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Trasferimento embrioni   

di scarsa qualità
Endometrio n o n recettivo

Fattori maggiormente responsabili   

del fal l imento dell’impianto:



Sviluppo della blastocisti
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Metodi di valutazione della qualità della  

blastocisti

Studio morfologico

E morfocinet ico

Grado di espans ione   

Trofoectoderma

ICM ( Inner  Cell Mass )

Varie t ipo logie d i

grading

GENOMICA METABOLOMICA

Nano HPLC MS

Gli a t tua l i m e t o d i n o n  s o n o accurat i ,

u n a p r o m e t t e n t e p o s s i b i l i t à p o t re b b e e s s e r e

l ’ u t i l i z z o di m a rc a t o r i m o l e c o l a r i n o n i n v a s i v i



Studi di Metabolomica

Studi di Genomica
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• Sono RNA n o n codificati

• Agiscono in ibendo i mRNA target

• Sono coinvolti nel la pa togenes i  di mo l t e   

patologie neoplas t iche

• Sono possibili bersagl i farmacologici

• I miRNA circolanti  sono  possibili marca to   

r i  di patologie

• Rivestono u n ruolo impor t an te nel le p r i me   

fasi dell’embriogenesi

MicroRNAs: regolatori dell’espressione  

genica



Figure 2. Role of miRNAs in metastasis
(A) EMT regulation by miRNAs: miRNAs such as miR-200 and miR-205, modulate the ZEB family of transcription factors and regulate epithelial-mesenchymal transition. miR-101 
modulates E-cadherin expression epigenetically via targeting Zeste Homolog 2 (EZH2) in prostate cancer. miR-155 modulates TGFβ pathway, which plays an important role in cancer
metastasis. (B) Suppression of metastasis by miRNAs:. miR-10b is the first miRNA identified to be upregulated in breast cancer that is mediated by Twist1, MMPs, urokinase plasminogen
activator(uPA), and various integrins. miR-373 and miR-520c are prometastatic miRNAs that serve as metastasis promoters (partly mediated by modulation of
CD44). miR-335, miR-206 and miR-31 are identified as antimetastatic miRNAs that target RhoA, Fzd3, RDX, and integrin α5. miR-146 and miR-98/let-7 are shown to be upregulated in 
response to metastatic suppressor proteins BRMS-1 and RKIP respectively. miR-10b, miR-373, miR-520c and miR-21 are pro-metastatic miRNAs, while miRNAs such as
miR-335, miR-206 and miR-31 are anti-metastatic. Prometastatic miRNAs are depictedpink, dark green and red, while anti-metastatic ones are shown in violet, red and light green.



Figure 1: Biogenesis of miRNA. MiRNA is first transcribed by RNA Pol II. Then, the pri-miRNA is processed by the 
enzyme Drosha and Dicer. The mature miRNA is integrated into RISC, thereby leading to mRNA degradation, 
translational repression or translational activation.



Figure 2: The process of cancer angiogenesis. This process is usually activated in a low oxygen microenvironment. Cancer 
angiogenesis involves multiple steps, including degradation of vascular basement membrane and extracellular matrix, 
proliferation and migration of vascular endothelial cells, formation of a new vessel lumen and vessel branches, and maturation 
of the new vessels. 

Figure 3: The process of cancer metastasis. A series of sequential steps are involved in cancer metastasis, such as alteration 
and rearrangement of cytoskeleton, degradation of extracellular matrix, local invasion, intravasation, transfer and survive in 
the circulatory system, extravasation, settlement and proliferation in a new organ (like lung and liver).







OBIETTIVO DELLO STUDIO

Identif icare  e  cara t te r izzare  i microRNAs secret i dalla  

blastocist i  ne l  fluido del blastocele.
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Ottenut i  evi tando procedure invasive

MicroRNAs: possibil i  marcatori molecolari
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Terreno di coltura

Blastocele



MiRNA in RAS Mol





Real Time PCR  

TaqMan Low Density Array Nanostring

Tecniche biologiche molecolari utilizzate
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• Analisi di 384 microRNAs

• Tecnologie consol idate

• Conoscenza vantaggi  e l imit i

• Analisi di 8 0 0 microRNAs

• Tecnologia recente

• No amplif icazione

• Sensibile e specifica

• Ridot ta quant i ta ’ 

campione ci ha indot to

al l ’u t i l izo del  TLDA



Nanostring,  tre fasi principali:
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Sono sta t i identif icati ne l fluido del blastocele  

36  miRNAs su  8 0 0 ricercati

Risultati

Nanostring

Nanostring Results
Detector count

hsa-miR-125b-5p 1308,5

hsa-let-7a-5p 649,5

hsa-miR-15b-5p 492,5

hsa-let-7b-5p 358,5

hsa-miR-93-5p 312,5

hsa-miR-191-5p 204,5

hsa-miR-23a-3p 192,5

hsa-miR-100-5p 161,5

hsa-miR-125a-5p 160,5

hsa-miR-200c-3p 156,5

hsa-miR-302b-3p 148,5

hsa-let-7i-5p 144,5

hsa-miR-181a-5p 142,5

hsa-miR-25-3p 123,5

hsa-miR-20a-5p+hsa-miR-20b-5p 119,5

hsa-let-7e-5p 101,5

hsa-miR-4454+hsa-miR-7975 100,5

hsa-miR-16-5p 99,5

hsa-let-7c-5p 97,5

hsa-miR-1246 92,5

hsa-miR-302a-3p 91,5

hsa-miR-1260a 90,5

hsa-let-7d-5p 87,5

hsa-miR-302d-3p 80,5

hsa-let-7g-5p 75,5

hsa-miR-4443 70,5

hsa-miR-342-3p 69,5

hsa-miR-146a-5p 65,5

hsa-miR-92a-3p 58,5

hsa-miR-107 57,5

hsa-miR-99b-5p 54,5

hsa-miR-873-3p 53,5

hsa-miR-106a-5p+hsa-miR-17-5p 51,5



Sono sta t i identif icati ne l fluido del blastocele 

80 miRNAs su  384 ricercati
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Risultati

Real Time PCR

TaqMan Low Density Array
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Cluster

C14MC

Sviluppo embr ionale ,   

regolazione t rascr izione e  

metabo l i smo RNA

m i r- 3 7 1 - 3 cluster

Ciclo cellulare, prol iferazione,   

apoptos i

C19MC

Il p iù  g rande  clus ter  identificato  

nel la placenta  e speci f ico per I  

primati , è s ta to  correlato al l ’e -

voluzione dei p r imat i .

I mp o r t an te  nel le p r i me fasi di  s v i -

luppo embrionale .

MicroRNAs identificati  

appartenenti ai Cluster:
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Analisi bioinformatiche

Il sof tware  DIANA miRPath v3.0

è s ta to  ut i l izzato pe r lo s tudio:

• mRNA targe t

• Gene Ontology dei geni bersaglio

• Analisi dei Pa thways

Perme t t e  l’utilizzo  

con temporaneo  di GO e  

KEGG
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Gene Ontology

Biological Process Terms

processi  di b iosintesi

ciclo cellulare

t rasduzione  del segnale

t raspor to  med ia to  da vescicole

Analisi bioinformatica

Classificazione funzionale dei geni

DIANA miRPath v3.0
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Signaling Pathways regulating  

pluripotency of s t e m cells
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Sox2  

Nanog  

Oct4

Signaling Pathways regulating  

pluripotency of s t e m cells

Sono coinvolti  nella regolazione:

• Pluripotenza delle cellule staminali embrionali

• Proliferazione cellulare nell’embriogenesi

• Migrazione delle cellule primordiali germinali
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CONCLUSIONI

I) I MiRNA trovati nel fluido del blastocele potrebbero costituire uno strumento per lo studio 

della biologia delle cellule staminali embrionali non invasivo.

II) Essendo prodotti della blastocisti, il loro profilo di espressione potrebbe essere correlato

alla qualita’ embrionaria

III)Quindi potrebbero essere utilizzati come biomarcatori non invasivi di qualita’ embrionaria

e per il cross talk tra embrione ed endometrio

IV) Dati preliminari evidenziano correlazioni dirette tra MiRNA e gravidanza prescindendo

dalla stimolazione, dal terreno e correlando positivamente con i criteri mofologici!!



Sept 2016: First three parent baby 
(Leigh syndrome)



Maternal spindle transfer:  removal of the nucleus from one of 
the mother’s oocytes and inserted it into a donor oocyte that 
had had its own nucleus removed. The resulting oocyte – with 
nuclear DNA from the mother and mitochondrial DNA from a 
donor – was then fertilised with the father’s sperm.









PMA: nuovi approcci





Esperimento più bello della fisica: la doppia fenditura



Collasso dell'onda; Schrodinger



Culture conditions and Amplification methods

There are different WGA 
methods: 

• The DNA integrity (large 
fragments vs fragmented) 
will impact the results of 
WGA

• WGA enzymes are very 
sensitive to buffer systems, 
resulting in suboptimal 
amplification

Slide by Dhruti Babariya



Equazione di Schrodinger

La realtà e’ in funzione del nostro punto di 
vista,
siamo noi ad influenzare l’esito di ciò che 

vogliamo vedere; 



(A) Crystal structure of the hydrophilic domain of the respiratory complex I from T. thermophilus (4). 

Tomoyuki Hayashi, and Alexei A. Stuchebrukhov PNAS 
2010;107:19157-19162

©2010 by National Academy of Sciences



Tomoyuki Hayashi, and Alexei A. Stuchebrukhov PNAS 2010;107:19157-19162





Quindi come la teoria Geo-Elio centrica non hanno cambiato nulla nel 
quotidiano, questi punti di vista alternativi, scientifici
e reali, dovrebbero, con tempi molto più brevi, visti i coevi mezzi 
divulgativi a disposizione , prepararci a quello che avvenne 150 anni 
dopo la scoperta di Giordano Bruno;  L’illumnismo!!!
In biologia, grazie all’evolversi delle nanotecnologie, stiamo capendo 
che la fisica Newtoniana, deterministica intendo,
non funziona sempre bene ed andiamo sempre più a trovare spiegazioni 
a tali fenomeni applicando le regole che sottendono la meccanica 
quantistica.
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