(Gly-Gln)

Lane and Gardner, 2007



TERRENI SEQUENZIALI 
vs 

TERRENI  A COMPOSIZIONE SINGOLA NON RINNOVATI
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CARATTERISTICHE FISICO-CHIMICHE DEI TERRENI DI COLTURA

e 

CONDIZIONI DI COLTURA



CHALLENGES IN VITRO

PROBLEMA:

• Temperatura

• PH

• Osmolarità

• Luce

• Contaminanti chimici

• Volatile organic components (VOC)

• Microrganismi

• Concentrazione O2

SOLUZIONE:

• Controllo T, coltura con olio

• Buffers, coltura con olio, controllo PH

• Osmoliti, coltura con olio

• Ridurre esposizioni alla luce

• Usare terreni con certificazioni di qualità

• Air quality, pulizia e sterilizzazione

• Antibiotici

• Incubatori a bassa tensione di ossigeno



QUALITA' DEL TERRENO DI COLTURA

 PERFORMANCE:
- risultati clinici
- sicurezza

 PRODUTTORE:
- documentazione
- design philosophy
- affidabilità e convenienza
- distribuzione e trasporto
- scadenza

(Sunde, 2010)

 PERFORMANCE:
- risultati clinici
- sicurezza

 PRODUTTORE:
- documentazione
- design philosophy
- affidabilità e convenienza
- distribuzione e trasporto
- scadenza



Mantenimento della qualitàMantenimento della qualità



QUALITA' DEL TERRENO DI COLTURASCELTA DEL TERRENO DI COLTURA



…COSTI…

CONSEGUENZE DELLO STRESS IN VITRO

 Ritardi o arresti nello sviluppo embrionale

 Alterazione della fisiologia embrionale, in particolare del
metabolismo

 Alterazioni dell'espressione genica

 Alterazioni dell'imprinting di alcuni geni

 Alterazione della vitalità



…COSTI….



Quality is never an accident; 
it is always the result of high intention, sincere effort, 

intelligent direction and skilfull execution; 
it represents the wise choice of many alternatives”

(William A. Foster) 

GRAZIE…
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