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Controversie nella manipolazione 
invasiva della blastocisti 



Coltura estesa fino allo stadio di blastocisti = pratica comune  

INTRODUZIONE

Wale & Gardner, 2016



VANTAGGI DELLA COLTURA A BLASTOCISTI

 sincronizzazione con l’endometrio

 minima esposizione dell’embrione all’ambiente uterino iperstimolato
(estrogeni e progesterone)

 migliore selezione dell’embrione vitale

 incremento nel tasso di impianto

 permette la PGT 

INTRODUZIONE



NO differenze nel tasso di gravidanze cliniche cumulative 

2016

INTRODUZIONE



La manipolazione della blastocisti allo scopo di ottimizzare i risultati dell’IVF

TIPI DI MANIPOLAZIONE DELLA BLASTOCISTI:

 Artificial Shrinkage (collapse)

 Assisted hatching

 Biopsia del trofectoderma

INTRODUZIONE

Efficienza?



ARTIFICIAL SHRINKAGE

‘’Artificial shrinkage’’ o ‘’collapse’’: 
rimozione parziale del fluido del blastocele prima della 

vitrificazione della blastocisti 

Introdotta da Vanderzwalmen et al. (2002)

 Riduzione del rischio 
di formazione di 
cristalli di ghiaccio

 Incremento del tasso 
di sopravvivenza



ARTIFICIAL SHRINKAGE

 Molti studi retrospettivi

Mukaida et al. (2006)

 Gruppo controllo e gruppo AS in 2 differenti periodi

control AS

N. blastocysts 339 502

Survival rate 85.0% 97.2% P<0.05

Clinical PR 34.1% 60.2% P<0.01



ARTIFICIAL SHRINKAGE

 Studio osservazionale retrospettivo

Cao et al. (2014)

 AS con 2 metodi diversi: laser vs ago (assente controllo NO AS)

 438 blastocisti scongelate

 NO differenze in tasso di sopravvivenza, IR, CPR

 Più alto tasso di hatching nel gruppo AS laser

 Migliori outcome neonatali nel gruppo AS laser

Utilizzo del laser!!!



ARTIFICIAL SHRINKAGE

 Studio retrospettivo con grande numerosità 

Wang et al. (2017)

 AS con 2 metodi diversi: laser (LAS) vs ago (MNAS)

 assente controllo NO AS

MNAS LAS

Warming 
cycles

743 809

Survival rate 94% 95.4% NS

IR 54.4% 60.8% P=0.01

LBR 45.2% 50.4% P=0.04

MZT 1.73% 4.07% P=0.042

Più alto IR e LBR usando il laser ma più alto MZT 



ARTIFICIAL SHRINKAGE

 Studi retrospettivi 

Darwish et al. (2016)

 Gruppo di controllo NO AS vs gruppo AS (laser)

control AS

N° thawed 
blastocysts

115 309

Survival 
rate

79.4% 97.3% P<0.01

IR 24.5% 41.1% P<0.01

CPR 39.1% 67.2% P<0.01

Levi-Setti et al. (2016)

control AS

N° thawed 
blastocysts

625 820

Survival rate 96.6% 97.8% NS

IR 23.2% 29.9% P=0.005

LBR 45.2% 50.4% P=0.04

Abortion 
rate

32.0% 23.2% NS

 Gruppo di controllo NO AS vs gruppo AS (ago)



ARTIFICIAL SHRINKAGE

1 studio prospettico randomizzato controllato!!!



ARTIFICIAL SHRINKAGE

Van Landuyt et al. (2015)

 Gruppo di controllo NO AS vs gruppo AS (laser)
 Outcome primario: IR per blasto trasferita nel 1° ciclo di 

scongelamento

control AS

1° warming 
cycles

69 69

Survival rate 91% 100% NS

IR 29% 38% P=0.089 OR: 1.48; 95%CI:0.78-2.83

All warming 
cycle

115 116

Survival rate 92% 98% P=0.007 OR: 4.25; 95%CI:1.19-15.21

High-quality 
blast

23.5% 36.3% P=0.016 OR: 1.86; 95%CI:1.12-3.08

Necessità di altri RCT….



ARTIFICIAL SHRINKAGE

E’ una manipolazione 
sicura per il nascituro???

NO studi di follow-up a lungo termine di bambini nati



ASSISTED HATCHING

‘’Assisted hatching’’: 
rimozione parziale della zona pellucida della blastocisti

Introdotta da Cohen et al. (1988)

 Pratica comune di molti centri di IVF

 Razionale?

o Zona ‘’hardening’’ per effetto della crioconservazione

o ZP spessa

 No evidenze per AH su blastocisti da studi ben disegnati e metanalisi

 Diverse tipologia di 
manipolazione

 Su blastocisti a fresco 
o crioconservate

 In differenti gruppi di 
pz



ASSISTED HATCHING

 Studio retrospettivo 

Lu et al. (2015)

 Thinning al 25%

 176 pz nel gruppo controllo e 22 nel gruppo AH

 NO differenze in CPR, LBR 

FRESH EMBRYO 
TRANSFER



ASSISTED HATCHING

 Studio retrospettivo 

Hiraoka et al. (2008)

 Breaching (40 µm vs 50% ZP)

 Embrioni scongelati in day 3 ed 
effettuato AH allo stadio di 
blastocisti

control AH 40 AH 50

N° cycles for ET 30 40 31

CPR 17% 43% P<0.05 74% P<0.05

IR 10% 27% P<0.05 52% P<0.05

MPR 0% 0% NS 17% NS

LBR 13% 38% P<0.05 65% P<0.05

FROZEN EMBRYO 
TRANSFER

AH 40 µm AH 50% 



ASSISTED HATCHING
FROZEN EMBRYO 

TRANSFER
 Studio retrospettivo 

Zhang et al. (2009)

 Thinning (40 µm vs 80 µm )

 Embrioni scongelati in day 3 ed effettuato AH allo stadio di blastocisti

control AH 40 AH 80

N° cycles for ET 31 34 57

CPR 16.13% 23.53% NS 40.35% P=0.03

IR 7.50% 9.41% NS 21.54% P=0.007

MPR 20.0% 0% NS 21.74% NS



ASSISTED HATCHING

2 studi prospettici randomizzati controllati su 
blastocisti scongelate



ASSISTED HATCHING
FROZEN EMBRYO 

TRANSFER
 Studio prospettivo randomizzato 

Debrock et al. (2011)

 Thinning 120°

 Scongelate blastocisti ed effettuato AH



ASSISTED HATCHING
FROZEN EMBRYO 

TRANSFER Studio prospettivo randomizzato  

Wan et al. (2014)

 Breaching 25%

 AH effettuato solo su 
blastocisti sviluppate da 
embrioni in day 3 di 
pessima qualità

control AH 

N° cycles 102 96

CPR 35.3% 51% P=0.034

IR 23.6% 34.2% P=0.021

LBR 28.4% 40.6% NS

AS before vitr AH after warm



ASSISTED HATCHING

Alteri et al., 2019



ASSISTED HATCHING



BIOPSIA DEL TROFECTODERMA

 Solo per test genetici (PGT-M, PGT-SR, PGT-A)

 Dal 2010: passaggio dalla biopsia in day 3 alla biopsia allo stadio di 
blastocisti

o Meno invasiva (meno impatto sulla totalità dell’embrione) 

o Più cellule disponibili per la valutazione genetica (4-10 cells)

o Più basso tasso di mosaicismo



BIOPSIA DEL TROFECTODERMA

 Molti studi riportano risultati positivi dopo transfer di blastocisti 
sottoposte a biopsia del TE per PGT

 L’impatto della manipolazione della blastocisti effettuando una biopsia di 
4-10 cellule del TE sullo sviluppo embrionale: pochi studi

 Variabili inter-paziente

 Variabili intra-paziente (cicli)

o Risposta alla stimolazione ormonale

o Recettività endometriale

o Laboratorio

o Terreni di coltura



BIOPSIA DEL TROFECTODERMA

Scott et al. (2013)

 Studio prospettivo randomizzato accoppiato  

 Approccio 
che esclude 
la variabilità 
del paziente 
e del ciclo

 Valutazione 
solamente 
dell’effetto 
della biopsia

No impatto della biopsia del TE sullo sviluppo e 
sull’impianto



BIOPSIA DEL TROFECTODERMA

 Importanza della tecnica di biopsia  

Swain et al. (2016)

 No utilizzo di terreni Ca/Mg-free per la biopsia del TE: meno stress

 ZP breaching in day 3 o 5 per facilitare l’hatching

 No un eccessivo prelievo di cellule

 Biopsia di blastocisti espansa

 Ottima competenza dell’operatore



BIOPSIA DEL TROFECTODERMA

Il potenziale di impianto è 
negativamente influenzato dal 

numero di cellule del TE bioptizzate  
in blastocisti con un TE di scarsa 

qualità

 Impatta il numero di cellule di TE sul potenziale di sviluppo della blastocisti?

Zhang et al. (2016)



BIOPSIA DEL TROFECTODERMA

 Impatta il numero di cellule di TE sul potenziale di sviluppo della blastocisti?

Neal et al., (2017)

Le biopsie del TE con alta quantità di DNA sono associate con una 
riduzione del tasso di nati vivi



BIOPSIA DEL TROFECTODERMA

 Impatta il numero di cellule di TE sul potenziale di sviluppo della blastocisti?

Guzman et al. (2019)

Il tasso di impianto è negativamente 
influenzato dal numero di cellule del 

TE bioptizzate

NO differenze nel tasso di aborto



BIOPSIA DEL TROFECTODERMA

 Riproducibilità della biopsia



BIOPSIA DEL TROFECTODERMA

 Si possono bioptizzare blastocisti già bioptizzate?

 Qual è l’impatto di biopsie multiple sulla gravidanza?

 Indicazione ri-biopsia: risultato di PGT non conclusivo



BIOPSIA DEL TROFECTODERMA

Zhang et al. (2014)

106 test-failure 
blastocysts

 70/106 blastocisti pronte per la seconda biopsia

 44.3% blastocisti euploidi

 19 blastocisti scongelate, 18 sopravvissute/ET, 9 impiantate (50%)

Per le blastocisti con risultati non conclusivi, vale la pena effettuare un’ulteriore 
biopsia

 Studio retrospettivo



BIOPSIA DEL TROFECTODERMA

Bradley et al. (2017)

 Studio retrospettivo

 3 condizioni:

Controllo (n=2130)

Gruppo 2 (n=34)

Gruppo 3 (n=29)

Test 
failure

 Tasso di gravidanza dopo ET di blastocisti euploide

Controllo 

Gruppo 2 

Gruppo 3 

54.3%

47.1%

31.0%

P=0.013

Ri-biopsia può essere considerata 
per la PGT-M, ma dovrebbe 

essere considerata con cautela 
per la PGT-A



BIOPSIA DEL TROFECTODERMA

Cimadomo et al. (2018)

228 blastocysts 
with inconclusive 

diagnosis

 213 blastocisti scongelate e 206 sottoposte a seconda biopsia 
(96.7% survival rate)

 51.9% blastocisti euploidi

 49 blastocisti scongelate, 49 sopravvissute/ET, 19 nati (38.8%)

Per le blastocisti con risultati non conclusivi, vale la pena effettuare un’ulteriore 
biopsia



BIOPSIA DEL TROFECTODERMA

 8 è l’ideale numero di cellule per limitare il rischio di ottenere diagnosi non conclusive

 Il timing ideale per la biopsia del TE è la sesta giornata

 TE di scarsa qualità può essere caratterizzato da DNA genomico di buona qualità



BIOPSIA DEL TROFECTODERMA

E’ una manipolazione 
sicura per il nascituro???

Più alta incidenza di ipertensione 
gestazionale nelle gravidanze in seguito 

a biopsia da blastocisti

controllo??

SET blastocisti euploide: 
migliori outcome ostetrici rispetto al DET 

controllo??



BIOPSIA DEL TROFECTODERMA

E’ una manipolazione 
sicura per il nascituro???

NO studi di follow-up a lungo termine di bambini nati dopo biopsie 
allo stadio di blastocisti



CONCLUSIONI

La manipolazione delle blastocisti migliora i risultati dell’ ART

 Biopsia del trofectoderma

 Assisted hatching

 Artificial shrinkage

o Solo 1 RCT
o Benefici in termini di tassi di sopravvivenza
o No dati di follow-up

o ‘’self evident’ per PGT-M e PGT-SR
o Basso livello di evidenze per PGT-A
o Tecnica robusta che non influisce sui risultati
o No dati di follow-up

o Basso livello di evidenza
o No popolazione di pazienti definita
o Non dannosa per la blastocisti ne’ per il bambino



WORK IN PROGRESS…..

pArtiaL zonA pelluciDa removal by assisteD hatchINg of blastocysts
the ALADDIN study

…a multicentric RCT!!!



Ginecologia: 
Enrico Papaleo

Diana Del Prato
Sonia Faulisi
Paolo Giardina
Michela Molgora
M.Teresa Potenza
Laura Privitera
Veronica Sarais

Embriologia:
Paola Vigano’

Alessandra Alteri
Viviana Bonzi
Greta Cermisoni
Laura Corti
Miriam Dell’Aquila
Lucia De Santis
Stefania Esposito
Luca Pagliardini
Elisa Rabellotti
Ana Maria Sanchez

CENTRO NATALITA’

Direttore: 
Prof Massimo Candiani


