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HIGH PURITY X-CHROMOSOME BEARING AND Y-CHROMOSOME BEARING
POPULATIONS OF SPERMATOZOA

L TECHNICAL FIELD

Isolated high punty X-chromosome bearmg or Y-chromosome beaning
populations of spermatozoa and technologies to 1solate spermatozos, particles, or events
based upon differentiation characteristics such as mass, volume, DNA content, or the hke.

1 BACKGROUND

Isolated lgh pmity X-chromosome beanng or Y-chromosome beanng
populations of spermatozoa can be utthzed to accomphsh m vitro or m vivo artificial
isemmanon of or ferithzation of ova or cocytes of numerous mammals such as bovids,
equuds, ovads, goats, swine, dogs, cats, camels, elephants, gxen, buffalo, or the hke See
also, United States Patent 5,135,759, hereby incorporated by reference

However, conventional techmologes for separating spermatozoa mto X-
chromosome beanng and Y-chromosome beanng populations can result in spermatozoa
populations having low punity Regardless of the separatton method spermatozoa have
not been routinely separated mnto X-chromosome beanng and to Y-chromqsome beanng
sperm ssmples having lugh punty, such as 90%, 95%, or greater than 95%

A number of techmques, directly or mdmrectly based on differences in s1ze, mass,
or density have been disclosed with respect to separatmg X-chromosome beanng from Y-
chromosome beanng spermatozoa As disclosed by United States Patent No 4,474,875, a
buoyent force 13 applied to all sperm cells smultaneously and X-chromosome bearing and
Y-chromosome beanng spermatozoa may then be 1solated at different locations m the
separation medium Umted States Patent No 5,514,537 discloses a techruque whereby
spermatozos traverse a column packed with two sizes of beads The larger X-chromosome
bearmg spermatozoa become 1solated 1n the layer contammg the larger beads, while the
smaller Y-chromosome bearmg spermatozoa become 150lated 1n the layer contammg the
smaller beads Umted States Patent No 4,605,558 duscloses that spermatozoa may be

1



10

15

20

25

WO 01/85913 PCT/US01/151%0

made differentially responsive to a density gradient and Umred States Patent

No 4,009,260 exploiis the cifferences m migration-rate, or smumming-speed, between the
Y-beanng spermatozoa, and the X-chromosome beanng spemmatozoa, through a column
of retarding medium

A problem common to each of the above-mentioned technologies may be that they
each act on all the spermatozoa 1n a ‘bulk-manner”, meamng that all the spermatozoa
undergo the same treatment at the same time, and the Y-chromosome beanng sperm cells
come out faster, earlier, or at a different pomtion than X-chromosome beanng sperm cells
As such, mndividual sperm cells may not be assessed snd there may be no actoal
‘measurement’ of volume, mass, density, or other sperm cell characteristics. One-by-one
assessment of sperm cells can provide advantages 1n that the actual separation process can
be momtored, and objective quantitatrve data can be generated even dunng the separation
process, and separahon parameters altered as desired. Furthermore, these technologies
may not be coupled with flow cell sorhing devices

Flow cytometer techmques for the separation of spermatozoa have also been
disclosed. Using these techmques spermatozod may be stamed with a fluorochrome and
made to flow m a narrow stream or band passing by an excatation or uradiation source
such as a laser beam. As stained particles or cells pass through the excitatton or
uradiation source, the flrorochrome emuts fluorescent ight. The flucrescent ight may be
collected by an optical lens assembly, focused on a detector, such as a photomultrplier
tube which generates and muihphes an electrome signal, which may then be analyzed by
an analyzer The data can then be displayed as mulhple or single parameter
chromatograms or histograms The number of cells and fluorescence per cell may be used
as coordinates See United States Patent No 5,135,759, hereby incorporated by
reference  However, with respect to this type of technalogy a vanety of problerns reman
unresolved and 1solatng highly purified populations of X-chromosome bearmg or Y-
chromosome beanng sperm cells be difficult

A sigmficant problem with conveational flow cytometer techmologies can be the
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onentanhon of objects, particles, or cells n the sheath fimd stream. This can be
particularly problematc when the object or ceil 15 uregular in shape wath respect to more
tharrone axis, such spermatozoa for example One aspect of this problem may be
estzblishing the 1mtial onentation of the object within the sheath flmid stream A second
aspect of this problem may be mantmmng the onentation of the object with respect to the
detector (photomultiphier tube or otherwise) durmg the period that epatted hight from the
object 18 measured.

Another significant problem with conventional flow cytometer technologies can
be the fmture to encapsulate the objects or cells in a droplet of hqmd Especially, when
droplets are formed around uregularly shaped objects the droplet may not be of sufficent
mize to completely sumound afl the features of the objects or cells For example, duning
flow cytometry operation a3 above-descnbed droplets can be formed at very lugh speed,
even as many as 10,000 to 90,000 dropiets per second and 1n some apphcations as many
as 80,000 droplets per second. 'When spermatozos are encapsulated into droplets,
especially at these high rates of speed, & portion of the tal or neck may not be
encapsulated 1n the droplet That porbon of the tail or neck not encepsulated 1n the
droplet may then be responsive with the nozzle or may be responsive to the environment
surrounding the droplet in a manner that mterferes with subsequent droplet formation or
with proper deflection of the droplet. As a regult some of the spermatozoa may not be
analyzed at all reducing the efficiency of the procedure, or may not be resolved
sufficiemly to be assigned to a population, or may be deflected 1n errant trajectones, or a
combmation of all may occur

Another agmficant problem with conventional flow cytometer technologes, as
well as other technalopes, can be a comcidence of measurable events One aspect of this
problem can be that the mcident light flux from a first event contibues to produce signals
after the meident hght flux from a second event staris to generate a signal. As such, the
two events rematn at least partially unresolved from one another Another agpect of this
problem can be that two or more events are sunultanecusly imtiated and the mcident hight
flux compnses the contribution of all the events As such, the multiphcity of events may
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not be resolved at all and the objects corresponding to the muitiphicity of events can be
mcorrectly assigned to a populatron or not asmgned to a population &t all, or both.
Specifically, with respect to flow cytometry, mdividual parucles, objects, ceils, or
spermatozoa m suspension flow through a beam of light with winch they mnteract

5 providing a measurable response, such as fluorescent emission. In conventional flow

cytometry, Hoechst stmned spermatozoa traverse a laser beam resultmg 1n a fluorescent
hght emisgion The fluorescent hght eomsmon from the excited fluorochrome bound to
the DNA can be bright enough to produce an electron flow 1n convenhional
photomultipher tubes for & peniod of ime after the actual emismon event has ended.

10 Mbreover, n a conventional flow cytometer, the [aser beam can produce a paitern having
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2 height of 30pm while the width can be approvamately 80 ym  The muclens of a bovine
spermatozos which contans fluorochrome bound DNA can be about 9 pm 1n length
makmg the height of the laser beam same three (3) tames greater than the oucleus This
dufference can allow for the laser excitation of the bound fluorochrome 1n more then one
spermatozoa withim the lager beam paitern at one tme  Each of these conventional flow
cytometry problems decreases the abihity to resolve ndividual events from one another

Another sigmficant problem with conventional flow cytometer technologres, and
other technologies, can be that uregularly shaped objects, such as spermatozoa, generate

differmg s1gnals (shape, duration, or amount) dependmg on their onentatron within the
excitahon/detection path  As such, mdrviduals withm a homogenous population can

geacrate a broad spectrum of erussion charectenstics that may overlap with the emisston
charactenstics of mdividuals from another homogenous population obviating or reducing
the ability to resolve the individuals of the two populanons

Another mgmficant problem with convenhona! flow cytometer technologies, and
other technologies, can be that objects are not umformly exposed to the excitation source
Conventional beam shapmg optics may not provide umform exposure to laser hght when
the objects are close to the periphery of the beam.

Another sigmficant problem with conventional flow cytometer technologies can
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be that objects, such as spermatozos, can be exposed to the excitanon source for
umnecessarly long periods of tme  Irradiation of cells, such as spermatozoa, with laser
light may result in demage to the cells or to the DNA contamed withm them.

Another significant problem with conventional flow cytometer technologies can
be that there may be a distuption of the lamunar flow withm the nozzle by the mjection
tube Disruption of the lamunar flow can change the onentation of uregularly shaped
objects wathin the flow and lower the speed of sortmg and the punty of the sorted

populations of X-chromosoms bearing sperm or Y-chromosome bearng spermatozoa.

There may be addihonal problems with technologies that utithze stam bound to the
nuclear DNA of sperm cells. First, because the DNA in the nucleus 1s haghly coadensed
and flat 1n shape, stoichiometne stammng of the DNA may be difficult or mmpossible.
Second, staaned mucler may have a high mdex of refraction. Thard, stain bound to the
DNA to form &8 DNA-stain: complex may reduce fertlization rates or the viabihty of the
subsequent embryos Fourth, the DNA-stain complex 1 typically iradiated wath ultra-
violet ight to cause the stam to fluoresce This uradiation may affect the viability of the
spermatozoa. Due to these vanous problems, 1t may be preferable to use a method that
requires less or no stan, or less or no ultra-violet mdiation, or less or none of both.

With respect to generating high punty samples of X~chromosome besning sperm
cell or Y-chromosome bearing sperm cell populations (whether live, fixed, viable, non-
vigble, mtact, talless, or as mucler), or generally, with respect to detecting small
difftrences in photo-generated signal between senal events having relatively high incident
hght flux, or with respect to onenhng uregularly shaped objects 1n a flwd stream, or
eliminating comcident events withim an optical path, or removing undesirably oriented
objects from analysis, the mnstant invention addresses every one of the above-menhoned
problems 1n a practcal feshuon

IL DISCLOSURE OF THE INVENTION
A broad object of the mvenhon can be to provide 1solxted high punity X-chromosome
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beanng and Y-chromosome beening populations of spermarozoa. [solated non-naturally
occuwmng populations of spermatozog that have high punty have numerous applhicanons

mcludmg sex selection of offspnng from mammals, vanous m vitro protocols for the
fertilization of ova, various m vivo protocols such as artificial insemunanon, busmess
methods mvolving the production of pnze ammsls or meat amimals, or preservation of rare
or endangered ammals, to recate but a few of the applicabons for igh punty populshons of
spermatozoa.

Another broad object of the mvenhon involves both devices and methods for the
production of mgh punty X-clromosome beanng and Y-chromosome beanng sperm samples.

Perticular embodiments of the mvention are described, which may be used in
numerous applicabons as above-mentioned, that can be used to achieve the specafic objects
of differentiating between bnight photoemismve events having small measurable differences
in total hght flux, onenting wrregularly shaped objecty in 2 fuid stream, the muumzation of
comeident events within an optical path, the removal of signsl contnbuted by undesired
unonented objects within an optital path (including the removal of the obyect itself), and the
encapsuigtion of regularly shaped objects within a droplet.  As such, the specific objects
of the mnvention can be quite varied

Another broad object of the invention can be to provide X-chromosome beaning or
Y-chromosome bearing spermatozoa samples (bive, fixed, viable, non-viable, ntact, tmlless,
or sperm muclei) having a graded level of hugh punty m the range of 80%, 85%, 90%, 95%,
or even greater than 95%

Another mgnificant object of particular embodiments of the mvention can be to sort
spermatozoa mto X-chromosome bearing and Y-chromosome beanng populabons having
lugh punity even at lugh separation rates  The lugh speed separation can produce hive sperm
of each sex at rates of about 500, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8,000, 9,000
or even 10,000 per second, or gher

//
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Another sigmficant object of particular embodiments of the invention can be to
substanhally ehrmmate or remove spermatazoa (Live, fixed, viable, non-viable, imtact, tmlless,
or sperm nuclei) havmg tndesired ortemation n the excitation/detection portion of the flow
path of a2 flow cytometer

Another sigmficent object of particular embodiments of the mvention can be to
provide srtificial msemmation samples of X-chromosome bearmg or Y-chromosome bearmg
spexmatozoa having a high level of punty

Another sigmficant object of particular embodiments of the mventon can be to
provide m viiro msemnation samples of X-chromosome beanng or Y-chromosome beanng
spermatozos having a hugh level of punty

Another sigmificant object of a particular embodiment of the mvention csm be to
preselect the sex of offsprmg of females msemmated with ngh punity artificial meemunation,
samples, the sex of offspnng of ova ferilized with lugh punty artificial msemination
samples, with selection success rates of 80%, 85%, 90%, 95%, or greater than 95%

Another mgnificant object of particular embodiments of the mnvention can be to
differentiate between photoemssive events having small differences in total emutted hght

flux

Another sigmficant object of parhcular embodiments of the mvention can be to
substantially ehmunate or reduce the smount of background noise gemerated by &
photomultpher tube, even in the absence of Light, dunng the penod after exposure to high
mncident light flux.

Another sigmificant object of parhicular embodiments of the mvention can be to
substantially elminate saturahion of the photocathode of photomultipher tube(s) used m
conjunchon with flow cytometry, or otherwise

S
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Another sigmficant object of particular embodiments of the invenhon can be to
reduce the number electrons mugrahng from the photocathode of a photomuitipher tube to
the first dynode.

Apother mgnificant object of particular embodiments of the invennion can be to
reduce the total flow of electrons to the N electrode of a photomultiphier tube.

Another sigmficant object of parhicular embodiments of the mvention can be to allow
mcreased hight flux to the photocathode of the photomultiplier tube without proportionately
mcreasmg the amount of background mgnal generated by the photonmitipher tube.

Another sigmficant object of particular embodimenta of the mvenhon can be to
1ncrease the signal to background signal ratio froma measired photoermissive events.

Another sigruficant object of particular embodnments of the mvention can be to allow
increased amphfication of the signal generated from the photomulirpher tube durmg high
mcident light flux events or senal high mcident hight flux eveats without saturatmg the
photocathode of the photomultiplier tube.

Another sigmificant object of particular embodiments of the invention can be to
mncrease the apparent resolution of chromatograms or histograms resulting from sorting
fluorochrome stamned sperm, or other cells, or other objects, having small differences 1
emmtted hight flux upon excrtation of the bound fluorochrome(s)

Another mgmficant object of particular embodiments of the mvention can be to
mmprove the calibrahion of sorting flow cytometer instruments when used for sortmg

spermatozoe.

Another sigmificant object of particular embodiments of the mvention can be to
merease the sperm sorting mate of flow cytometer systems

/3
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Another significant object of particular embodimants of the inventon can be
mncrease the punty of the sperm samples sorted by flow cytometry

Another sigmficant object of particular embodiments of the mvenhon can be to
provide techmuques for the sortmg of X-chromosoms bearmg sperm from Y-chromosome
bearmg sperm where there 13 a small difference m the amount of Y chromosome DNA to the
amount of X chromosome DNA relative to the total amount of nuclear DNA.

Another sigmficant object of particular embodiments of the inventon can be to
provide techmiques which improve the spperent resolution of histograms generated duning
the process of soring X-chromosome beanng sperm from Y-chromosome bearng sperm
with a flow cytometer

Another sigmficant object of partcular embodiments of the mvention can be to
provide beam abaping ophcs which mmmmzes comcidence of objects within the
excitation/detection path

Another sigmficant object of parucular embodiments of the maventon can be to
provide beam ghaping ophcs that rummizes the total humens an object 18 exposed to
traversmg the excitation beam. One aspect of this object can be to decrease the total lumens
an object 1s exposed to A second aspect of this object can be to increass the power of the
Light source without increasing the total lumens the obsect 15 exposed to

Another significant object of particular embodiments of the mvenhon can be to
provide beam shaping optics that allow for uniform exposure of objects that pass through

the optical path.

Another sigmficant object of parucular embodiments of the mmvention can be to
provide a nozzle that onients uregularly shaped objects m a fluid stream  One sspect this
object can be to ortent elongated objects mn the same direchon A second aspect of thus object
can be to onent dorso-lateraily flatted objects 1n the same direction

Y
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Another significant object of parhicular embodiments of the invention can be to
merease the punty of the sperm samples sorted by flow cytometry

Angther sigmificant object of particular embodiments of the mvention can be to
provide techmques for the sorting of X~chromosome bearmg sperm from Y-chromosome
bearmg specm where there 15 a small difference m the amount of Y chromosome DNA to the
amount of X chromosome DNA relative to the total emount of nuclear DNA.

Another mgmficant object of particular emhodmments of the mnvention can be to
provide techmques which improve the apparent resolation of histograms generated durmg
the process of sorting X-chromosome bearmg sperm from Y-clmomosome bearing sperm
with a flow cytometer

Another sgmficant object of particular embodiments of the invention can be to
provide beam shsping opucs which mmimzes comcidence of objects within the
excitatron/detection path.

Another sigmficant object of particular embhodiments of the invention can be to
provide beam shaping optics that miminmzes the total lumens an object 13 exposed to
traversing the excitanan beam. One aspect of this object can be to decrease the total lamens
an object 13 exposed to A second aspect of this object can be to mcrease the power of the
hight source without mcreasmg the total lumens the object 18 exposed to

Another sigmficant object of particuler embodments of the invention can be to
provide beam shapig optics that allow for umform exposure of objects that pass through

the optical path

Another sigmficant object of particuiar embodiments of the mvention can be to
provide a nozzle that onents uregularly shaped objects mn a fliud stream. One aspect thus
object can be to onent elongated objects n the ssme direction A second aspect of thns object
can be to orient dorso-Ieterally flatted objects in the same direction.

yZe
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Another sigmficant object of parncular embodmments of the invention can be to fully
encapsulate uregularly shaped objects within a drop of flmd.

Another sigmficant object of particular embodiments of the mventon can be to
5 differentiate undesirably oniented objects from desirably onented objects 1n a fluid stream.

Another object of an embodiment of the mventon can be to provide differential
mterference contrast technology, whereby the object-plane consists of 2 flud stream carrymng
the obyects of mterest, and whereby the image-plane can be used to measure the signal from

the passing objects

10 Another object of an embodmment of the mvenhion can be to provide optics that form
two laterally separated 1mages from each object in such a way that one can be used to
mmﬂ:zmﬂwhme,mdmtgdetemeﬂmmm This way, objects that wers
not onientated properly to allow a accurate measurement of 1ts vohume can be discarded. This
can be accomphshed by modifications so that the kght pulses, resulting from these two

15 mnages can be detected mdependently usmg two pinholes mm the mmage plene. Optics are
tuned 1n such a way that a first image can give nse to a hight pulse proportional to the
volume of the object, and that a second mmage can give nse to & hight pulse dependent on the
on:mntheobjecthndwhmﬂwlsmmed

Another object of an embodiment of the invention can provide & manner of

20 compensating for the fact that the objects are contained mnside a flnd stream The flmd

stream can be a cylmder of water, for example, wiich acts as a cylmndrnical lens, thus

tistorting the mmage of the obyect. Ophically, thus corresponds to cylmder of hugher refractive

index (water) then 1ts surrovndings (arr) The compensation disclosed 1n this mvention can

consist of, for example, a cylnder having a refrachive index lower than 1ts survoundings,

25 although other compensatmg elements of vanous shapes and refractive 1ndex may also be

desigued as the need requires By malang sure the light passes through this compensation

element, the optical effect of the flurd stream can be compensated by the exactly opposite
behavior of the compensaton element

10
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Naturally firther objects of the mvention are disclosed throughout other areas of the
specificanon and clauns

IV BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
Figure 1 shows a generahized flow cytometer

Figure 2 ghows a second view of a generalized flow cytometer

Figure 3 shows a companson of univanate histograms from flow cytometers (#1, #2,
amd #3) without the amphifier mvention (Figure 3A) with umvanate histograms for the same
flow cytometers using a particular embodiment of the amphficaton 1mnvention (Figure 3B)
ilustrating the mmproved resolution between X-chromosome beanng and Y-chromosome
beanng populahons of bovine spermatozoa.

Figure 4 shows umvanate and bivanate listograms illustratmg the conventional
resolution between X-chromosome bearng and Y-chromosome beanng populations of
bovine spermatozoa.

Figure 5 shows univanate and bivanate nstograms 1ilustrating improved resolution
between X-chromosome bearing and Y-chromosome bearmg populations of bovme
spermatozoa usmg a particular embodiment of the amphfication mvention

Figure 6 shows a second example of umvanate and bivenate lstograms 1llustratng
the conventional resolution between X-chromosome beanng and Y-chromosome bearng

populanons of bovmne spermatozoa.
Figure 7 shows a second example of umvanate and brvanate lmstograms 1llustrabhng
the mnproved resolohion between X-chromosome bearmg snd Y-chromosome beering

populstions of bovine spermatozoa using & particular embodment of the amphfication

mnvention

11
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Figure 8 shows umvanate and bivanate histograms rllustrating the conventional
resolution between X-chromosome besnng and Y-chromosome beanng populations of
equne spermatozoa

Figure 9 shows umvanate and brvanate hstogrems illustratng the mproved
resolution between X-chromosome beanng and Y-chromosome beanng populations of

equine spermatozoa using a particular embodiment of the amplificathon mvention.

Figure 10 shows univenate and brvanate hstograms illustrating the improved
regolution between X-chromosome beanng snd Y-chromosome bearmg populations of
eqmne spermatozoa nuclel usmg a parhcular smbodiment of the amphfication mvention.

Figure 11 shows a particular embodment of the circuit board modification to make
the amphficanon ;nvention with regpect to a MoFlo® flow cytometer

Figure 12 shows an electrical schematic diagram of a parhiculer embodiment of the
amphficahon mvention wath respect to a MoFlo® flow cytometer

Figure 13 shows the laser beam pattern using convenhonal beam shape optics (Figure
13A) and the laser beam pattern using the reduced height beam shape optics (Figure 13B)

Figure 14 shows a bar graph that compares the punty of separated X-chromosome
beanng spermatozos (Figure 14A) and Y-chromosome beanng spermatozoa (Figure 14B)
using conventional techmology or using the amphfication mvention mdependently or in
conjunction with reduced height beam shapmng optics

Figure 15 shows a front view of the reduced height beam shaping ophics

Figure 16 shows a top view of the reduced height beam shaping optics

Figure 17 shows a perspective and two cross sections of the object onentmg nozzle

12
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myveniion

Figure 18 shows a graded senes of cross sections of the obyect onenting nozzle
mvenhon.

Figure 19 shows a front view and an end view of an embodiment of the beveled
5 myection tnbe mvention

Figure 20 1llustrates the removal of undesired unonented spermatozoa (RUUS)
mvenhion by companson of mgnal(s) from the onented spermatozoa (Figures 20A and 20B)
and the signal(s) from the unonented spermatozoa (Figures 20C and 20D)

Figure 21 shows a perspechve of another embodiment of the beveled myection tube
10 mvention having a paddle shaped beveled blade

Figure 22 shows a conventanal optics technology coupled to a flow cytometer

Figure 232 shows the shape and size of a typical spermatozoon and Figure 238
shows the difference between correctly and non-correctly anentated spermatozoa

Figure 24 shows an embodiment of the invention having construction allowing the
15 measurement of two signals, for example volume and onemtation.

Figure 25A and B shows an embodiment of the invention havmg two halves with a
pmhole corresponding to each balf, Figure 25C shows an mmage plane of an embodment of
the mvention, Figure 25D shows en embodiment of the mvention having two mdependently
rotatable polanzers

20 Figures 26A and 26B 1llustrates the compensahon method for the fhnd stream for an
embodmment of the invention, Figure 26C shows an embodnnent of a compensation element,
26 D shows another embodiment of & compensanon element where unages of 2 fluid stream
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and from the compensation element fall on top of each other 1n the image plane.
Figure 27 shows an embodiment of the interference optics mvention
Figure 28 shows an a second view of the interference optica invention.

\'4 MODE(S) FOR CARRYING OUT THE INVENTION

The mnvention involves i1solated high punty X-chromosome bearmg and Y-
chromosome beanng populations of spermatozoa or spexm cells High punty X-
chromosome beanng sand Y-chromosome beaning populations of spermatozoa can
comprse populanons of mtact hve spermatozoa, and may also cormpnse populations of
tailless spermatozoa (sperm mucler), or populzhions of other viable or non-viable forms of
spermatozoa, as may be desired While particular examples are provided that describe the
mvenhon 1 the context of separating intect hive sperm cells each having a sperm cell
head, necks, and tail, 1t should be understood that the technologies descnbed can have
various epplicanons with respect to sperm nucle: as well X-chromosome beanng and Y-
chromosome bearmg populations of spezmatozoa should further be understood to
encompass spermatozoa from any male of a species of mammal including, bat not hmited
1o, spermatozoa from humans and spermatozoa from commonly known ammals such as
bovids, equuds, ovids, caruds, fehds, goats, or swine, 23 well as [ess cormonly known
ammals such as elephants, zebra, camels, or kudu This list of ammals 19 intended to be
exemplary of the great vanety of ammals from which spermatozoa can be routinety sorted
at 0% or greater punty, and 15 not intended to lrm:t the description of the mveation to the
spermetozoa from any particular species of mammals

High punity separated spermatozoa from the vanous species of mammals can be
mncorporated 1nto products that can be used with artificiel insemination protocols or as
part of commercial business methods such as those as descnibed 10 Umted States Patent
Apphcation Nos 60/211,093, 60/224,050, or Patent Cooperation Treaty Application No
US99/17165, or be used with low dose msemunation protocols as described m Patent
Cooperahion Treaty Apphcahon No US98/27909, or used 1n vitro ferihzanon of oocytes

14
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from ammals, mcluding humans, as described m Umted States Patent Applhicanon No
60/253,785, each of the above-mentioned references are hereby incorporated by reference

The use of the term purity or lugh punty should be understood to be the perceat of
the 1solated spermatozoa populstion beanng a particular differentising charactenstic or
5 desired combmation of charactenishcs For example, where a population of spermatozoa
are separated based upon bearing an X-chromosome as opposed to 2 Y-chromosome, a X-
chromosome beanng population having 90% punty comprises a population of
spermatozoa of which 90% of the individual spermatozos bear an X-chromosome while
10% of such population of spermatozoa may bear a Y-chromosome As such, ugh punty
10 wrth respect to X-chromosome beanng populations or Y-chromosome bearng
populations can compnse a punty selected from the group consisting of between 90% to
about 100%, between about 91% to about 100%, between about 92% to about 100%,
between about 93% to about 10095;. between about 94% to about 100%, between about
95% to about 100%, between about 96% to about 100%, between about 57% to about
15 100%, between about 98% to about 100%, between about 99% to about 100%

Importantly, while numerous embodiments of the mnvention descnbe 1solated high
punty X-chromosome and Y-chromosome beanng populations of spermatozoa, and while
the description firther discloses high punty spermstozoa separetion devices and methods
of how to 1goizte and how to use 1solated hgh purity populations of spermatozos, the

20 basic concepts of the mvention should be understood to be applicable to other types of
particles or events having particle differentietion charactenstics or event differentiation
cheracteristics It should be understood that the mvention can be apphcable to 2 vanety of
circumstances m which resofving small differences in photogensrated smignal may be
necessary, such as product defect detection, field fiow fractionation, Liqud

25 chromatography, electrophoresis, computer tomography, gamma cameras, ttme of fight
mstruments, or the like as would be readily understood by those skalled 1n those arts

Moreover, while this disclosure provides descnptions of embodiments of
apparatug and methods for flow separation of X-chromosome beanng spenmnatozoa from
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Y-chromoscre beanng spermatozoas, the description of these embodiments of the
mvention is not meant to reduce the scope of the invention to cnly flow separation of
spermatozoa or only to high punty flow cviometer spermatozos separation systems but
rather these examples are intended to exemphify the basic concepts of the mventon n a
practical marmer so that thesy may be applied to the wade vanety of applications

Now refernng to Figures 1 and 2, a flow cytometer embodiment of the mmvention
18 shown which ncludes a particle or cell source (1) which acts to estabhsh or supply
particles or cells stamned with at lezst one fluorochrome for analysis  The particles or cells
are depoarted withun & nozzle (2) m & manner such that the particles or cells are mtroduced
mto a flud stream or sheath flnd (3) The sheath fluid (3) 15 usually supphed by some
sheath fluid source (4) so that as the particle or cell source (1) supples the particles or
cells mto the sheath fluid (4) they are concurrently fed through the nozzle (2)

In tius mapner it can be em-lyundmtoodhuw the sheath flmd (3) forms a sheath
flwid environment for the particles or colls Smee the vanons fluds are provided to the
flow cytometer at some pressure, they flow out of nozzle (2) and exat at the nozzle onfice
{5) By providing some type of oscillator (6) winch may be very precisely controlled
through an oscillator control (7), preasure waves may be established withm the nozzle (2)
and transmitted to the flmds enting the nozzle (2) at nozzle onfice (5) Since the
oscillator (6) acts upon the sheath flmd (3), the stream (8) exiting the nozzle onfice (5)
eventually and regularly forms drops (3) Because the particles or cells are surrounded by
the flud stream or gheath flutd environment, the drops (9) may entrain within them
mdividually 1solated particles or cells, and can be sperm ceils with respect to some
embodments of the mvention.

Since the drops (9) can entramn particles or cells, the flow cytometer can be used to
separate particles, cells, sperm cells or the ke based upon parucle or cell characteristics
Thes 15 accomplished through a particle or cell sensing system (10) The particle or c=ll
sensing system mvolves at least some type of detector or sensor (11) which responds to
the particles or cells contaned within flwd stream (8) The parncle or cell sensmg system
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(10) may cause an action depending upon the relative presence or relative absence of a
charactenstic, such as fluorochrome bound to the particle or cell or the DNA wathmn the
cell that may be excated by an uradistion source such as s laser exciter (12) generating an
uradiation beam to which the particle can be responsive. While each type of particle, cell,
5 or the nuclear DNA of sperm cells may be stmned with st least one type of fluorochrome
different amounts of fluorochrome bind to each mdividual parucle or cell besed on the
oumber of bmding sites available to the parheular type of fluorochrome used With
respect to spermatozoa, the avalability of bnding sites for Hoechst 33342 stam 13
dependant upon the amount of DNA contained within each spermatozoa. Because X-

10 chromosome bearng spermatozoa contain more DNA than Y-chromosome beanng
spexmetozoa, the X-chromosome beanng spermsatozoa can bind 2 greater amount of
fluorochrome than Y-chromosome bearng spermatozoa. Thus, by measurnng the
fluorescence emtted by the bound fluorochrome upon excitation, it 1s posaible to
differentiate between X-beanmng spermatozon and Y-bearmg spermatozoa,

15 In order to achieve separation and isolation based upon particle or cell
charactenstics, emmtted light can be received by sensor (11) and fed to some type of
separation discimmation gystem or spalyzer (13) coupled to a droplet charger whach
differentially charges each droplet (9) based upon the characteristics of the particle or cell
contained within that droplet (5) In this manner the separation discnnunation system or

20 amslyzer (13) acts to permut the electrostatic deflection plates (14) to deflect drops (9)
based on whether or not they contam the appropriate particle or cell

As a requit, the flow cytometer acts to separate the particle or cells (16) by causing
them to be dmrected to one or more collection contaners (15) For example, when the
analyzer dufferentiates sperm cells based upon & sperm cell charactenstic, the droplets

25 entraning X-chromosome beanng spermatozos can be charged positively and thus deflect
m cone direction, while the droplets entravung Y-chromosome bearmg spermatozoa can be
charged negatively and thus deflect the other way, and the wasted stream (that 15 droplets
that do not entraun a parhcle or cell or entram undesired or imsortable cells) can be left
uncharged and thus 1s collected m an undeflected siream mtfo s suction tube or the like as
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discussed 1 United States Patent Apphcation 09/001,394, hereby mcorporated by
reference herem. Neturaily, numerous deflecuon trajectories can be established and
collected ssmultaneously

To routmely separate particles, ceils, sperm cella, or spermatozoa (intact, live,
fixed, viable, non-viable, or nuclet) mto lgh punity X-chromosome beanng and Y-
chromosome beanng populations, the particle differentiztion apparatus or methods used

must provide hugh resolution of the differentiahon charactenstics that are used as the bass

of analyms and separation.

With respect to spermatozoa, differentiating betwoen the ight emitted by the
fluorochrome bound to the nuclear DNA of X-chromosome beanng sperm cells and the
hght emitted by the fluorochrome bound to the nuclear DNA of Y-chromosome bearing
sperm cellg may be difficult as discussed above.

In many apphcations, the total emtted hght from photoermssive events incident to
the detector, which can be a photomnltiphier tube, can be high while the difference
between the emutted hight of each photoemssive events to be differentiated can be small
The problem can be exacerbated when the photoemussive events happen senally at ugh
rate of speed and the ime penod between photoermssive events 18 ghort, such as with
gh speed cell sortmg usmg flow cytometers When separating particles, cells, or sperm
cells based upon the difference m boumd fluorochrome the cells flow past an excitation
source and a ugh number of cmissive events per second can be established. As a result,
the amount of emitted light generated 1n the stream of paxticles, cells, or sperm cells, can
be enocrmous As the speed of the stream 15 increased, the intercept pomnt wath the
excitahion source becomes very bright. This lugh level of ncident hight upon the
photocathode of the photomultplier tube can cause a very low signal to background
signal etio The amount of background signal can be finther exacerbated when
flzorochrome such as Hoechst 33342 cam be used to lsbel the nuclear DNA of sperm
cells
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Most solutions to the problem have focused on decreasing the total amount of
hght flux upon the photocathode tube by placing optical filters 1n front of the
photomultiplrer mbe Thrs approach does not change the proporuon of signal to
background signal and subsequent attempts to mcrease the sensitivity of the

photomuitipher tube generates additional background mgnal as the photorauttiplier tube
saturates from the amount of background mgnal

Typically, photomultipher tubes have en operation voltage range of about 400
volts to about 900 voits The lower it of Iinear operation of standard photomultipher
tubes, such as the R928 and R1477 photomultipher tubes available from Hamamatsu
Corporahion, may be about 300 volts As such, equpment or instruments which employ
photomultipher tubes are configured to operate such photomultiplier tubes at or above
400 voltz Even where reduction of the number of electrons at the anode 15 desired, as
disclosed 1n Unated States Patent Nos 4,501,366 and 5,880,457 the voltage between the
photocathode and the first dynode 1s mamtained at a high voltage and reduction of the
electrons at the anode 15 accomphshed by etther decreasing the voltage to the remamnmg
dynodes, or the mherent dark noise or shot noise 15 filtered out electromcally

Unexpectedly, reducing the amount of voltage to the photomulhpher tube below
400 volts to about 280 volts, or about 250 volts, or even to 0 volts can allow small
differences m photoemussive light to be differentiated even when the total light enntted
from each photoermasve event 18 kigh, or even when there are & high mumber of braght
senal events per second With respect to the rate of photoemmusaive events generated
from the irradiahion of fluorochromes bound to the muclear DNA of spermatozoa, the
mvention allows the rate of photoemnussive events that can be achieved dunng separation
of spenmatozoa 1nto X-chromosome bearng and Y-chromosome beanng populations to
be increased to a separable event rate of at least 5000 separable events per second, at l=ast
6000 separable events per second, at least 7000 seperable events per second, at least 8000
seperable events per second, at least 9000 scparable events per second, st least 10,000
scparable events per second, et least 11,000 separable events per second, at least 12,000
separable events per second, at least 13,000 separable events per second, at least 14,000
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separable events per second, at least 15,000 separable events per second, at least 16, 000
separable events per second, at lesst 17,000 separable events per second, at least 18,000
separable events per second, at least 19,000 separable events per second, at least 20,000
sepamable events per second, at least 25,000 separable events per second, at least 30,000
5 separable events per second, and at least 35,000 separable events per second, or greater

As a specafic example, existing Cytomaton SX MoFlo® sarting flow cytometers
are configured to operate the photornultipher tube at 400 volts mmmum. The gan can bs
adjusted to operate the photomultiplier tube at igher voltages but not lowsr voltages SX
MoFlo® flow cytometers can be converted by reconfigunng the photomultpher

10 controllers The R16C resistor (2 49 knlohms) on channel three can be replaced by 2 2 0K
resistor to alter the gamn of the amplifier that controls the photomultipher tbe. This
conversion allowed the photonmltipher tube to be operated at about 280 volis Similar
conversion of SX MoFlo® flow cytometers with two 3 75 kilohm resistors m parallel, or
2 1 3 kalohm resistors can allow the photomulisplier tube to be operated at voltages of

15 about 200 volts, or just above zero volts, respectivoly  Also with respect to this
convarsion, the neutral density filter 1n front of the photocathode can also be removed as a
result of operehing the photomultpher tube ontside of the typical operation voltage range

This convernion unexpectedly mncreases the signal to noise ratio of the
photoermssive event as 1t 15 translated to an electronic aignal by the photommltiplier tube.
20 The cleaner signal may then be amplified by mcreasing the gain emphfier to the analog to
digital converter of the analyzer (13) to the appropnate level and output may be generated
as umvariate or bivanate histograms

Now refernng to Figure 3, a companson of umvariate mstograms generated on
three different SX MoFlo® flow cytometers (#1, #2, #3) pnior to the use of the mnvention
25 (Figure 1A), and using the mvention (Figure 1B) with respect to the separation of ntact
hive gjaculated bovine sperm are shown. Az can be understood from the univanate
histograms, the resoluton {the apparent differentiation of the X-chromosome besring
population from the Y-chromosome beanng populahon represented by the valley between
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peaks) of mtact hive X-chromosome bearmg spermatozoa (17) from hive Y-chromosome
bearmg spermatozoa (18) can be substannaily improved by use of the mvantion

The mean separation rate or sort rates of ntact hve spermatozoa pnor to use of
this embodunent of the mvention with the SX MoFlo® flow cytometers was about 17 9 x
10¢/4 5 hours of both X-chromosome beanng spermatozoa and Y-chromosome bearmng
spexmatozoa (1 ¢ about 1,100 separations or soris per second mn cach of two streams — the
first stream X-chromosome bearmg spermatozoa and the second stream Y-chromosome
beaning spermatozoa) at about 87% punty with a range of 84% to 93% punty The
separable event rate was 22,000, 23,000, and 20,000 respectively for the three sorts

The mean sort rates of ive spermatozoa after the above-mentioned conversion was
about 40 3 x 10°/ 4 5 hour sort (1 e. about 2,500 sorts per second per stream) at about
90 8% punty with a mnge of 89% to about 92% The events per second were 13,000,
15,000, and 19,500 respectively for the three sorts

As can be understood from the data not only did thus embodiment of the invention
result m increased purtty of the separated spermatozoa populations but aiso allowed the
separation rate or sort rate to be more than doubled while the separable events rate was
actually decreased.

Surularly, refernng now to Figures 4 and 5, winch show bivanate histograms
from sorting of mtact live bull spermatozoa with the SX MoFlo® flow cytometer #1 prior
to using the mvention (Figure 4) and after the above-mentioned conversion (Figure 5)
Pnor to using the mveaton, the SX MoFlo® flow cytometer was imtally operated at 440
volts at the photocathode with the laser adjusted to 135 MW, & gam of 1X and with a
neutral density filter of 1 0 (1/10th amplitude) at about 10,000 events per second. Upon
using the mvention, the $X MoFlo® flow cytometer was operated at about 262 volts at the
photocathode, with the laser adjusted to about 100mW, a gain of 4X, without the neutral
density filter, at about 10,000 separable events per second  As can be understood from
this data there 13 a Iarge increase n resolution as evidenced by the mncreased depth of the
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valley between the X-chromosome bearing population (19) and the Y-chromogsome
beanng population (20)

Similarly, referring now to Figures 6 and 7, which show bivariate histograms from
sorting of urtact ive bull spermatozoa with the SX MoFlo® flow cytometer #2 before
using this embodiment of the mvention (Figure 6) and upon using this embodiment of the
mvention (Figure 7) operated at the same parameters as shown m Figures 3 and 4
respectively Again there can be & large increase m resolution as evidenced by the depth
of the valley between the X-chromosome beanng population (21) and the Y-chromosome

beanng population (22)

Now referring to Figures 8 and 9, which show bivanate histograms from
separation or sorting of intact hive equine spermatozoa with the SX MoFlo® flow
cytometer before uning this embodunent of the invention (Figure 8) and upon using tins
einbodiment of the mvention (Figure 9) When using this embodiment of the mvention,
hve equine spermaiozoa were separated or sorted with the laser power at 100mW wath the
photomuitipher tube voltage below 300 volts The separation rates or sort rates exceeded
4,800 sorts per second average at 12,000 events per second. The mcreased resolution of
the X-chromosome beanng population (23) and the Y-chromosome bearing population
(24) 13 dramatic The data shows that about 8 to about 9 chanmels separahon can be
achieved with this embodiment of the 1nvention as compared to 5 channels of separation
between the peaks without the use of this embodiment of the mvention The punty of
both the sorted X-chromosome bearng population and the sorted Y-chromosome beanng
population was about 93%

Now refernng to Figure 10, which shows a univanate histogram and a bivanate
dot plot from sorting of Hoechst 33342 stained stallion sperm nucler (S-05400) separated
using this embodiment of the mvention. The mucle: were prepared from freshlv ejaculated
stallion sperm  The sperm were washed by centnfugation, somcated and the resultant
heads and tayls separated using Percoll density gradient centnfhgation. the isolated heads
were washed, fixed with 2% formalin and then stamed with Hoechst 33342 The stamed
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nucle: were stabihized usng sodwm azide (0 5%) The sample was run at 5000 events per
second to produce the istograms The stamned nucle: were then used to calibrate an SX
MoFlo® flow cytometer was converted as above-mentioned to incorporate the
photomultipher tube embodiment of the inventon. Compensation was used to level the
two populations (X staned nucler and Y stamned nucler) in the bivanate piot  Note that
the two populations of equme sperm mucle: are nearly fully resolved to basehne as shown
by the umvanate plot.

Now refernng to Figure 11, a modification specafically for SX MoFlo® flow
cytometer mciudes the uge of two resistors 1n pamallel to provide the correct value of 1 8K
Two 3 57K resstors (25) and (26) are equal to about 1 785K which can be sufficiently
close to the value to be effechve  With this modificanion the photomultiplrer tube on this
particular mstrument can then be run at about 200 volts Naturally, a sumilar
modification can be made to other flow cytometer mstruments or other mstruments which
use a photomultipleer tube to measure the amount of hight emtted from particular events
Figure 12, provides a electrical schematic dragram for thus particular embodiment of the
mvention

Another important embodiment of the mvention can be a reduced heaght
arachation beam pattern ophics  As shown by Pigure 13A, conventional yrradiation beam
shaping ophics generate 2 beam pattern (27) that can have a height can be greater than
much greater than the height of the sperm cell head(s) (28) passing through 1t Asa
result, more then a single sperm cell head contaimng fluorochrome bound DNA can enter
the rradistion beam pattemn at the same tme  In that case, the fluorochrome(s) bound to
the DNAs contamed within the multiple sperm heads can be excited smultameously and
fluoresce within a single emussive event. As such, the prior or subsequent emusstve ovent
can wclude comeident hight flux contributed from other sperm head(s) in the beam pattern
(27) Ths results in a reduced difference in mean Light flux between Light emussive
events which distnguish between X-chromosome beanng spermatozoa and Y-
chromosome beanng spermatozos. It can also decrease the difference m mean Light flux
between events that compare hght emissions of X-chromosome beanng spermatozoa or
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Y-chromosome beanng spermatozoa. Importantly, comcident excitathon of fluorochrome
bound to multipie DNAs increases the mean bnighiness of the events malang the
measurable difference m light flux between events an even smaller percentage of the total
hight flux emutted This mekes quantification of the differences between events even more
cufficult

By reducing the heaght of the beamn shape as shown by Figure 13B, the
comcidence of multiple sperm heads bemng within the reduced height beam (29) pattern
durmg the sarne measured event 15 reduced  Thea results m an increased mean difference
between hight cmissive events which dishngwish between X-chromosome bearing
spermatozoa and Y-chromosome beanng spermatozoa. It can also reduce the mean total
light flux for each measured enmssive event. For particuler embodiments of the mvention
used for sortmg bovine spexm whuch have a nucleus of about Sum, it has been found that
the height of the beam can be sbout 20 pm In thus appheation, it has been found that
vertical beam heighis of less than 20pm did not provide an additional gam 1n resolution.,

Refernng to Figure 14, 1t can be umdarstood that the use of reduced height
uradighion beam pattern optics can unprove the purity of sorted populations of X~
chromosome beanng bovine spermatozoa (Figure 14A) saud sorted populahons of Y-
chromosome bearing bovine sperm (Figure 14B) that have been stained with Hoechst
33342 stmn  This 15 true for both 25% and 40% sort gates of the umivaniate peak. As can
oe further understoad from Figure 14, the reduced height beam pattern optics can improve
punty of separated spermatozoa independent of any other aspect of the inventon, such as
modificahon of photomultipher crrcmtry embodiment of the mnvention {new PMT) as
descnibed above, or can be used tn comjunction with the modified photomuinpher
embodiment of the mvention to increase the punty of separated spermatozoa samples
even further

Anpther advamage of the reduced height beam pattern optics can be that the
transit time of the spermatozoa in the excitahon laser beam or nraciation beam can be
reduced A reduced amount of rradiation tirpe within the excitation laser beam may
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result 1n less siress or damage to the spermatozoa

Agamn referrug to Figure 14B, 1t can be understood that the reduced height beam
pattern can be used i conjunction wath a nradration beam pattern having greater area than
conventionally used. For example, conventional beam patterns (27), such as that shown
m Figure 14A, have an elliptical pattern of about 30 um X 80 um whuie the invention
when used for sorting bovine sperm generates optmmal resolution between X-chromosome
bearng and Y-chromogome bearmg populations when the beam has & 20 um X 160 um
beam pattern (29) The 20 um X 160 um beam pattern has approxmmately 1 3 tmes the
area of the 30 um X 80 um beam pattern  As such, there can be an mverse proportion in
loss of energy at the incident pomt This makes 1t possible to increase the excitation laser
power without concern for mcreasmg the mradiation damage to the spermatozoa.  For
example, 1f an instrument has conventonal beam shapmg ophics that produce a 30 um X
80um nradistion beam paitern and the excitahion laser 15 conventuonally powered at
150mW, then particular embodiments of the invention with a 20 um X 160 um beam
pattern can have an excitation laser powered at 300mW without increasing the total
amount of power at the incident pomt. Alternately, the excitation laser can be run at
150mW to take advantage of tho lower per umt area urachatron energy, decreased
uradiation damage, longer laser life, and the like

In companson to conventional beam shaping optics and conventional
photomultipher tabe amphfication devices, the reduced height beam pattemn ophics
mvention and the photomultipher tube amphfication mvention can mcrease the punty of
X-chromosome besnng and Y-chromosome bearmg populabons of spermatozoa by sbout

4%, or more

The beam shaping optics mvention (30) can be installed to a flow cytometer as
shown m Figures 15 and 16 4As can be understood, the light ematted (31) by laser
excitahion of fluorochrome(s) bound to the DNA contamned within spermatozos can be
detected by photomultiplier tubes (32) situated at 0 and 90 degrees relative fo the flat
surface of the sperm head (28) as 1t flows through the excitatton laser beam pattern
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As can be understood, stammed spermatozoz must be pumped through the
excitation besm or nradiation beam in & precise manner so that each sperm head 18
onented with the flat surface of the sperm head directed toward the photomultiplier tube
that 15 the 0 degree detector Accurste measurement of the DNA content of the
spermatozoa can only be measured from the flar surface of the paddle-shaped sperm
head(28) Thus, only that proportion of the spermatozoa that enter the exciation beam m
the proper onentation can be measured accurately and sorted based upon DNA content

Now refernng to Figures 17, 18, and 19, parhcular embodiments of the inventron
can also have an particle or sperm cell onenhng nozzle (33) that hydrodynamcally forces
the flattened sperm head 1nto the proper onentation as they pass 1n front of the
photomultipher(s) As shown by Figure 17, the onentmg nozzle has mtenor surfaces (34)
that form a cone-like shape. The mtemal cone gradually changes from cireular at the mlet
end (35) mto a mghly elliptical shape near the anifice (36) where the stream exts the tip
The onfice (36) can be crcular rather than elliptical. Thus, the mternal aspect of the
onenting nozzle (34) goes from a round entrance to a narrow ellipse to a round exat
shortly before the onfice(36) This mternal shape 13 further clanfied by the cross sechons
of the onentmg nozzle shown by Figure 18

As shown by Figure 19 and 21, the mjection tube (37)(which may be about 0 061
mches 1n chameter) can be used with the onentsnon nozzle (or with a conventional
nozzle) (33) which can be beveled near the tip to form a blade (38) The flattened blade
(38) can be onented at an angle 90 degrees from the greatest dimension of the ellipse in
the cnientation nozzle (33) The mternal ciameter of the injection needle can be about
0 010 mch m diameter formung a rounded onfice (39) n the center of the flattened needle
tube blade (38)

In particular embodunents of the beveled imection tube the beveled blade can be
configured m the paddle shape illustrated bry Figure 21 The paddie shaped beveled blade
can ass15t 10 mamtaimng lamnar flow of the sheath flmd withm the nozzle (whether
conventional nozzie or onientng nozzle) As such, the lamunar flow of hquid mantamed
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by the paddle shaped beveled biade presents less disrupnon of the objects myected mio 1t
Spermatozoa mtroduced imto the lammar flow of sheath flurd maintamed by an
embodiment of the imector tube mvennon having the paddle shaped beveled blade allows
for a 20%, 30%, 40%, 50% or cven greater mcrease in spermatozoa sorhng rates over
conventional 1jection tube technology High speed sorting of spermatozos at rates of
about 4,000 to about 10,000 sorts of each sex per second can be accomphshed. Hagh
punity (90% or greater) of the X-chromosome bearng and Y-chromosome beanng
populations can be established at even these high sort rates The njector tube invention
with the beveled paddle shaped tip can be used mdependently of or in combmation with
the other mventions descnbed herem or other technology such as that descnbed m Umited
States Patent Apphcation No 05/454,488 or International Patent Applicahion No
PCT/US00/42350, each hereby incorporated by reference.

As ghown by Figure 21, certamn embodiments of the beveled blade mjector tube
mvention or beveled biade paddle shape inventon can further include lammer flow
enhancement grooves (40) The lemunar flow enhencement grooves (40) assist 1n
mamtmmng a lammnar flow to the onfice of the myector tube. Agmn, the enhanced
lammar flow allows for more spermatozos to mantain the comrect onentation in the
lamunar sheath fluid flow resulting m higher numbers of sortable event rates which m tim
leads to lngher sort rates for each sex or spermatozoa

In another embodiment of the mvention, the onienting nozzle onfice (39) or other
conventonal can be sized to form droplets which encapsulate mtact live sperm as they
exat the onfice (39) Encapsulation of the sperm cells does not aceur in conventional
sperm cell entrammment technology Rather a portion of the sperm cell tw] resides outside
of the droplet For example, bovine sperm cells have a length of about 13 5 microseconds
when the flud stream has a preasure of about 50 pounds per square mnch (1 e the length
of time for the entire length of tha sperm cell to pass through the uradiation beam at about
50 pounds per square inch flud stream pressure) Convenhonal droplet formaton
techmques for entrarming bovine sperm cells establish a 14 microsecond droplet (1 e the
tume 1t takes to form a swngle droplet waveform m a flmud stream) from a nozzle having an
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onfice with a diameter of about 70 micrometers which can be made responsive to an
oscillator operated at about 35 kilohertz. As sucn, a portion of the sperm cell tail readily
protrudes from the droplet To prevent the sperm cell tal from protruding from the
droplet, ons embodiment of the droplet encapsulanon mnvention provides an onfice of
about 100 micrometers that can produce a droplet of about 28 microseconds at about 50
pounds per square imch at about 30 kulohertz. By entirely encapsulating the mtact hive
sperm cell, mcluding the tail portion, the sperm cell mteracts with the nozzle less upon
charging of the droplet and the deflection of the droplet can be more accurate. Thus leads
to less cross contammation of X-chromosome beanng sperm with Y-chromosome beanng
sperm and also allows deflected spermatozoa to be more umformly collected. Sperm that
are umformiy deflected can be directed to collection surfaces that are cushioned by
vartous hiquids Cushioming the separated spermatozoa can be important 1n reducing
siress as described 1n United States Patent Application No 09/001,394, hercby
mcorporated by reference  With respect to spermatozoa from other species of mammals,
the invention can be varied to produce droplet sizes to encapsulate the varymg lengths of
spermcells Depending on the length of the spermatozoa and the pressure of the flmd
stream the droplet encapsulahon mvention cen still achieve droplet formation rates of at
least 10,000 droplets per second, at least 20,000 droplets per second, at least 30,000
droplets per second, at least 40,000 droplets per second, at least 50,000 droplets per
second, at least 60,000 droplets per second, at least 70,000 droplets per second, at least
80,000 droplets per second, at least 90,000 droplets per second, at least 100,000 droplets
per second and so on up to about 200,000 droplets per second 1 some emboduments of
the droplet encapsulation mvention.

Even with the onenting nozzle mvention there will be a certain number of
spermatozoa, or particles, which are not properly onented in the beamn pattern. As
described above, 1f the onentation of 2 spenm head 15 not proper then the DNA content
cannot be measured accurately based upon the eputted hght. Particular embodiments of
the present invention provide for the removal of undesired wnonented spermatozoa
(RUUS) or particles withun a flud stream
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Refermng now to Fagures 16 and 204, 1t ¢an be understood that accurate
measurement of the DNA content of a spermatozoa depends upon the flat surface of the
paddle-shaped sperm head (28) bemng onented properly with the detector Thus, only that
proportion of the spermatozoa that enter the axcitetion beam in the proper onentation as
shown by Figures 16 and 20A can be measured accurately and sorted in to X-
chromosome beaning end Y-chromosome beanng populations based upon DNA content.
4s shown by Figures 20A and 20B, spermatozoa which transit through the excitanon
besm i proper onentation generate an onented emussion signal plot (40) that can be
shaped differently than the unonented emismon signal plot (41) that 15 generated by
uncnented spermatozoa shown by Figure 20D Naturally, the shape of the imonented
emussion signal plot (41) generated by unonented spermatozoa will vary depending on the
degree of improper ontentation 1n the excitahion beam These improper ontentahons can
include the oneatation shown 1n Figure 20C but can also mclude all manner of
onentations that rotate the sperm head any portion of a rotation that onents the surface of
the paddle-shaped head out of alignment with the detector (proper ahgrment shown by
Figure 16), or any portion of a rotation that onents the axs of the sperm head (42) out of
abigrment wath the direction of flow Naturaily, proper onentation may be defined
dufferently from species to species For some species, m which the sperm head 1s not
paddle-sheped, the proper onentation withun the excitation beam, or relative to the
detectors or otherwase, may be defined by other anatormical charactenshcs or signal
charactenstics. Nopetheless, an optmized signal for the properly onented spermatozoa of
vanous species within the excitahon window can bo generated as the standard emusg10n
signai plots for subsequent companson with senal emission events

By compenng the shape (or the integrated area or both) of each emiszion signal
plot with the standard emussion mgnal plot {or standard micerated ares or both)
established for an oneated spermatozoa of a species of manumal, unonented sperm can be
idennified, the s1gnal subtracted from umvanate or bivartate histograms, and the
unonented sperm can be affirmatively removed, if desired, so that unonented sperm are
not collected wmito exther the X-chromosome heanng population or the Y-chromosome

beanng population.
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Importantly, as the invention(s) improve(s) resolution between the two
spermatozoa populations bemng separated which mcrease the rate at wiach the populatrons
can be separated from one another, and improves the punty of the populstions that are
separated. As guch, it is now possible to sort spermatozoa at remarkably high speeds
Slhb;l: or separable event rates can be as ngh as about 35,000 per second (not
including comncident events — multiple spermatozoa within the excrtation/detection
wmdow at the same time) Eo_ﬂab_ﬁorsepmble event rates correlate with ugh
separation or sort rates which can be about 5000 to ebout 11,000 ntact hve sperm of each
sex per second with a punity of 90%, 92%, 93%, 95%, or greater The above-described
inventions also allow for even higher purity X-chromosome besring and Y-chromosome
beanng populations to be obtaned of about 97% to about 98% or even higher by reducing
the sort or separation rates to around 2000 hve sperm of each sex per second.

As can be understood, the above mventions descrnibed are particularly important in
achieving the mghest possible ﬂ or separable event rates and highest possible
resulting separation rates which can be at least 1,000 separations per second, at least
2,000 separations per second, at least 3,000 separations per second, at least 4,000
separations per second, at least 5,000 ssparahions per second, at least 6,000 separations
per second, at least 7,000 separations per second, at least 8,000 separations per second, at
least 9,000 separations per second, or at least 10,000 separatrons per secand of each sex
per second, or greater

The mnvenhon ajlows for high speed sornng, as set forth above, of spermatozoa
even when they are difficult to stamn, or have other anatomzical or chernical features, that
make differentiation between the X-beanng chromosome and Y-bearing chromosome
populations more difficult. Even in these dafficult cases, high punty X~-chromosome
beanng and Y-chromosome beanng populatons of bovine spermatozoa can be 1solated at
hugh punty of 92% to 93% by achieving sortable event rates of about 15,000 - 20,000
sortable events per second or higher as descnibed above, and sort or separation rates of
mtact hve spermatozoa of each sex (X-chromosome beanng and Y-chromosome beanng)
of 2000 mtact live sperm of each sex per second
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Now raferrmg to Figures 23 and 24, an embodiment of the imvention utilizes
differential mterference contrast technology to measure the volume of a particle or
capsule A basic embodiment of the mvention can comprise particles that have a
difference volume, such as sperm cell heads (28) that have a difference m volume
between X-chromosome beanng and Y-chromosome beanng sperm cells An
electromagnetic radigtion source (43) generates electromagnetic radiation or & beam of
electromagnetic radiation (44) hevmg imtal waveform charectenstics differentially
responsive to the difference m volume between the particles or sperm cell heads (28)
The electromagnetic radiation which can be laser light, but could also be numerous types
of electromagnetic mcizhon mcludimg, but not lrmited to, microwave radation, ultraviolet
radishon, or the hke Upon travernng the particle or capsule or sperm head volume
contamnmg phase shifhng material the electromagnetic raciation can be focused through
an objective lens (45) onto a detector (46) responstve to the waveform charactenistics of
the electromagnetic radiation. The detector can be coupled to an analyzer (47) The
mnalyzer can differentiate between particles based on the change in the waveform
charactenstics pnor to traversing the volume of the particle and after traversing the
volume of the particle and can snalyze the signal based on miegrated areas or signal shape
or both. In certain emnbodiments the mvenhon enalyzmg waveform charactenistics can
compnse supenmposmg 1mtal waveform charactenstics with altered waveform
characteristics upon traversmg the volume of the particle, capsule, or sperm cell head.
Supenmposing the imtial waveform charactenstics and the phase shifted waveform
charactenstic can differentially modulate the mtensity of the beam of electromagnetic
radiation m msmner that correlates to the amount of phase shift media the electromagnetic
radiatzon traverses The mventron mxy also mclude additional filters (438), such as color
filters

Now refermng to Figure 24, an embodiment of the optics imnvenhon involves using
dafferenhal interference contrast optics that increage the actual distance over winch the
hght 18 split up compared to conventional DIC microscopy which corresponds to the
resolution hmut of the mcroscope In this embodiment of the mvention, the mduced spht
15 larger than the si1ze of the objects, thus giving nise to two mdividual 1mages, separated
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laterally, ongmating from one object The second modificanon ivolves unng plates of
brrefringent matenal, such as Savart plates, at a location awsy from the objective lens
This embodiment of the imvention 15 easier to construct amcee the birefiingent materials do
not have to be located 1mmde the objective hougmg In conventional DIC microscopes the
brefrmgent matenal 18 used 1n the form of so-called Woilaston prisms, thet have to be
located mside the objechve housing, makmg 1t necessary to use expensive objechve
lenses that have been manufactured specifically for this purpose.

Componeuts of an embodmment of the mvention may be arranged 1n Ime wath each
other and comsist of a source of electromagnetic radiabon (43), for example, a Mercury
arc lamp, a spectral adyustment element, for example, a bandpass filter; 2 polarization
adjustment element (49), for example, a sheet polanzer (53) end a waveplate (54)
responsive to a rotatable mount, a ight condenser (51) allowmg the light to be condensed
onto the particle or sperm cell, for gxample, a condenser lens, or set of lenaes, or
mucroscope objective, a flmd stream (8) that may contmn particles or sperm cells (28),
for example a flmd yet ejected inder pressure, a hght collector (45) to collect the hight
from the partirle or cell, for example a 50x gh working distance microscope objective
and a tube lens, a beam splitter (50) to spht up the beam mto two, or more, components,
for example, a piece of birefrmgent matenal m the form of 8 Savart plate, mounted 1n
such a way that 1ts onentation and location can be cantrolled accurately; 1mage hight
selector (55) to select only the hght corresponding to the particle or sperm cell, for
mstance a set of pmholes, one pmhole (53) for each of the images formed

In one embodument of the invenhion, the components may be arranged m such a
way that the light source (43) or 1ts 1mage are [ocated af the back focal plane of the hght
condenser (45) often referred to as Khler type illurmnation. The image of the obyect
plane may best comade with the object hight selector (55) or pinkiole(s) (53), m order to
capture the hight from mdividual particles or sperm cells As shown m Figures 27 and 28,
components can be mounted on 2 sturdy aptical table, or bench, usmg mountings, posts,
and holders Components can be mounted m such a way that focusmg of the object plame
can be done accurately This can be done by equippmg the fimd stream with a stream
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position controller, such as micrometers, 1n order to turn the sream 1n and out of focus In
addition 1t mav be necessary to equp the hght condeaser (51) with & light condenser
poaition controller (61) allowing it to be focused onto the object plane. It may be
necessary to take special care about the mounting of the birefingent elements or beam
sphtter (50), a three ax1s rotahion element may be prefersble.

Now referrmg to Figure 25, embodiments of the present mvention may also
mclude the use of both generated mmages, m order to determme the onentahion of &

asymmetrical particles the flmd yiream, including, but oot hmited to, spermatozoa such as
bull sperm cells  An onentation assessment embodiments of the invention car mclude an

10 optical system that allows for coutrol of the polanization state of the light entenng the
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system for both generated images independently The interference optics mvention may
further provide polanzation edyustment element (56) that controls the polanzation state of
hght entening the system. For the grientation detection mvention the polanzation
adjustment element (56) may be selected m such a way that it conssts of two parts, that
are mmaged onto 1mage hght selector (55) that 1n one embodiment of the mvention
contamns the pmholes (53) This can be accomplished by locating the polanzahon
adjustment element (56) mn the conjugate plane of the image plane (55), or by using other
optics, to accomphsh the same ting, A simple example of this component may be a “half-
shade’ piece, for mstance conmisting of two hem-circular parts of polanzing material,
such as sheet-polanzer, the onentation angle of which may be chosen mdependently
Each pmhole 1n the mmage pians can fall in one of the halves of smd herusphere. The
polanzation angles can be chosen 1n such a way that the signal of one pmhole (53)
comesponds to the volume, and 13 relatively mdependent from the onentation angle of the
passing object, and the other pmhole (53) has a signal that depends, to a great degree,
upon this orientation angle. The two s1gnals may be processed by mnalyzer (47) m a
manner simular to a convenhonal mulb-channe] flow cytometry, a8 but ons example

With respect to this example, bivanate dotplots can be made, and also allow the user to
select windows on this plot

An 1mprovement of the ‘helf-shade’ prece descnibed above may be the
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constructton shown by Figure 25D The same said two hemisphencal parts are projected
onto the unage plane but the way they are generated 13 differept. A murror (57) breaks up
the hght (44) mro the hem-czrcular parts, and recombines them back to back. Each of the
halves traversea a separate means to control 118 polanzation state. An advantage of this
embodiment 15 that the polarization angles can be controiled continuously and
mdependently, thus facihtatng the adjustment of the set-up Matenals used m this
embodment can be supphed by standard optical supply firms, and can be mounted in the
set-up using similar mounhng matenals as used for the mtexrferometnic optics

Now refernng to Figure 26, In order to correct for arhfacts mntroduced by having
light pass through a non-flat region of transparent matenal, such as a substantially
cyhndncal flmd stream but includmg other geometnes as well, embodiments of the
present mventon disclose the mcorporation of & component sumiler 1 shape to the non-
flat regiom, but opposite mn terms of relative refractive mdices In the specific case of 5
flow cytometer this shepe approxmmates a cylmder To correct for arifacts introduced by
the fact that the objects to be assessed are located withm a cylindncal stream of water, 15
the mcorporation of an optical component (58) which can be 1n the shape of a transparent
cylnder, located mnside transparent matenal (59) of a mgher refractive mdex It may be
preferred that the 1mage of the stream and of the compensation element fall on top of each
other m the 1mage plane. This can be done by locahing the compensahion element between

ths objective [ens and the image plane, and by wcorporating auxnlitary lenses,

An embodiment of the optical component (58) can be located wrthin & thin shice of
fransparent matenal of higher refractive index (59), for imnstance glass, or perspex, with a
cylmdncal hole dnlled across it Perspex has the advantage that it can be eester to dnll a
round channel mto 1t. The cyhndrical hole may be filled by a transparent material, the
refracnve mndex of which 1s lower than that of the surrounding material The difference in
refractive mdex between the substance and the surrounding matenal can be the same as
but opposite to the difference in refractive index between the water 1o the stream and the
surrounding air for certain applhications It may not be necessary to have the cylmder the
same 51z as the stream of water, as long as magmfication by the lenses used, makes the
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resulting images tn the image plane the same size In some apphcanons, it may be desmed
or necessary to adjust the refractive index differenee 10 compensate for tus magmification.
Mamnufacturing of such element out of perspex can be quite simple, and can be done by
most mechanical workshops that have experience with machining perspex ar the sejected
matenal. It may be made i such dimensions that it fits i » standard optical mounting
hardware, to facilitate mcorporahion mto the ophcs

Exactly mafchmg the refractive ndices may be difficult An embodment of the
mvention that facihtates adjustment can be to make the substance mmde the perspex, or
other selected materal, a transparent refrachve mdex flnd (58), es but one example, an
orgamc oil, or muxture of oils that have a refractive mdex close to the desired one Due to
the fact that the refractive mdex of most fimds changes with temperature, much more so
than sohds, or glasses, it may be possible to fine-tune the difference 1n refractive wadex by
temperature This may be done by 1ncorporating & temperature controller (60)

Optical component (58) of transparent flwids or refractive mdex flmds can be
supplied by chemical supply firms These firms often have data regerding the refractive
mdex of their flmds readily available Some finms even offer flmds that are specially
made to serve as refractive mdex flmds, and have a guaranteed and stable refractive index
Temperature controliers and thermostats are supplied by many firms A practical way to
apply heat to the refractive index flud can be to use s hollow mounting made of heat
conduchng matenal, a metal 3 but one example, contmmng the refractive mdex fld.,
Using a conventional mmersion thermostat cycler, found m many laboratones, water can
be pumped through the mounting, thus keeping the element at 2 fixed and controlisble
temperature

The discusmion mchded 1n tms PCT application 15 miended to serve as & basic
description The reader should be aware that the specific discussion may not explicitly
descnbe all embodiments possible, many alternatives are mplicit. It also may not fully
explun the genenc nature of the 1tvention and may not explicitly shaw how cach featuxe
or element can actually be representative of a broader funcuon or of a grest vanety of
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altematve or equivalent elements Agan, these are mpheitly meluded 1n this disclosure,
‘Where the mvention 1s descnibed m functionally-onented termunology, each aspect of the
fimction 18 accomplished by a device, subroutine, or program. Apparatus clmms may not
only be included for the devices described, but also method or process clams may be
included to address the functions the mvention and sach element performs Nerther the
description nor the terminology 18 intended to lmmat the scope of the clums which now be
meluded.

Further, ezch of the various elements of the mvention and claims may also be
achieved m a vanety of manners This disclosure should be understood to encompass
each guch vanahon, be it a vanation of an embodiment of any apparatus embodiment, &
method or process embodiment, or even mezely a variation of any element of these
Particularly, 1t should be understood that as the disclosure relates to elements of the
mmvention, the words for each elemant may be expressed by eqinvalent apparatus terms or
method terms - even 1f only the function or result 15 the sume  Such equrvalent, broader,
or even more generic terms should be considered to be encompassed 1 the descnption of
each element or action Such terms can be subshtuted where desired to make exphicit the
umplicitly broad coverage to which this invention 15 eptitled  As but one example, 1t
should be understood that all achions may be expressed as 8 means for talang that action
or as an element winch causes that action. Simularly, each physical element disclosed
should be understood to encompass a disclosure of the action which that physical element
facihitates Regurding this Iast aspect, as but one exemple, the disclosure of a “droplet
separator’” should be understood to encompass disclosure of the act of “separating
droplets” — whether exphiatly discussed or not —~ and, conversely, were there only
disclosure of the act of “converting liqud-gas™, such a disclosure should be understood to
encompass disclosure of 2 “droplet separator” and even a means for “sepearating droplets”
Such changes and alternative terms are to be understood to be exphicitly mncluded m the
description.

Additionally, the various combmations and permutahons of all elements or
applications can be created and presented Al can be done to optirmze the design or
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In addihon, as to each term used 1t should be understood that vniess its uhhzaton
m this epphcation 18 inconsistent wrth such mterpretation, common dictionary defimhons
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should be understood as mcorporated for eacn term and all defimtions, altemnative terms,
and synonyms such as contained n the Random Honse Webster's Unabridged Dichonary,
second edition are hereby mcorporated by reference. However, as to each of the above, to
the extent that such information or statements imncorporated by reference might be
conmdered mconsistent with the patenting of this/these mvention(s) such statements ars
expressly not to be connidered as made by the applicant(s)

In addrtion, unless the context requrres otherwise, 1t should be understood that the
term “compnses” or vanations such as “compnses” or “compnsing”, sre mtended to maply
the inclusion of a stated slement or step or group of elements or steps but not the
exclusion of any other element or step or group of elements or sieps  Such terms should
be interpreted m therr most expansive form so a3 to afford the apphicant the broadest
coverage logally permusgible m counines such as Australia and the hke

Thus, the applicant(s) should be understood to huve support to clamm st least 1)
each of the hqud to gas convermon devices deacribed herem, 1i) the related methods
disclosed and described, ni) symiar, equvalent, and even mphcit vanahions of each of
these devices and methods, 1v) thoss altemative designs winch accomphsh each of the
funchons shown as are disclosed and described, v) thoge alternative desugns and methods
whnch accomplish esch of the functions shown as sre imphcit to accomphish that which 18
disclosed and described, vi) each feature, component, and step shown as separate and
mdependent mventions, vii) the apphcations enhenced by the vanicus systems or
components disclosed, vii) the resnlhng products produced by such systems or
components, 1x) methods and apparatuses substanhally as described heremnbefore and
with reference to any of the accompanying examples, and the x) the various combirations
and permutations of each of the elements dsclosed

In addition, unless the context requires otherwise, 1t should be understood that the
term “cornprise” or vanations such as “comprnses” or “compnsing”, are mtended to mmply
the mclusion of & stated element or step or group of elements or steps but not the
exclumon of any other element or step or group of elements or steps  Such terms should

50

PR



10

15

WO 01/85913 PCT/US0L/15150

be interpreted m their most exoansive form o a3 to afford the apphcant the broadest
coverage legally permissible m couminies such as Augtrahia and the like

The clamms set forth m this specificahon by are hersby mcorporated by reference
as part of thus description of the mvenhon, ad the applicant expressly reserves the nght
to use all of or 2 portion of such meorparated content of sach claims as additonal
descriphion to support any of or all of the claims or any element or camponent thereof,
and the apphcent further expresaly reserves the nght to move my portion of or all of the
incorporated content of such clanms or any element or component thereof from the
description mto the clamms or vice-versa as necessary to define the matter for which
protection 18 sought by this apphcation or by any subsequent commustion, diviman, or
contimustion-1n-part apphication thereof, or to obtatn any bensofit of, reduction m fees
pursnant to, or to comply with the patent laws, mles, or reguistions of any country or
treaty, and such content meorporated by reference ghall survive dunng the entire
pendency of this apphication mcluding any subsequent cantimmation, division, or
contmustion-1n-part application thereof or sny reissue or extension thereon,
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vl CLAIMS

We clam
1 A method of 1solstng X-chromosome beanng sperm ceils and Y-chromosome
beanng sperm cells, comprimng the stepa of
5 8 collectng sperm cells from a male of a spectes of mammal,
b determining a sex differenhation charactenshe of sawd sperm cells,
c differenhiahng between said sperm cells based upon satd sex differentiation
charactenistic,
d separatmg differanhiated sperm cells into a X-chromosome bearmg
10 population snd & Y-chromosome bearmg population, and
e producing separate X-chromosome bearmg and Y-chromosome beanng
populahions of sperm cells each having a purity of greater than 90%

2 A method of 1s0latmg X-chromoeome beanng spexrm calis and Y-chromosome
beanng sperm cells as described m clamm 1, wherein said step of differenhiatmg
15 between said sperm calls based upon said sex differentishon charactenstic
compnses assessmyg an amount of DNA within a nucleus of saxd sperm cells

3 A method of 180lahng X-chromosome bearing sperm cells end Y-chromosome
bearmg sperm colls 23 described mn clamm 1, wheren sied step of differenhating
between said sperm cells based upon said sex differenhiation charactenshc

20 compnses assesaing a volume of a capsule comamng sad amount of DNA.

4 A method of 1s0lating X-chromosome bearmg sperm cells and Y-clromosome
bearing sperm cells as described 1n clamm 3, wherem said step of asseasmg smd
volume of said capsnle contammng smd amoumt of DNA comprises determuning a
volume of a nucleus withm smid sperm colls  #

25 5 A method of 1solating X-chromosome bearmg sperm cells and Y-chromosome
besring sperm ceils as deseribed 1 clamm 3, wherem said step of asgessmg smd
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volume of a capsule contammg saxd DNA comprises determming the volume of a SCI
sperm ceil head

A method of 150lating X-chromosome bearmg sperm cells and ‘Y-chromosome
bearmng sperm cells as descnibed m clam 5, wherein said step of assessing saxd
volume of said capsule contmmng said amount of DNA fisrther comprises the

steps of
a gemerating a beam of electromagnehc mdiation having 1nihal wave form
charactenistics,

b traversmg said volume of smd capsule contammng said amount of DNA
with smd beam of electromagnstic radiation,

c altenng sa1d imtial wave form charactenshics by traversmg sexd volume of
sad capsule, and

d analyzng altered wave form charactenshcs.

A method of 1solatmg X-chromosome bearmg sperm cells and Y-chromosome
beanng sperm cells as described m clam 6, wherein smd step of altening said
mtial wave form charactenstics by traversmg said volume of said capsule

comprises shuftmg phase of smd mutat wave form of smd beam of electromagnetic
rachation.

A method of 150lating X-chromosome beanng sperm cells and 'Y-chromosome
bearing sperm cells as descnibed m claim 6, finther compnaing the step of
supenmpogmg smd beam of electromagnetic radiation having ainfied phase on
saxd beam of electromagnetic radiation having saxd 1mtial wave form
characterisics

A method of 150lating X-chromosome beanng sperm cells and Y-chromosaome
bearmg sperm cells 28 described 1n clamm 8, firther compnismg the step of
companng electromagnetic radiahion mtensity of supermmposed bexms of
electromagnetic radiation with mtensity of sad beam of electromagnetic radistion
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having 1mtial wave form charactenstics

A method of 150lahng X-chromosome beanng spemm cells and Y-chromosome
bearing sperm cells a5 described m claum 9, further comprising the step of
deterrmning said volume of sud capsule contaiming sa1d amount of DNA based
upon a difference m sad light intensity between sad supenmposed beams of

clectromagnetic radiation and said beam of electromagnstic rachation having
mutial waveform charactenshes

A method of solatmg X-clromosome bearmg sperm cells and Y-chromosome
beanng sperm cells as described 1 clam 2, forther compnsing the steps of

8 mirodncmg smd sperm cells mnto a flind stream,

b analyzmg smud sperm cells entrnmed 1n saud flind stream,

c. formmg droplets a plurahty having one of sad sperm cells entramed,

d chargmyg each of smd droplets chiferentially based upon emd sex
differentiation charactenistic of smd sperm cells entramed 1n sa1d droplets,
deflectmg cach of said droplets, and

differenhally collectng each of said droplets based upon said sex
differentation charectenstic of saxd sperm cells entrained m sazd droplets

M P

A method of sclating X-chromosome beanng sperm cells and Y-chromosome
bearmg sperm cells as described 1n claim 11, firrther comprismg the step of
mantammg sad amount of DNA withm said mucleus of said sperm cell unstamed.

A method of 1solating X-chromosome bearmg sperm cells and Y-chromosome
bearmg sperm celis as described m clarm 11, firther compniamg the step of
staimng smd amount of DNA withun sazd nucleus of sad sperm cell.

A method of 1solating X-clromosome beanng sperm calls and Y-chromosore
beanng sperm cells as described m claum 13, ferther compnising the step of
iracdiatng stamed DNA witinn smd mmcleus of sand sperm cell
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A method of 1solating X-chromosome bearmg sperm cells and Y-chromosome
bearing sperm cells as desersbed 1n clmum 14, further comprising the step of
deteching fluorescent hight emited from nradiaied stamad DNA within the nucleus
of sad sperm cell

A method of 150lattng X-chromosome bearmg sperm cells and 'Y-chromosome
bearing sperm cells as described m ciaum 15, wherem said step of detecting
fluprescent hight from uradisted stamed DNA witlun said mocleus of said sperm

cell compnises generahng a signal with a photomultipher tube.

A method of 1s0lating X-chromosome bearmg sperm cells and Y-chromosome
beanng sperm cells as described m claum 16, further compnsing the step of

operatmg sa1d photormmultipher tube outside a typical operation voltage mnge.

A method of 1solatmg X-chromosome bearing sperm cells and Y-chromosome
besarmg sperm cells as described m clamm 14, wherein saud step of mradistng
stamed DNA wrthzm the mucleus of sad sperm cell farther comprises genershing an
mrediation beam pattern having a reduced henght.

A method of 1s0lating X-chromosome besring sperm cells and Y-clmomosome
bearing sperm cells as described m claim 18, wherein smd reduced height
compnses a haaght abont equal to the length of smd sperm cells along the
longrtudmal axs to about three times the length of said sperm cells along the
longtudmal oas

A method of 1s0lating X-chromosome bearing sperm cells and Y-chromosome
beanng sperm cells as described in clerm 19, wherein smd sperm cell has a
longitudmal mas of about nine rucrometers 1n length, and sa1d height of sad
pradiahon beam pattem 13 abont 20 micrometars

A method of 1solatmg X-clromosome besring sperm cells and Y-chromosome
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bearmg sperm cells as descnbed 1n clamm 18, wherem smd step of formmg

droplets comprises forming droplets having sufficient size to encapsulate saad
sperm cell.

A method of 1solating X-chromosome bearing spenm cells and Y-chromosome
bearing sperm cells as described n clnm 21, further compnamg the step of
ejecting sard fluid stream from a nozzle having an onfice, wherem smd onfico has
a ciameter of 70 mcrometers

A method of 150latmg X-chromosome beanng eperm calls and Y-chromosome

bearing sperm cells as described m clmm 22, finther compnsing the steps of*

3 onentmg said sperm cells with respect to a detector;

b deteching light having charactenstics cifferenhaity responsive to sperm cell
onentstion to sad detector;

c converting smd light having charactenistics deferentially responsive to smd
sperm cell onentation mto at least one ngnal contamning spem cell
onentaton information, and

d determmng onentation of sawd sperm cell with respect to smd detector

a method of 150lating X-chromosome beanng sperm cells and Y-clmomosome
bearmg sperm cells as described 1n clarm 23, firther compnamg the step of
dufferennally collectmg smd droplets based upon determmed onentation of sad
sperm cell with respect to sxud detector

A method of 1solating X-chromosome bearmg sperm cells and Y-chromosome
bearmg sperm cells as described m clamms 1, 6, 12, 13, 17, 18, 21, or 23, wheremn
sud punty of said X-chromosame bearmg and smid Y-chromosome beanmg
populations of sperm cells 1s selected from the group conmsting of between 90%
to about 100%, between sbout 91% to about 100%, between about 92% to about
100%, between about 93% to about 100%, between aboat 94% to about 100%,
between about 95% to about 100%, between about 96% to about 100%, between
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about 97% to about 100%, between about 98% to about 100%, between about
99% to about 100%

A method of 1s0lating X-chromosome bearmg sperm cells and Y-clromosome
beanng sperm cells as described m clams 1, 6, 12, 13, 17, 18, 21, or 23, further
compnsmg the step of estabhishmg a separable event rate from, the group
consistmg of at least 5000 separable events pexr second, at least 6000 separable
events per second, at least 7000 separable events per second, at least 8000
separable events per second, at least 9000 separuble evenis per second, at 1east
10,000 separable svents per second, at least 11,000 separable events per second, at
least 12,000 separable cvents per secand, at least 13,000 separable events per
second, at least 14,000 separsble events pex second, at least 15,000 separsble
events per second, at lsast 16, 000 separable events per second, at least 17,000
separable events per sccond, at least 18,000 separablo events per second, at least
19,000 separable events per second, at least 20,000 separable events per second, at
least 21,000 separable events per second.

A method of 150latmg X-chromosome bearmg sperm cells and Y-chramosome
beanng sperm cells as described m clmms 1, 6, 12, 13, 18, 21, or 23, wherein saud
step of separating sa1d sperm cells comprnises a seperation rate selected from the
group consistmg of at least 500 separations per second, at least 1,000 separahions
per secand, at least 2,000 separahons per second, at least 3,000 separations per
second, at lcast 4,000 separations per second, at least 5,000 separations per
second, at least 6,000 separations per second, at least 7,000 separations per
second, at least 8,000 separations per second, at least 9,000 separahions per
second, at least 10,000 separations per second.

A method of 1s0lating X-chromosome beanng sperm cells and Y-chromosome
bearmg spenn cells as described m claums 1, 6, 12, 13, 18, 21, or 23, wheremn smd
step of formung droplets each having one of smd sperm cells enframed comprises a
droplet formation rate selected from the group conmsting of at least 10,000
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droplets per secand, at least 20,000 droplets per second, at least 30,000 droplets
per second, at least 40,000 droplets per second, at least 50,000 droplets per
second, at least 60,000 droplets per second, at least 70,000 droplets per second, at
least 80,000 droplets per second, at least 90,000 droplets per second, at least
100,000 droplets per second.

A method of 1solatmg X-chromosome beanng sperm celly and Y-chromosome
beanng sperm cells ag described 1n clamm 1, wherem said species of mammal
compriees a bovme mammal.

A method of 180latmg X-clromosome beanng sperm cells and Y-chromosome
bearmg sperm colls as described 1n clamm 1, wherem saud species of mammal

comprises an equine memmal.

A method of 1solatmg X-chromosome beanng sperm cells and Y-chromosome
bearmg sperm cells as described n clamn 1, wherem said species of marmal
COINpPIISSs an ovine memmal,

An appearutus to 1solate X-chromosame bearing sperm cells and Y-chromosame

bearing sperm cells, compnamg

a sperm cellg having & spermn heads, wheremn sard sperm heads have s
difference m volume between X~chromosome beanng sperms cells and Y-
chromosome beanng sperm cells,

b 4 beam of clectramagnetic radiation having minal waveform
charactenstics differentially responmve to sud difference m volume
between X-chromosome beanng sperms cells end Y-chromosome beanng
sperm cells,

c a detector responsrve to altered wavefium cheractenstics of smd beam of
electromagnetic radiation,

d an analyzer coupled to sud detector, wherem saud analyzer differentiates
between said difference 1 volume betwesn said X-chromosome beanng

58



WO 01735913 PCT/US01/15150

sperms cells and said Y-chromosome bearmg sperm cells based upon saud
altered waveform charactenstics

33  An apperains to 1s0late X-chromosome beanng sperm cells and Y-chromosoms
bearmg sperm cells as descnibed 1n clamm 32, further compnsing a fd stream
5 mto which said sperm cells are immroduced.

34  An apperatus to 1so0late X-chromosome bearmg sparm cells and Y-chromosomse

beaning sperm cells as described 1 clamm 33, further compnising droplets brealing
off from smd find stream a plurality having one of said sperm cells entramed.

10 35 An apparatus to 1solate X-chromosome beanng sperm cells and Y-chromosome
bearing sperm cells as described 1 clann 34, wherem amd droplets breakong off
from saxd fimd stream have sufficient size to encapsulate smd one of emd sperm
s .

36  An apparatus to 1s0late X-chromosoms beanng sperm cells and Y-chromosome

15 bearing sperm cells as described mn clam 35, further compnamg a nozzle having
an onfice of about 100 mucrometers m diameter

37  Anapparatns to isolate X-chromosome besnng sperm cells and Y-chromosome
bearing sperm cells as described 1n clamm 36, farther comprigsmg a droplet charger
coupled to smd analyzer, wherem smd droplets receive a charge differentially

20 based upon smd cifference m volume between X-chramosame besrmg sperns
cells and Y-chromosome beanng sperm cells

38 An apperatus to wolatc X~chromosome bearing sperm cells and Y-chromosome
beenng sperm cells as described 1 clamn 37, further comprising a droplet
separator, wherem sa1d droplet separator separates sard droplet based upon charge

25 of smud droplet.
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An apparaius to 1solate X-chromosome bearng sperm cells and Y-chromosoms
besring sperm cells as descnbed m claim 38, further compnsing at least one
collection comtamer m which droplets containg saxd X-chromosome beanng
sperm cells are collected a8 an X-chromosome beanng population,

An spperatus to 1solate X-chromosome beanng sperm celis sod Y-chromosome
bearmg sperm cells as descnibed m clmm 38, further comprismg at least one
collechon contamer m wiich dropleis contamnmg Y-chromosomse bearmg sperm
cells are collected as a Y-chromosame bearmg population.

An apparatus to 1s0late X-chromosome beanng sperm cells and Y-chromosome
beanng sperm cells as desanbed m clarms 38 or 39, wheren smd X-chromosome
bearing populshon and saxd Y-chromosame bearmg populahion of smd sperm cells
have a purtty salected from the group conmsting of between 90% to about 100%,
between about 91% to about 100%, betwean about 92% to about 100%, between
about 93% to about 100%, botween about 94% to abont 100%, between about
95% to about 100%, between about 96% to about 100%, between sbout 97% to
about 100%, between about 98% to about 100%, between about 99% to about
100%

An apparatus to 1solate X-chromosome beanng sperm cells and Y-chromosome
beanng sperm cells as described m clamm 41, firther comprising a separable event
rate wheremn smd scparable event rafe 18 selecied from the group consmsting of at
least 5000 separsble events per second, at least 6000 separable events per second,
at least 7000 separable events per second, at least 8000 separable events per
second, at least 95000 separable events per second, at least 10,000 separable events
per second, at least 11,000 separabie events per second, at least 12,000 separable
events per second, at least 13,000 separsble events per second, at least 14,000
seperable events per second, at least 15,000 separable events per second, at least
16, 000 separable evenis per second, at least 17,000 separable events per second,
at least 18,000 separable cvents per secand, at least 19,000 sepamble svents per
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second, at least 20,000 separable events per second, at least 21,000 separable
events per second.

An apparatus to 1s0late X-chromosome bearmg sperm cells and Y-chromosome
beanng sperm cells as described 1 claum 42, further comprismg a separation rate
selected from the group conmsting of at least 500 separahions per second, at least
1,000 separations per second, at least 2,000 separations per second, at least 3,000
separations per second, at least 4,000 separations per second, at least 5,000
separations per second, at least 6,000 separations per second, at least 7,000
separations per second, at least 8,000 separations per second, st least 9,000
separations per second, at least 10,000 separations per second, 11,000 separations
per second.

An apperetus to 1solate X-chromosome bearmg sperm cells and Y-chromosome
bearing sperm cells as descabed m clarm 43, farther compnising a droplet
formation rate selected from the group conmstmg of at least 10,000 droplets per
secon, at least 20,000 droplets per second, at least 30,000 droplets per second, at
least 40,000 droplets per second, at least 50,000 droplets per second, at least
60,000 droplets per second, at least 70,000 droplets per second, at least 80,000
droplety per second, at lesst 90,000 droplets per second, at least 100,000 droplets
per second.

An apparatus to 18olste X-chromosome bearmg sperm cells and Y-clromosome
bearmg sperm cells a8 described m clamm 44, wherem smd detector compnses at
least onc photomultipher tube, and wheremn said at least one photomultrpher tube
converts said electromagnetic radiation mto at least ane signal, and wherem saad
photomultiplier tube has a typical operahion voltage range, and wherem smd
photomuitipher tube 18 operated outside sard typical operation voliage range

An apparstus to 1solate X-chromosome bearmg sperm cells and Y-chromosome
beaning sperm cells a3 described in clarm 45, wherem sad typical operation
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voltage range of said photomultipher tube 15 from about 400 volts to about 999
volts

An apparatus to 1solate X~chromosome bearmg sperm cells and Y-chromosome
beanng sperm celis 23 described 1n claum 46, wherem said photonmttrpher tube 18
operated 1n a range from sbout 0 volts to about 300 volts,

An spparatns to solats X-chromosome besrmg sperm cells and Y-chromosome
bearing sperm cells as described m claun 41, wherem satd species of memmal
comprises & bovine mammal.

An apparsius to 1solate X-chromosome beanng spexm cells and Y-chromosome
beanng sperm cells as descnbed 1n clamm 41, wherem saxd species of mammat

COmMPIISes an equune marmal,

An appamatus to 150late X-chromosome besrmng sperm cells end Y-chromosome
besring sperm cells as described 1n clamm 41, wherem said species of mammai
COMPIISCs an ovine mammal,

A method of 1s0latmg X-chromosome bearmg sperm cells and Y-chromosome

bexring sperm cells, compnsmg the stepe of

a. coliechng sperm cells from a mals of a species of mammal,

L assessing a vohume of » capsule contmnmg the miclear DNA of smd sperm
cells,

c. differenhating between saad X -chromosome bearning sperm ceils and said
Y-chromosome bearing sperm cells based upon saad vohme of sad
capsule contammg sad ouclear DNA of said spemm cells,

A method of 1s0iating X-chromosome besrng sperm cells and Y-chromosome
beanng sperm cells as described 1n claym 51, wherein said step of sssesmng the
volume of a capsule contammg said DNA comprises determmmg s phase siuft n
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stid electromagnetic radation.

A method of 1s0lating X-chromosome bearnng sperm cells and Y-chromosome

bearmg sperm cells as descnibed 1n claim 52, wheremn said step of assesming the

volume of a capsule contanmg said DNA compnses

a genaratmg a beam electromagnstic redistion havmg mrhal waveform
charactenistics,

b traversing smxd volume of sand capsule contarmng said DNA with saud
beam of electromagnetic radiahon having mrhal waveform chaxactenstics,

c altermg said 1mtal waveform charactenstics by traversmng sard volume of
said capsule; and

d. analyzmg altered wave form charactenstics of said beam of

electromagnetic rachation.

A method of 1s0lating X-chromosome bearmg sperm cells and Y-chromosome
bearng sperm cells as described m clamm 53, wheren said step of altening smd
mtial wave form charactenstics by traversing smd volume of smud capsule
campnses shiftmg phase of satd x1mtial waveform charactenstics of smd beam of

tlectromagnetic mdiation,

A method of 180latmg X-chromosome bsarmg sperm cells and Y-chromosome
bearing sperm cells as described mn clam 54, finther comprniamg the step of
supermnposmg smd mbal waveform characteristics and phase shifted waveform
charactenistica

A method of 1s0lating X-chromosome bearing sperm cells and Y-chromosome
beanng spenm cells as deseribed m claim 55, fiurther compnming the step of
companng &u intensity of sad mrhal waveform charactenstics wath supermposed
waveform charactenshes

A method of 150lating X-chromosome bearmg sperm cells and Y-chromosome
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bearing spexm cells a3 described in clarm 356, farther compnsmg the step of
determning sad volume of said capsule contmnmg satd DNA based upon the
difference m smd intensity between said supenmposed waveform cheracterishics
and said 1mtia] waveform charactenstics

A method of 1solating X-chromosoms bearmg sperm ceils and Y-chromosome

beaning sperm cells as descnbed m clamm 57, further compnsmg the steps of
mtroducing said sperm cells mto a finid stream,

b forming droplets a plurality having one of said sperm cells entramed,

c chargmg each of smd droplets differentally besed upon the assessed
volume of said capsule contaymng the mclear DNA of said sperm cells,

d deflecting each of sd droplets,

o differentally collecting each of said droplets based upon said volume of
said capsule contemmg saxd DNA, and

£ generahng X-chromosome bearmg and Y-chromosoms beanng
populahons of saxd sperm cells

A method of 1s0lahng X-chromosome bearing sperm cells and 'Y-chromosome
bearmg sperm cells as described m cleim 58, further compnising the step of
mamtamng sad amount of DNA within the micleus of smd spenn cells wnstamed.

a method of 150latmg X-chromosome beanng sperm calls and Y-chromosome
bearmg sperm cells as described 1n clamm 59, further compnsmg the step of

forming droplets having sufficient size to encapsulate sad sperm cells.

a method of 1s0lating X-chromoscme beanng sperm cells and Y-chromosome
bearing sperm cells as described 1n clamm 60, further comprises the step of gjecting
said flmd stream from a nozzle having an onfice, wheremn smd onfice hes a
dameter of 100 micrometers

a method of 150lating X-chromosome bearmg sperm cells and Y-chromosome
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bearmg sperm cells as described 1 clam 58, firther compnses the steps of ?’l
a detectmg a siguel having sperm cell onentahon charactenstics,
b comparmg sawd signal having sperm cell onentation charactenistics to a
signal having onented sperm cell charactenstics,
¢ determunmg smd sperm cell has unonented sperm cell charactenistics, and
d differentially collecting smd sperm cell having unonented sperm cell
charactenstics.

A method of 1sclatmg X-chromosome beanng sperm cells and Y-chromosome
beanng sperm cells as described 1n clarms 58 or 62, wherem punty of smd X-
chromosoms beanng and smd 'Y-chromosome beanng pepulations of smd sperm
cells 15 selected fram the group consisting of between 90% to about 100%,
between about 91% to about 100%, between sbout 92% to about 100%, between
sbout 93% to about 100%, between about 94% to about 100%, betwesn about
95% to about 100%, between about 96% to ebout 100%, between about 97% to
about 100%, between about 58% to about 100%, between about 99% to about
100%

A method of 18olating X-chromosome bearmg sperm cells and Y-chromosome
beanng sperm cells as described mn clamm 63, further compnamg the step of
estabhishing a separable event rate wherem said separable event rate 18 gelocted
from the group consishing of at least 5000 separable events per second, at least
6000 separable events per second, at least 7000 separable events per second, at
least 8000 separable events per second, at least 9000 separable events per second,
at least 10,000 separable events per second, at lesst 11,000 separable events per
second, at least 12,000 separable events per second, at least 13,000 scparable
events per second, at least 14,000 separable events per second, at least 15,000
separable events per second, at least 16, 000 separsbie events per second, at least
17,000 separable events per second, at least 18,000 separable events per second, at
least 19,000 separable events per second, at least 20,000 separable cvents per
secon, at least 21,000 separable events per second
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A method of 1solatng X-chromosome bearng sperm cells and Y-chromosome ?Z
bearmg sperm cells as described m cliamm 64, wherem said step of separatmg smd

sperm cells compriaes a separation rate selected from the group conmsting of at

least 500 separations per second, at least 1,000 separations per second, at least

2,000 separations per second, at least 3,000 separshions per secand, at least 4,000
separations per second, at least 5,000 separations per second, at lcast 6,000

separations per second, at least 7,000 separations per second, at least 8,000
separahons per second, &t least 9,000 separations per second, at least 10,000
separuhons per second.

A method of 180latmg X-chromosome besnng sperm cells and Y-chromosome
bearmg sperm cells as descnibed m claim 65, wherein said step of formmg droplets
each having one of ssd sperm cells entramed compnises a droplet formation rate
selected from the group consmsting of at least 10,000 droplets per second, at least
20,000 droplets per second, at least 30,000 droplets per second, at lesst 40,000
droplets per second, at least 50,000 droplets per second, at least 60,000 droplets
per second, at least 70,000 droplets per second, at least 30 000 droplets per
second, at lcast 90,000 droplets per second, at least 100,000 droplets per second.

A method of 1solatmg X-chromosome besnng sperm colls and Y-chromosome
beaning sperm cells a3 described 1n claum 51, wheremn said species of mammal
compnses a bovine mammal

A method of 1solating X-chromosome beanng sperm cells and Y-chromosome
beanng sperm cells as described m claam 51, wherem said species of mammal
compnses &u equns mammal.

A method of 1soleting X-chromosome bearmg sperm cells and Y-chromosome

beanng sperm cells a3 described m clam 51, wherein smid species of mammal
comprnses an ovine mammal,
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A method differentizhing particles, compriemg the steps of

a. collectmg asymmoetnc particles,

b estabhshmg saxd fluid stresm with a flow cytometer;

c introdnemg smd asymmetnc particles mio smd fimd stream,

d anenhng smd asymmetric particles with respect to a detector;

(] detecting hght having charactenshcs differentially responstve to
asymmetric particle onentahion to sad detector;

g convertmg smd hght having charactenstics differentially responmive to
asymmeine particle onentation mio at least cne mgnal contamng
asymmetnc particio onentathon mfoxmation,

h snalyzmg asymmetnic particle anentation mformation, and

1 deternmmng onentation of said asynmetnc particles with respect to sad
detector

A method differentiating particles as described m claim 70, wherem smd flmd
stream comprises a sheath flmd

A method differenhatng particles as described m clem 70, wherem smd detector
compnses & photommitipher tube.

A method differentisting particles as described in clam 72, wherem said hght
comprises florescent hght.

A method differentiating particles as described m claim 73, wherem smd
florescent hght emuts from a hght emission matenal bound to smd sasymmetric

puticles.

A method dhfferentiatmg peartrcles as descnibed m claum 70, wherem smd step of
analyzmg asymmetnc parhicle onentation mformstion coantprises the steps of

a plotimg electromc signal over a period of tine,

b mntegrahng the areas of plots carrespondmg to saud electrome signal, and
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c. comparmg mtegrabions of sad plots to mizgrations of onented asymmetnc
particles

A method differenbating particles as descnbed m claim 70, further compnsmg
differentially collecting smid asymmetnc particles based upon determmed
onentation of ss1d agyrmmetnic particles with respect to sad detector

A method dafferenhiating pariicles as described in claxm 70, wherem smd
asymmetric particles are sperm cells from a male of a species of mammal.

A method differentiating particles as described m clam 70, firther comprnising the

steps of
a assessmg the voluome of a capsule contaming the nnclear DNA of said
sperm calls, and

b differentiating between smd X-chromogome bearmg sperm calles and said
Y-chromosome bearmg sperm cells based upan the volume of smd capsule
contammg the nuclear DNA of suid spemm cell.

A method differenhating particles as described m clamm 78, wherem smd capsule
containmg saud DNA compnses a sperm head.

A method differentiating parhicles ag described in claxm 78, wherem smd step of

assessmg the volume of a capsule comtammg said DNA comprises

5 generetng a beam of electromagnehe adiahion having mihal waveform
chamactenshes,

b traveraing said volume of said capsule contaming smid DNA with smd
beam of electromagnetic radiation having mrhal waveform charactenistics,

c attering smd mibal wave form charactenstics of saxd beam of
electromagnetic radiation by traversing saxd volume of said capsule, and

d analyzmg altered wave form chamctenstics
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A method differenhatmg particles a3 descnibed in claxm 80, wherem sad step of
altenng said wave form charactenshcs by traversing said vohmme of auud capsule
comprses sinfhng phase of sad imnal waveform charactenstics

A method differentiating particles as described m clam 81, further comprismg the
step of supermnposng sud mitial weveform charactenstics and smd phase shifted
waveaform charactenstics.

A method differentiating particles as described in clamm 82, firthar compnsing the
step of companng & intensty of saxd imtral waveform charactenstica and
suparmmposed waveform charactenstics.

A method differentiahng perticles as described m claim 83, further comprismg the
step of determming said volume of said capsule cantammg said DNA based upon
the difference m smd mtensity

A method differentiating particles as described m claym 80, further compnaing the

steps of
formmng droplets a plurality having ane of sad sperm cells antramed,

b chargmg each of smd droplets hifereunally based upon the detexmmmed
volume of ssid capsule contaimng the nuclear DNA of sa1d sperm cells,
deflecting each of sd droplets, and

d collecting each of sad droplets based upon charge of saxd droplet; and

o generatmg X-chromosome bearmg and Y-chromosome beanng
populahons of smd sperm celis

A method differentiating particles as described 1n clamm 77, firther compnsing the

steps of

a formmg droplets a plurality having one of smid sperm cells entramned,

b chargmg each of smud droplets diffarentially based upon an amount of
nuclear DNA of sad sperm cells,
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c deflecting each of saxd dropiets,
collecting each of said droplets based upon charge of said droplet, and

e generahng X-chromosome bearing and Y-chromosome bearmg
populations of said sperm cetla

A method differentriating perticles as described 1n claxms 85 or 86, wherein smd
step of formmg droplets a plurality havmg ons of smd sperm calls entramed
comprises formung droplets having sufficient mze to encapsulsie smd sperm cell,
wherein sa1d sperm cell compnses an mtact live sperm cail having a tml.

A method differentiating particles as described m clomm, 87, firrther compnaes the
step of ejecting smd flud stream from & nozzle having an onfice, wheremn smd
onfice has a chameter of 100 mrcrometers

A method differentiatmg particles as described m claym 88, wherein smd X-
chromosome beanng and said Y-chromosoms bearing populations of sperm cells
have 3 punty selected from the group consistng of between 90% to about 100%,
between about 91% to about 100%, between about 92% to about 100%, between
about 93% to about 100%, between about 94% to about 100%, betwean about
95% to about 100%, between about 96% to about 100%, between about 97% to
shout 100%, between about 98% to ebout 100%, between about 99% to about
100%.

A method differentiating particles as descxibed 1n claum 88, fisrther compnzng the
step of establishing a separable event rate wherem saxd separable ovent rate 15
selected from the group consistmg of at least 5000 separable events per second, at
least 6000 separable events per second, at least 7000 separabls events per second,
at least 8000 separable events per second, at least 95000 separable evenis per
second, at least 10,000 separable events per second, at least 11,000 separable
events per second, atf least 12,000 separabie events per second, at least 13,000
separsble events per second, at least 14,000 separable events pex second, at lesst

70



WO 0185913 PCT/USO1/15150 -*-’

591

10

15

20

94

25 95

15,000 separabls events per second, at least 16, 000 separable cvents per second,
at least 17,000 separable events per second, at least 18,000 separable evenis per
second, at least 19,000 separable events per second, at least 20,000 separable
events per second, at least 21,000 separable events per second.

A method differenhating particles as described m clarm 88, wheren said step of
soparztmg sad sperm cells compnses & separzhon rate selected from the group
consisting of at least 500 separations per second, at least 1,000 separations per
second, at least 2,000 sepamahons per second, st least 3,000 separations par
second, at least 4,000 separstions per second, at least 5,000 separations per
second, at least 6,000 separathions per second, at least 7,000 separations per
second, at least 8,000 separahons per second, at least 9,000 separahions per
second, at least 10,000 separshons per second

A method differenhisting particles as described m clarm 88, wheren smd step of
formung droplets each having one of saxd sperm celis entramed compnses a
droplet formation rate selected from the group conmsting of at least 10,000
droplets per second, at least 20,000 droplets per second, at Ieast 30,000 droplets
per second, at least 40,000 droplets per second, at Isast 50,000 droplets per
second, at least 60,000 droplets per second, at least 70,000 droplets per second, at
least 80,000 droplets per second, at least 90,000 droplets per sccond, at least
100,000 droplets per second.

A method differenhating particles as described 1 clamn 77, wherem smd species
of marmmmal comprises a bovine mammal.

A method differentiating particles as described m claim 77, wheremn saud species
of mammal compnises an equme manmmsl.

A metbod differentiating pariicles as described n clamm 77, whevem said species
of mammal compnses an ovine mammal
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A particle differentiation apparatus, compnsmg”

a at least one asymmetne particle having onentstion characteristics within a
fhnd stream,

b 2 rradiation source generatmg an irradiahion beam responsive to smd
ssymmetnc particle;

c. optics to focus said irraciation beam,

d a hght emussion material coupled to said asymmetnc particle, wheremn amd
hght ermeston matensl emntg light m response to said nradishon beam,

e a detector deferentially responmive to smd hight enutted from sud hght
emasion material based upon said particle onemtation charactenstics, and

£ an analyzer coupled to smd detector, wherem smd analyzer differentiatos
smd asymmetric particles based upon onentation witton saud flmd stream.

A particls differenhation apparatus as descnbed 1 clamm 96, wherem smd at loast
oue asymmetncal particle compnse at least ons sperm cell

A particle differenhiation apparatus s described 1n clamn 96, wheremn said optics
focus a beam pattern having a height of about equal to the length of saxd
asymmeirncal particle along the longitudinal axs to about three times the length of
said asymmetncal particle along the longitudmal axis,

A particle differenhiation apparatus as described m claim 98, wherem smd at least
one sparm cell has 2 bead having 2 length along the longitudmal mas of about mne
mmcrometers, and wherem seid mradiation pattern has a hesght of about 20

pucrometers

A particle differentwstion apparatus as described m clam 96, wherem sad at least
one asymmetric particle having onentation charactenstics further comprnises at
least one parhicle differentistion charactenstic.

A particle differemtiation apparatus as described 1n claxm 96, wherem s:ad hight

72

X
7%



WO 01/85913 PCT/US01/15150 34—

102

103

10

104

105
15

106

20 107

108

T4

emisson matenal bound to said at least ons asymmemc particle compnses a stamn
bound to nuclesr DNA of sperm celis of 2 male of a species of mammal

A particle differenhieton apparatus as descnbed 1 claun 101, wherem sad
particle chfferentiation charactenstic comprises a chfference m amount of smd
stain bound to smd muclear DNA of X-chromosome bearing sperm callg and sad
nuclear DNA of Y-chromosome beanng sperm cella.

A particle differentiation apparatus as described m clm $6, wherem smd dstector
compnses &t least ono photomuitipher tube, and wherem sad photammltrpher tube
has a typical operation voltage range, and wheremn smd photommitrpher tube 18
operated outside said typical operation voltage range.

A particle differentiation apparatus as described 1n clanm 103, wherem smd typical
opershon voltage range of said photomultrpher tube 15 from about 400 volts to
about 999 volts

A perticle differentiation apparatus ag described m clam 104, wherem saud
photomultiplier tube 18 operated 1n & range from sbout 0 volts to sbout 300 volts

A particle differenthation apparatus as described 1n claym 96, further compnsmg
droplets breakmg off from said fiind stream a phirality having at lesst one of smd
asymmetric particles entramed.

A perticle differenhation apperatus as described 1 claim 106, wheremn said
droplets breakmg off from ssd flmd stream have sufficient size to encapsulate one
of saud sperm cells, wherem aaid sperm cells comprise mtact hive sperm cells
havmg a tatl

A particle differentishion spparatus a8 described m clmm 107, finther comprising a
nozzle havmng an onfice of about 100 imerometers m diameter
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A particle differenhanon apparatus as desenbed m claim 106, further compnsmg a
droplet charger coupied to said analyzer, wherein saud droplets recave a charge
differentially based upon smd difference 1 amount of smd stam bound the muclesr
DNA of X-chromosome sperm cells md the mclear DNA of Y-chromosome

bearing sperm cells

A particle differenngtion spparstus as described m clamm, 109, further comprising a
droplet charger coupled to sard analyzer, wherem sud droplets recetve a charge
differentially based upon smd difference i volume of said particles, and wheremn
saxd difference 1 volume of amd particles compnaes a difference between X-
chromosome beanng sperm cells and Y-chromsome beanng sperm cells

A particle differentiation apparatus as described 1n clam 110, firther compnsing a
droplet separator, wherein said droplet separator separates smd droplet based upon
charge of smd droplet.

A particle differenhiation spperatus as desenbed i clam 111, further comprising
at least ome collechion contmmer 1n which droplets contammg seid X-chromosome
beanng sperm cells are coliected as an X-chromosoms bearmg population.

A particle differennation apparatus as aescribed m claym 111, firther compnimng
at least oze collechon contamer m which droplets contamning Y-chromosome
bearmg sperm cells are collected as 2 Y-chromosome besrmg populahon.

A particle differentiation spparatus a8 described m clama 112 or 113, wherem said
X-chromosome bearing population and smd Y-chromosome bearmg population of
said sparm cells are selected from the group conmsting of between 90% to about
100%, between about 91% to about 100%, between about 52% to ahout 100%,
between about 93% to sbout 100%, between abaut 94% to about 100%, between
shout 95% to about 100%, between about 56% to about 100%, between about
97% to about 100%, between about 98% to about 100%, between ahout 99% to
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A parhcle differentiation apparatus es described 1 clamm 114, further comprisng
the step of establishing a separable event rate wherem said separable event rats 18
selected from the group consistmg of at least 5000 separable events per second, at
least 6000 separable events per second, at least 7000 separable ovents per second,
at least 8000 separable events per second, at least 9000 separable events per
second, at least 10,000 separable events per second, at least 11,000 separable
events per second, at least 12,000 separable events per second, at least 13,000
separshle events per secamd, at lesst 14,000 seperable evants per second, at least
15,000 separable events per secoud, at least 16, 000 separable events per second,
at least 17,000 separable events per second, at least 18,000 separsble events per
second, at least 19,000 separable events per second, at lesst 20,000 separable
evenis per second, atlustz'l.OOOsepmblewmtspumnd.

A particle differenhiation apparatus as descnnibed n clum 115, wherem smd step of
separatmg said sperm cells conpnises & scpayation rate selected from the group
consisting of at least 500 separations per second, at least 1,000 separahons pex
second, at least 2,000 separations per second, at least 3,000 separations per
sccond, at Ieast 4,000 separations per second, at least 5,000 separahions per
second, at least 6,000 separations per second, at least 7,000 separahions per
second, at lcast 8,000 separations per second, at least 9,000 sepavahions per
socond, af least 10,000 eeparahons per second, 11,000 separahions per second.

A particle cafferenhiation epperatus as described m claim 116, wherem sad step of
formng droplets each having one of said sperm cells entrmmed comprises a
droplet formation rate selected from the group consstmg of at least 10,000
droplets per second, at least 20,000 droplets per second, at least 30,000 droplets
per second, at least 40,000 droplets per second, st least 50,000 droplets per
second, at leest 60,000 droplets per second, at least 70,000 droplets per second, at
least 80,000 droplets per second, &t least 90,000 droplets per second, at least
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100,000 droplets per second.

A parficle differenhshon apparatus as descrzbed m clamm 102, wherem said species
of mamma] compnzes a bovine mammal.

A particle differenhation apparatus as described m claym 102, wherein said spectes
of mammal comprises an equnne mammal

A particle differentistion apparatus as described m clamm 102, wherem smd species
of mammal comprses an ovine mammal

A particle differentiation apparatus, compnsing:

a a fhnd stream,

miact hve sperm cells mtroduced mto saxd fhnd stream,

& nozzle having a orifice throngh which agid fluid stream exits,

n oscaflator responsive to saxd fhud stream, and

droplets breakmg off from said find stream, wherem a phurahty of said
droplets entram smd imtact hive sperm cells, and wherein said droplets
have sufficient s1ze to encapsulats one of smd live sperm cells

o p o o

A particle differenthiation apparatus 28 described m claumn 12], wherem amd onfice
bas a dusmeter of 100 micrometers

A particle differentiahon apparatns as descnbed 1 clam 122, wherem sad
droplets breaking off from sa:d fluud stream break off at a rate selected from the
group conmsting of at least 10,000 droplets per second, at least 20,000 droplets per
second, at least 30,000 dropleta per second, at least 40,000 droplets per second, at
least 50,000 droplets per secand, at leest 60,000 droplets per second, at least
70,000 droplets per second, at least 80,000 droplets per second, at least 90,000
droplets per second, at least 100,000 droplets per second
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A parucle differenhahon spparatus as descnbed m clamm 123, further compnang a
light emismon source generatng hight.

A particle differenhahion spparatus as described 1n clam 124, firther compnsing 2
dstector responsive to said hight.

A particle differenhiation apparatus as descnbed m clmm 125, wheremn smd mtact
hive sperm cells have at least one sex differentiation characteristic

A particle dxfferentiation apparatus a8 described m claum 126, wherem said at least
ons sex dufferenhighion charactenstic compnses a volums difference of sperm cell
heads of said mtact hve sperm cells

A particle differenhiation apparatus as described in clamm 127, wherein smd hght
enmmssion source emts a beam of electromagnatic dihion, and wheremn sud beam
of electromagnefic radiation traverses said volume of saud sperm cell heads, and
wheremn emd besm of electromagnetic racdishon has mba) waveform
charactenstics differentially responsve to smd difference i volume of sad sperm
cell heads

A particle ufferentition apparatus as described m clamn 128, finther compnsmg
an smalyzer responsive to sad detector, wherein amd analyzer differentiates
between said mtsct hive sperm cells based opon smd vohme difference of smd
sperm cell heads

A particle differentiation epperatug as descnbed m clamm 129, wherem smd
volume cifference of smd sperm cell heads m volume compnises & difference
between X-chromosome beanng live miact sperm ceils and 'Y-chromsome bearmg
hve intact sperm cells

A particle differentishion apparatus as described m clam 126, an wradwation source
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generatmg an wraciation bearn responsive to smd mtact live sperm cells 6"7

A particie differentiwhion apparatus a5 described m claom 131, further comprismg
optica, wherem said optics focus an iradiation beam patiern having a height equal
to about the length of amd sperm heads along the longitudmal axe to about three
times the length of said sperm heaa of saxds along tho longitudinal axis

A particle differenhathon apparatus as described m claim 132, wheremn said sperm

heads have a length along the longrtudmal axts of about mne mcrometers, end
wherem said irachation pattern has a height of about 20 micrometers.

A particle differenrhation epparatus as described m claim 131, wheren smd at least
one sex differentistion charctanshe comprises & difference m amount of nuclear
DNA of smd mtact live sperm cells, and wherem said hight emussion source
compnses s hght enmssion materal bound to miclear DNA, and wheremn smd hght
exmssion matenal emits hght differentially based upon smd dafference 1n amoumt
of sa1d nuclesr DNA, and wherem end wherem smd detector generates at least ane

mgnal m response to amd hght.

A particle differenhation apparatus as described in clarm 134, further compnsing
an enalyzer responmve to sm:d detector, wherem sad anslyzer differenthates
between said at least one mtact hve sparm cell based upon said difference m
smount of ouclear DNA

A particle differenhation apparstus as described m clamm 135, wherem said
dufference m smd amount of said miclear DNA compnises a chfference between X-
chromosome bearmg sperm cells and Y-chromosoms beanng sperm cells

A particle differenhation apparatus as descnbed m claims 136, firther comprising

a droplet charger coupled to saxd analyzer, wherem said droplet charger generates
a charge on smd droplets differentially based upon saxd difference i amount of
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said nuclear DNA

A particle differentiation apparatus as described 1o clam 129, further compnsmng a
droplet charger coupled to said analyzer, wheremn smd droplet charger generates a
charge on said droplets differentially based upon smd volume difference of said
sperm cell heads, and wherem smd volums difference of smd sperm cell heads
compnzes a cifference between X-chromosome bearmng aperm cells and Y-
chromsome besrmg spenn cells

A partcle differantiation apparstus as described m clams 137 or 138, finther
compnsmg & droplet separator, wherem smd droplet separator separates said
droplets based upan charge of smd droplets.

A particle differentishon apperatus as described e clamn 139, firther compnsing
at least one collechon container 1n which droplets contmnmg smd X-chromosome
beanng spern cells are collected as an X-chromosome bearing populaton.

A particle differenhation apparatus as described in clamm 139, further compnamg
at least one collection contemer m which droplets contammng Y-chromosome

bearing sperm cells ere collected as a Y-chromosome bearmg populahon.

A particle differentishon spparatus as described m clmm 125, wherem sad
detector comprises at least one photomultipher tube, and wherem smd at least one
photomultiplier tube converts hight from saud hght emission source mto at least
one signal, and wherem said photomultrpher tube has a typical operahion voltage
renge, and wherem sard photommuttipher tube 18 operated outside sad typical
operahion voltage range.

A particle chfferenhation apparatus as descnibed m clamm 142, wherem amd typical
operation voltage range of said photomultipher tube 13 from about 400 volits to
sbout 999 volts
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A particle differentiation apparatus as described 1 clatm 143, wherem gaid
photomuitrplier tnbe 15 operated m a range from about 0 volts to about 300 volts

A particle differentiation apparsins as described 1 clamms 140 or 141, wherein
said X-chromosome bearmg populabon and smd Y-chromosoms bearmg
population of said sperm ceils bave a punty selected from the group consisting of
between 90% to about 100%, between ahout 91% to about 100%, between about
92% to about 100%, between about 93% to about 100%, between about 94% to
about 100%, between about 95% to ebout 100%, between about 96% to about
100%, between about 97% to about 100%, between about 98% to about 100%,
between about 99% to about 100%.

A particle differenhation apperatus as described n claim 145, further compnsmg
the step of estabhshing a separable cvent rate wherem said separsble event rate 15
selected from the group conmsting of at lsast 5000 separuble events per second, at
leaxt 6000 sepazable events per sccond, at least 7000 sepsreble ovents par second,
at Jeast 8000 separable events per second, at least 9000 separable events per
second, at least 10,000 separable events per second, at least 11,000 separable
evenis per second, at least 12,000 separable events per second, at least 13,000
separable events per secand, at least 14,000 separabie events per second, at least
15,000 separable events per second, at least 16, 000 separable events per secord,
at least 17,000 separable events per second, at least 18,000 separable events per
second, at least 19,000 separable events per second, at least 20,000 separable
events per second, at least 21,000 sepsrable events per second.

A particle differentation apparains as descnbed mn claim 146, wherem saxd step of
separating smd sperm cells comprises a geparation rate selected from the group
conmsting of at least 500 separations per secand, at least 1,000 separations per
sccond, at lesst 2,000 separations per second, af least 3,000 separations per
second, at least 4,000 separations per secand, at least 5,000 separshons per
second, at least 6,000 separations per second, at least 7,000 ssparations per
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second, at least 8,000 separations pex second, af least 9,000 separarions per g‘:r
second, st least 10,000 separstions per second, 11,000 separahons per second.

A parhcle differenhation appamius, compnaing

a8, particles having at least one particle differenhation charactenstic,

b a hght exmssion source differenhally responstve to amd particle
dufferenthation charactenstics,

c at least one photomuitipher tuba, wheremn said at leagt one photomultrpher
tube converts hight from said hght eonsmon source mio at least one signal,
and wherem said photormuthplier tabe has & typical operation voltage
range, and wheremn smd photommltipher tube 15 operated outwide saud
typical opcration voltage range, and

d an analyzer responstve to said at least one mgnal winch differentiates
particles based upon smd particle chiferentiation charactenstics

A particle differenhintion apparatus as descnibed m clamm 148, wherem smid typical
operation voltege range of saxd photormuitipher tube 18 from about 400 volts to
about 999 volis

A particle differentiation spparatus as descnbed n clmm 149, wherem sad
photomuttiplier tnbe 15 opersted m & raage from sbout 0 volts to about 300 volts

A particle differentistion apparatus as described m claim 148, forther compnuning &
wraciahion source generatmg an wradishon beam responsive to smd particles

A particle differentishon apparstus as descabed m clamm 151, wheremn sad hight
em1SEI0n SOUrce comprises & hght emuwsion material bound to said parhcles whnch
emuts saxd ight m rezponse to said rradiation beam.

'
A particle differentishon spperatus as described in clam 152, wherem smd hght
emission matenal bound to smd parhicles compnses a stam bound to the ouclear
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DNA of sperm ceils.

A particle differentistion apparstus as described 1n clamm 153, wherem sand
particle differentiation charactenstic compnses a difference m amount of said
stam bound the muclear DNA of X~chromosome sperm cells and the muclear DNA
of Y-chromosome bearmg sparm ceils

A particle differsnhation apparatus as described in clamm 152, wheren sard
particle compnises an asymmetric particle.

A particle differentistion spparstns as descnibed 1n clamm 155, finther comprismg
optics to focus said rachafion beam responsive to smud particle, wheramn said
optics focus a uradwhion peitemn having a henght of about equal to the length of
smd asymmetrical particle along the longihwimal axis to about throe tmes the
length of sa1d asymmetncal particle along the longrtudmal axs

A particle differenthation apparatus as described 1 clarm 156, finther compnamg a
flurd stream mto winch smd particles are miroduced.

A particle differenhahion apparatus as described 1n claim 157, wherem smd at least
one parncle differentizhon charsctenstic compnses onentahon of and asymmetnic
particle withm said flmd stream, and wheren sa1d photormuitipher tube 18
deferentially responsive to smd hight exmtted from said light ermssion material
based upon said particle onentahon charactenshcs, and whepein said analyzer
caupled to smd photomultiphier tube differentiates between said asymmetuc
particles based upon oneutahion withm said fhud stream.

A perticle differentiation gpparatus as described m claum 158, wheremn said
asymmetrical particies comprnse spenm cells having sperm cell heads

A particle differentiation apparetos as desenbed m clam 159, wheremn said sperm
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cell heads of smid sperm cell have a length along the longitudinal mas of about 55’
nine mcrometers, and wherem said iradiation pattern hag a heght of about 20
mucrometers,

A particle differentiahion spparatus as described m clum 148, wherem smd
particles have a volume, and wherem said at least one particle differentiation
charactenstic compnses a volume difference of smd particles.

A particle differenhation apparatus as described m clarm 161, wheran sad Lhght
emssion gowrce cmuts & beam of electromagnetic radiation, and wheremn said beam
of electromegnetic radiahion traverses smd volume of saud particle, and wherein
smd beam of electromagnetic radighon has 1mbal waveform characterishes altered
by said volume of sa1d particles.

A particle differenhation apparetus as described m clam 162, wherem smd
photomultrphier tube 15 responsive to smid waveform charectenshes aitered by smd
volume of smd particles.

A particle differentiation apparatus as described n claim 163, wherem smd
mnalyzer responsrve to sad at least one mgnal which chfferentiates particles based
upon sa1d parhicls chfferentiation cheractenstes dufferermates between smd
particles based upon smd difference m volume.

A particle differentiation spparatus as degcribed m ciaim 164, wheyem sad
volume difference compnises a difference between X-chromosome beermg and Y-
clmomsome bearmg sperm cells

A particle ifferentiation epparatus as descnbed 1n claim 160, firther compnismg

droplets breainng off from smd fluid stream a pluraitty having one of smd sperm
cells entramed.

8
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5 168

169

10 170

15 171

20

172

173
25

A particle dufferenhation apparatus 23 described m claim 165, firther compnsing
droplets breaiang off from said fimd stream a plurality having one of saxd sperm
cells entrmined.

A particle differentiztion apparaius as described m claim 166, wherem said
droplcts breaking off from saud flmd strezm have sufficient size to ancapsulate
and one of smd sperm celly

A particle differentiation apparstus as described m clam 168, further compnsmg a
nozzle having an onfice of about 100 micrometers m dismeter

A particle differenhation apparstus as described 1n clmm 166, farther compnsmg a
droplet charger coupled to smd anatyzer, wherem said droplets receive a charge
dufferentially based opon smd difference m amount of suid sten bound the nuclear
DNA of X-clmomosome sperm cells and the mclear DNA of 'Y-chromosome

beanng sperm cells.

A particle differentishon apparatus as described 1n clam 167, further compnsing a
droplet charger coupled to saxd analyzer, wheremn smd droplets receive a charge
differentiaily based upon saud volume difference of sad sperm ceil heads, and
wherem sud difference m volume of sad sperm cell heads compnse & difference
between X-chromosome beanng sperm cells and Y-chromsome besmng sperm
cells

A parhicle cdafferenhation apparatus as described m clamm 170, finther compnsmg a
droplet separator, wherem smd droplet separator soparstes saxd droplet based upon
charge of smd droplet.

A particle differenrhation spparatus as described 1z clmm 171, further compnemg a
droplet separstor, wherein said droplet separator separates smd droplet based upon
chargo of smd droplet.
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174

175

176

177

A particle differembation apparatus as descnbed i clmm 172, finther compnsing
collection containers responstve to sard droplet separator, wheremn X-chromosome
beanng spexm cell and Y-chromosame besrng sperm cell populationa are
collectod.

A particle differentiation spparatus as described m clam 173, further compnismg
collection contarners respansive to said droplst separator, wherem X-chromosome
bearing sperm cell and Y-chromosome bearmg sperm cell populations are
collected.

An apparatus for cafferenhating particies as described 1n clmms 174 or 175,
wherein amd X-chromosome bearing sperm cell population and said Y-
chromosome bearmg population, of seud sperm cella are selectod from tne group
conmstimg of between 50% to about 100%, between about $1% to about 100%,
between shout 92% to about 100%, between about 93% to about 100%, between
about 94% to about 100%, between about 95% to about 100%, between about
96% to about 100%, between about 97% to about 100%, between ahout 98% to
about 100%, between about 99% to about 100%.

A particle differentistion apperatus as described m clmm 176, firther compnising
the step of establishing a separable event raie wherem saud separable event rate 18
selected from the group consisting of at least 5000 separable events per second, at
least 6000 separable events per second, at least 7000 separable events per second,
at least 8000 separable events per second, et least 9000 separable events per
second, at least 10,000 separable events per second, at least 11,000 eeparable
events per second, at least 12,000 scparabls cvents per second, at least 13,000
separable events per second, at least 14,000 separeble events per secomd, at least
15,000 separable events per second, at least 16, 000 separable events per second,
at least 17,000 separable events per second, at least 18,000 separable events per
second, at least 19,000 scparable events per second, at least 20,000 separable
events per second, at least 21,000 separable events per second
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178 A particle cafferentiahon apperstus as described m clamm 177, wherem smd step of QP
separating said sperm cells compnses a separation rate selected from the group
consishng of at legst 500 separahions per second, at least 1,000 separations per
second, at least 2,000 separahons per second, at least 3,000 separations per
5 second, at least 4,000 separahons per second, at least 5,000 ecparations per
second, at leagt 6,000 separations per second, at least 7,000 separations per
second, at least 8,000 separations per second, at least 9,000 separations per

second, at least 10,000 separahons per second, 11,000 separations per second.

179 A particle differentigtion apparatus as describod m clarm 178, wherem amd step of

10 formmg droplets cach having one of ssid speon cells entramed compnises &
droplet formation rate selected from the group conmshng of at least 10,000
droplets per second, at least 20,000 droplets per second, at least 30,000 droplets
per second, at least 40,000 droplets per second, at least 50,000 droplets per
second, at least 60,000 droplets per second, at least 70,000 dropleta per second, at

15 least 80,000 droplets per second, at least 50,000 droplets per second, at least
100,000 droplets per second,

180 A particle differentiahon apparatus as described m clmm 179, wherein said sperm
cells comprise sperm cells ffom a bovme mammal.

181 A particle differentiahon apparatus as described m clam 179, wherem saxd sperm
20 cells compnse spexm cells from an equine mammal.

182. A parhcle drfferentiahon appatatus as described m clnm 179, wheremn said specm
cells comprige sperm cells from an ovine mammal

183 A particle differentiation apparatus, comprismg
a asymmeinc particles,
25 b an rrediation source generatmg an rradishion beam responmive to smd
asymmeinic particles,
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10 184

185

15

186

187

20 188

25 185

c. optics to focus sad nradiahion beam responsive to smd asymmetrical
particles, wherem said optics focus a beam pattern having a henght of ehout
equal to the length of smd asymmetrical particles along the longitudinal
aas to about three times the length of said agymmetnical particies along
the Iongtudinal axus,

d a hight emssion matenial coupled to smd asymmetric parheles, wherem
said light emssion material exmis hght m response to said pradistion
beam,

e. a detector responmve to smd hght

A particle differentiation apparatus as described m claim 183, wherem smd at least
one asymmetrical particle compnse at least one sperm cell

A particle differentiahon apparatus 2s described m clam 184, wherein sud at loast
one sperm cell has & head havmg  lmgth along the lngrtudmal mxs of sbout mne
mcrometers, and wheremn said rrachehion pattern has a height of about 20
micrometers.

A particle differenhiation apparatus as descnibed m clam 183, wheremn and at least
one asymmetric parhicie has at least one parhcle differentishion: charactenstic

A particle cifferentiation apparatus as described 1n claum 186, firther compnsmg 2
fhud stream

A particle differentiation spparetus as described m clam 187, wheremn smad at loast
one particle differenhation charactenstic compnies onentation of saud asymmetnic
particie withm sad fluid stream, and wheremn smd detector 18 deferentially
responsive to smd hght emitted from said hght emismon matenal based upon sexd
particle onentation charactenishcs

A particle drfferentiation apparatus as degcribed i claim 188, further compnsing
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190

5 191

192

10

193

15

194

195
20

196

an enalyzer coupled to smd detector q\1

A particle ifferentiation apparatus as described 1n claxm 189, wherem sard
mualyzer differentistes hetween smd asymmetnc particles based upon said
onentahion of saxd asymmeinc particle withm saxd ffmd stream.

A particls differenhahion apparains as descnbed m claim 190, wheremn smd hght
emisaion material bound to smd at least one asymmetnc parhcle comprises a stamn
bound to the nuclear DINA of sperm calls

A particle differentistion apparatus as described mn claim 191, wherem said
particle differephizhion charactenstic comprses a difference m amount of sud
stam bound the nuclear DNA of X-chromosome sperm cells and the nuclear DNA
of Y-chromosome bearmg sperm calls.

A particle differenhation apparatns as described m clam 192, wherem said
detector compnises at least one photomultiphier tube, and wheremn saud

photomnuitplier tube has a typical operanion voltage range, and wherem aad
photomultrpher tube 15 operated outmde smd tymcal operation voltage range.

A particle differentietion apparatus as described mn clam 193, whetem smd typical
operation voltage range of amd photomultrpher tube 18 from about 400 volts to

shout 999 volis

A parbcle differenbetion epparatus ss described 1 clemm 194, wherem sad
photomultipher tube 15 operated m 2 range from about 0 volis to about 300 volts

A particle differenhiation apparatus as described m clamm 193, further comprising

droplets breakmg off from smd flmd stream each having one of smd particles
entramned.
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198

199

200

201

202.

203

A particle differentiation apparatus as descriibed 1n claum 196, wheremn smd
droplets breakng off from smd flnd stream have sufficent s1ze to encapsulste
said one of sa1d sperm cells, wnerem saxd sperm cells comprise tact live sperm
cells having at least a head and a neck snd a tail,

A particle diffarentiahion apparstus as described 1n claim 197, firther compriamg a
nozzle having an onfice of abont 100 micrometers in diameter

A purticle cifferenhiation apparsius as described in clamm 196, firther compnamg a
dropiet charger coupled to saxd snalyzer, wheremn smd droplets recerve a charge
differentaily based upon saxd chfference m amount of sad stam bound ths nuclear
DNA of X-chromosome sperm cells and the muclear DNA of Y-chromosome

bearmg sperm cells

A particle differentiation apparatus s described m claim 199, firther compnsing a
droplet separator, wherem savd droplet separator separates smd droplet based upon
charge of smd droplet.

A particls differenhation apparams as described m clarm 200, forther compnsing
et least one collection contmner m which droplets contammg smd X-chromosome
beanng sperm cells are collected as an X-chromosame bearmg population.

A particle differenhation spparatus as deseribed 1n clarm 200, forther compnsing
at least one collection coptaner i which droplets contarnmg Y-chromoseme
besnng sperm cells are collected as a Y-chromosamse besnng populshion.

A perticle differentistion apparatus as described n clamms 201 ar 202, wherein
sa1d X-chromogome bearmg populahion and saud Y-chromosome bearing
populahion of smd sperm cells are selected from the group conmsting of between
90% to about 100%, between about 91% to about 100%, between about 92% to
about 100%, between about 93% to about 100%, between about 94% to sbout
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204

205

206

100%, between about 95% to about 100%, between about 96% to about 100%,
between about 97% to abour 10096, between about 98% to about 100%, between
about 99% to about 100%

A perticle differenhation apparafus as described 1n claum 203, firther compnsing
the step of estabhishing a separable ovent rate wherem smd separable ovent rats 15
selecied from the group conmsting of at least 5000 separsble events per gecond, at
least 6000 separable events per second, at least 7000 separable svents per second,
at least 8000 separable events per second, at least 9000 separable events per
second, at least 10,000 separable events per second, at least 11,000 separable
gvents per second, at least 12,000 separable events per second, at lezst 13,000
separable events per second, at 1east 14,000 separeble events per sacond, at least
15,000 separable events per second, at least 16, 000 separable svents per second,
at least 17,000 separable cvenis per second, at least 18,000 separable events per
second, at Jeast 19,000 separabic events per second, at least 20,000 separable
events par second, at least 21,000 scpareble ovents per second.

An. apparatus for differenhating particles as described 1n claim 204, wherem said
atep of scparatmg asxd sperm cells comprises a separahon rate selected from the
group conmsting of at least 500 separations per second, at least 1,000 separetions
per second, at least 2,000 separations pex second, at least 3,000 separahiona per
second, at ieast 4,000 separations per second, at least 5,000 separations per
second, at least 6,000 separations per second, at least 7,000 separations per
second, at least 8,000 separations per second, at least 9,000 sepurahions per
second, st least 10,000 separations per second, 11,000 separahons per second.

An spparatus for differentating particies as destnbed m claim 205, wherean said
step of forming droplets each having one of said sperm cells entrained compnises a
droplet formstion rate selected from the group consistmg of at least 10,000
droplets per second, at least 20,000 droplets per second, at least 30,000 droplets
per second, st least 40,000 droplets per second, it least 50,000 droplets per
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207

208

209

second, at least 60,000 droplets per second, at least 70,000 droplets per second, at
least 80,000 droplets per second, at least 90,000 droplets per sacond, at 1east
100,000 droplets per second.

A particle differentiahon apparstus as descnbed m claim 206, wherem smd sperm
cells compnse a bovmns sperm cells

A particle differentiation apparstus as described mn clarm 206, whersm said sperm
cells compnse sperm cells from an equne mammal.

A particle differentiahon apparatos as described 1n clarm 206, wherem sad sperm
cells compnse sperm cells from an ovine mammal
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at this office, deposited all of the stems 1n the above letter of transnuttal with the United States Poatal

Service as First Class Mail, postage prepaid, mn an envelope addressed to Box Assignment, Assistant
Commssoner for Patents, Washmgton, D C 20231

Please address all fature correspondence to  Santangelo Law Offices, P C., 125 Sonth
Howes, Third Floor, Fort Collins, CO 80521

Dated tus 2% _day of May, 2001

Rnsgectﬁﬂly Submitted,
SANT., ELO Law Offices, P C

-

Fort Collms, Colorado 80522
(970) 224-3100
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Atty Docket XYHighPurPCT

IN THE UNITED STATES PATENT AND

TRADEMARK OFFICE
PCT BRANCH
130

In Re the Application of XY, Inc
International Apphcation Number PCT/US01/15150
International Fihng Date- 09 May 2001
US Apphication No 60/203,089

60/239,752

60/267,571
Prionity Date May 9, 2000

October 12, 2000

February 10, 2001
For High Punty X-Chromosome Beanng And Y-Chromosome

Beanng Populations Of Spermatozoa
Recerving Office RO/US

CERTYIFICATE OF MAILING

I, Shannon Nation-Kammerer, hereby certify to the truth of the followmng tems

1 I am an employee of Santangelo Law Offices, P C, 125 South Howes, Third Floor,
Fort Colhns, Colorado 80521

2 I have tius day deposited the artached Letter of Transmittal end a firm check 1n the
amount of $40 00 for the recordation fee with the United States Postal Service as "First Class Mal",
postage prepaid, for maihng to the Assistant Commussioner for Patents, Box Assignment,
Washington, D C 20231

Dated thus {{/ day of May, 2001
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Atty Docket. XYHighPurPCT
IN THE UNITED STATES PATENT AND
TRADEMARK QOFFICE
PCT BRANCH
In Re the Apphcation of XY, Inc

International Application Number  PCT/US01/15150

Intemational Filing Date- 09 May 2001
US Application No 60/203,089
60/239,752
60/267,571
Pnonty Date May 9, 2000
October 12, 2000
February 10, 2001
For High Punty X-Chromosome Bearmg And Y-Chromosome
Beanng Populations Of Spermatozoa
Recewving Office RO/US
CERTIFICATE OF MAILING

I, Shannon Nation-Kammerer, hereby certify to the truth of the followmg 1tems

1 I am an employee of Santangelo Law Offices, P C, 125 South Howes, Third Floor,
Fort Collms, Colorado 80521

2 I have tins day deposited the attached Assignment of Patent Rights of Kenneth M
Evans and Enk B van Munster along with a Recordation Cover Sheet with the United States Postal
Service as "First Class MmlI", with sufficrent postage, for maihng to the Assistant Commussioner for
Patents, Box Assignment, Washington, D C 20231

A oK.

Dated tins f]_/ day of May, 2001




Artv Docket XYHighPurPCT \'57,
Express Mail No EL728558513US

IN THE UNITED STATES PATENT AND
TRADEMARK OFFICE N~
PCT BRANCH
In Re the Apphication of* XY, Inc
International Application Number- PCT/US01/15150
International Filmg Date 09 May 2001
US Application No 60/203,089
60/239,752
60/267,571
Pnonty Date May 9, 2000
October-12, 2000
February 10, 2001
For High Punty X-Chromosome Beanng And Y-Chromosome
Bcearing Populations Of Spermatozoa
Recerving Office RO/US

ASSIGNMENT OF PATENT RIGHTS

THIS ASSIGNMENT document 18 between and among Kenneth M. Evans, whose address 1s

2125 Pnimrose Lane, Fort Collms, CO 80526, USA and Enk B van Munster, whose address is
Linbzansgracht 28C, 1015GP Amsterdam, The Netherlands (individually and collechvely the
“Assignor” or “Assignors”™) and XY, Inc , having 1ts pnncipal office at 1108 North LemayAvenue

(the “Assignee™)

WHEREAS the Assignors have each contnibuted to some degree 1n concerving or developmg
technology relating to a “High Punty X-Chromosome Beanng And Y-Chromosome Beanng
Populations Of Spermatozoa”, mcluding but not limmited to the applicanon referred to above, and also
mcluding for the purpose of this assignment those improvements which are related to the subject
matter of such technology to the extent concerved or developed dunng the time serving as a consultant
or employee of the Assignee, and improvements related to such technology which are idennfied,
developed, or concerved using trade secret or confidential information of the Assignee or which are
likely to cause disclosure of such trade secret or confidential information (the “Invention”),
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WHEREAS each Assignor etther bv himvherself or i conjuncnion with other individuals mav
be an inventor of the [nvenuon

WHEREAS each Assignor acknowledges lus/her obliganon to assign ail nght, atle and interest
in the Iovention to Assignee, and N~

WHEREAS ecach Assignor desires to formalize lus/her obligation for assignment of all night,
title and mterest to the Invention to Assignee to the extent he/she has any such nghts worldwide,

WHEREAS each Assignor acknowiedges lus/her oblhigation to assign all right, title and mterest
m any and all patent nghts and any other proprictary nghts related to the busmness of the Assignee, and
m particular the Invention, to Assignee,

NOW, THEREFORE, for good and valuable consideration, the parties hereby agree as follows
1 Each Assignor warrants that

a he/she has the authonty to assign all right, title and interest ongmated now or hereafter
by lum/her ;nvolving the Invention,

b he/she has conveyed no nght, title, or mterest in the Invention to any party other than
the Assignee,

c to the extent each individual Assignor conducted any efforts relevant to the ownershp
of all nghts to the Invention under, on behaif of, or through any entty or assumed name, he/she
has the authonty to act as agent for such an entity and to fully transfer such nghts, and

d at the time of signing of thus Assipnment, he/she neither knows.nor has reason to know
of any outstanding right, title, or interest m the Invention inconsistent with a full ssmgnment of
nights to the Assignee other than any nght, title, or interest which may exist as a result of any
comventorship

2 Each Asmgnor, for good and valuable consideration, hereby sells, grants, transfers,
authorizes application for, agrees to support, and assigns to the Assignee the entire nght, title, and
mterest m and to the Invention, mciuding, but not limited to

a all such woridwide nghts to make, use, and sell the Invention,

b any applicanons for Umited States or foreign patents relating to the Invention, and
specifically to the above-entitled apphication, and to make a claim for any prnionty to which
such applications are entitled, and to any division, substitution, continuation or continuaton-
m-part, of such applicanons, all patents which may be granted thereon, and all re1ssues and
extensions thereof,

N



c he nght to tile soplicanons ror Lmited States or toreign patents based upon the
[nvennon and to make a claim tor anv priontv to which such applicanons are enntled. and to
anv division substituton. connnuanon. or contnuanon-in-part of such appiicatons all
patents which mav be granted thereon. and all reissues and extensions thereof

d all related nghts invoiving the Invention :n any country such as utility-model
registranons, mventor's cernficares and the lixe and all nghts, ntles and interests mvolving
the Invention under any foreign government,

c all nghts to any documents, notes, and evidence regarding any aspect of the
Invention, and

£ all nghts to seek protection covenng such aspects or claims as the Assignee deems
appropriate, specifically including but not homted to clauns which seek protection for
device, apparatus, method, process, business method, or other coverage, claims which seek
protection for as broad a level of coverage as might be deswred by the Assignee, claims which
address any aspect concetved, developed, or disclosed as separate nventions, claims which
address any permutanons or combinations of anv aspects, claxms which address any aspects
mndependent of any 1mtal context considered as preferred embodiments, and claims which
seek broad protection m general

3 Each Assignor acknowledges a legal and equitable obligation to assign w the
Assignee any and all patent nghts and any other propnetary nghts related to the business of the
Assignee and covenants that he/she has not and wall not execute any agreement 1n conflict wath thus
Assignment and will not take or assist in taking any acthons which mught tend to dummish the scope
of protection available to the Assignee for the Invention. Further, each Assignor warrants that other
than nghts of the Assignee, he/she mamtains the entire nght, title, and mterest 1n and to the Invention
as may exast by virtue or lus/her contnbution and has made no conveyance of any nghts whatsoever
to any other person Each Assignor also covenants that he/she will promptly and continuously
mnform the Assignee of any articles, patents, or other references or pnor art of which he/she becomes
aware which may be matenal to the assessment of patentability of the Invention.

4 Each Assignor further covenants and agrees that he/she will commumecate to the
Assignee any facts known to him/her respecting any iumprovements encompassed by the Invention,
and will testify m any legal proceeding, sign all lawful papers, execute all division, contimuation,
contmuation-in-part, substitute, foreign, and reissue applicattons, make all nghtful oaths, and
generally do everythung possible to aid the Assignee to obtain and enforce full protection and title 1n
and to said Invenuon and to such improvements in all countnies without further consideration but at
the expense of the Assignee

[¥7]
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3 Each Assignor acknowleages that pursuant io the sale. grant, transfer and assignment to
the Assignee of the enure ngnt title and interest in and to the [nvennon. as provided 1n the above
paragraphs this assignment snall be compiete as to all ngnts owned. As such. each Assignor consents
to a waiver of any and all access nghts to any applications ror United States or foreign patents reiatng
to the Invenunon, and including but not limuted to the above-enutled applicanon, and to any division,
substjtution, continuation or contnuaton-wn-part, of such applications, ail related access nghts
invoiving the Invention n anv countrv such as uuhty-modei registrations, inventor's certificates and
the hke, and all access nghts, tiles, and interests nvoiving the I[nvention under any foreign
government, to the extent permussible  Access nghts may parncularty inchude any and all nghts to amy
files, documents, notes, and evidence regarding any aspect of the prosecution of the Invention 1n the
Umited States or foreign countries, any right to obtain, view or copy 1n any form the files, documents,
notes and evidence related to prosecution history or status of any apphcation for Umted States or
foreign patents relatng to the Invention, any other nght to obtamn informaton relanng to prosecution
ustory or status of any applicatton for United States or foreign patents relatng to the [nvention.

6 Each Assignor further covenants and agrees that he/she will sign all lawful papers,
consents, and generally do everything possible to aid the Assignee 1n pethomng waiver of access of
each Assignor to the United States or foreign patent offices of any and all applications for Umted
States or foreign patents relating to the mventon, as provided above

7 Each Assignor grants the firm of Santangelo Law Offices, P C , the power to insert on
this Assignment any further identification which may be necessary or desirable 1n order to comply with
the rules of the United States Patent Office or any foreign patent office for recordanon of this
document, mncluding but not hmited to mserting the appheation mumber, the execution date, or the
filing date of the above-entitled United States Patent Application based upon the Invention

8 This assignment shall be binding on all parties, therr hetrs, executors, admimstrators,
successors, and/or assigns, and may be recorded n the United States Patent and Trademark Office or
elsewhere In the event anv provision of this Agreement 1s found to be unenforceable or to be
unreasonable 1n scope, such provision shall be modified to the extent necessary to make 1t enforceabie,
and as so modified, this Agreement shall remam n full force and effect.

\
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Due S -€T-E( _ﬁsz—:gﬂ/ /én/

Xemmeth M Evans

UNITED STATES OF AMERICA )
STATE OF COLORADO )
COUNTY OF LARIMER )

SUBSCRIBED AND AFFIRMED OR SWORN t before me m the County of Larmuer, State of Colorado, Umited
States of Amenica, by Kenneth V{ Evans this 7 day of May m the yesr 2001

WTINESS my hand and offical seal pursasnt to the anthority vested m me as a Notary Pubkc by the State of

My Comnusnon Exprres. 7-15-R003

N

Erik B van er

UNITED STATES OF AMERICA )
STATE OF COLORADO )
COUNTY OF LARIMER )

SUBSCRIBED AND AFFIRMED OR SWORN to before me m the Cowunty of Lanmer, State of Colorado, Umted
States of Amenca, by Enk B vm\dumhsldlyofhhymﬂ:eywzom

WITNESS my hand and official seal pursusnt to the authanty vested m me as a Notary Public by the State of

e%wmﬂnﬁufm@m

otary Public .
My Commission Expwes _7~/15 ~ R0 &

N\



157

Rt uiemend must re "Jea wrerny wath the comoetnt Inrnenonad Prefimurssrv Coommng Autsorttv or | wo or more luthornes are compenent.
wask the o crosen ov the uppucars.  Tie il nee or ro-later cods of e Aty may be tecared by e uopucEN on e A DESDW,

PEVLUS

PCT CHAPTER I
DEMAND
under Arncle 31 of the Petent Cooperation Trexty
The umderngoed that the mternanonal appication specified below be the subject ot
mternanonal exammanon accordmg o the Patent Cooperation Treaty and
herehy elects all elipble Stmes (except where otherwise indicated).
For Inerosnoeal Exmmamag Authormy uss only
Idennficanon of IPEA Duza of receqe of DEMAND
BexVo.1 [DENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION ;’;';;';;‘&ﬂ'm
[nteranons] spphestion No. Interneteonal fling date (dayinondiyear) | (Eariest) Pronty date (dawinonthyear)

Title of mvenuon
High Punty X-Chromasome Bearng and Y-Chromosome Beanng Populations of Spermatozoa

Box Vo. Il  APPLICANT(S)

- Te| No.
N e, e e e i v | (G700 4953113
XY, INC | Facsmule No.
1108 North Lemay Avenue (970) 493-3114
Fort Collms, CO 80524 Tdlepnnzy No.
United States of Amenca

Apphcant sregistranon No. with the Office

Stasa (ehat 13, counery) of nanonality State (bhor is, comntry) of residence:
us Us

Nazne and address. (Fasnly mons foilowed iy gien namec Jor o lagal vy, Sl oficial dasgesion. The oddress rant wchale paal code and neme of ooy )
EVANS Kenneth M

2125 Pnmrose Lane

Fort Collins, CO 80526

United States of Amenca

Stam /ehar 15, counsry) of sanonahty” State fhar iy cownery) of remdence:
us us

Name and addreas: (Fomly sans fllowad by glvn nens; £ a legol einy, Sulf oficial dewgrenion.  The addresy mest sxcincle postal codie and name of cmeery)
VAN MUNSTER, Enk B

Lynbaansgracht 280

1015GP Amstardam

The Netherlands

Stace frkas is counoy) of nanonaler Stase fohar I, counrry) of rendence-
The Netherlands us

D Further applicants are indicated on a commoanon sheet.

Form PCT/IBEA/0L ( first sheet) (March 2001  reprnt July 2001) Sew Notes 1o the demand jorm
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laernanonsl spplicatron No.
PCT/USQ1/15150

Box Na. Il AGENT OR COVIMON REFRESENTATIVE. OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

D ;mlﬂm

The fllowagperson 1y [X] agem [} sommen represcntanive
and has been appomed earlier and represenrs the appheant(s) also for ngeresnonal prelenmery casmmatos.

D s heveby appomrxd and any earfer appomntment of (an) sgent{s)/commmon represexingive = herabry revokoed.
specificaily for the procedurs before the [mermshoml Prefimmgy Ezxmppamg Antharty, n addition to
represenmanve sppormeed ealser

MILES CraigR

huﬂumwbrmn Jir a leget ensity, il officiel decsgrasion.

gt tnchude postel cods amd aame of

Santangalo Law Officas PC
125 South Howes, Third Floor
Fort Coliins, CO 80521
Unnted States of Amenca

Telephane No.
| (870) 224-3100

Fucsxmule No.
970) 224-3175

Teleprnter No.

45,954

AgetT sregntration No. with the Office

D Address far carvespondences Mazk tus check-box where oo
spuon 3bove 1 used msmead o mdrcue 2 specual adidrens to

or conymon represcmiatve 1/hng been sppomtad md the
correspondence should by sent.

Bax N». IV BASIS FOR INTERNATIONAL FPRELIMINARY EXAMINATION

the descrmtion
the claums
]
Ol
the drawmps

Staternent concarning smendments.
1  The spplican: wahes the inroanoral prelymnary exammauon to start on the basis of
the mtemangnal appheanon as angmally filed

&8 ongmally Mled
= amended under Astcle 34

a3 ongpually filed

as amended umder Artivle 19 (together wrth any accompanying smaemear)

as amengded under Armcle 34

as onginally filed
as amexded under Arbae 34

2. [] The applicast washes sny amendowent to the clauns undet Articlo 19 t be commdered ag reversed.

3 D The applicant wishes the strt of the msermanonal prelimmary examezation to be pestponed gxtil the expraton of 20 mowths
from the prionty dute unlexs the Inrmanonal Prelimmary Exsminng
mnder Amcle 19 or a nonce ftom the apphicant that he does not wil t maks such smendsenss (Ruls 69 1(d). [This checl-
baz muy be marked only waere the dme limit undar Arcicle 19 hax ne: yet opired )

* Wheae no check-beax 15 maried, mtermmons]

Amthonity recorves a copy of any snendments made

exnnaton will sert on the bany of the mbtersshonal spphestwn
s ongmaity filed or where a copy of amendments to the clamms under Aracle 19 end/ar swendments of thy mtersations)
under Article 34 are reccived by the [ntermanonal Prehminery Examntmg Authonity befire 1t g begon to drew up & wntten oprion
of the imermanonal prelnnary CXATUSEDOG FEPOTL, &S &) amended.

Language for the purposes of international prelinsinary eamiantion  £nglish
3] which 13 the language 10 winch the inernanons) applicanon wes Sled.
| | wiuch 15 the language of a translation farmshed for the purposes of internanonal search,
[[] which 1s the language of publscanon of the interoanoml apphicanon.

[C] which is the lenguage of the mansianon (to be) Asmashed for the parposes of ntermanonal preluminary examination.

Box Ne.V ELECTION OF STATES

the PCT)

None

excluding the followmg States winch the applicant wishes not to elect

The apphicant hereby elects all eligible States fthat Is all Sranes which kave been dengnated and wiuck are bound by Chapter If of

Form PCT/TPEA/O1 {yecond sheet) (Vareh 2001  reprmt July 2001)

See Norax 1o the demand form
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exvaxtzooe) applicanen No.
ShestNa. 3 PCT/US01/15150
Box Vo. VI CHECK LIST
The dexmme 1s scconmpenied by the fallowmy ciemenss, m ths langauge referred For Intemmnonal Prelomeery
hﬂuw?u:hmbzmem o Exammmag Aathonty use auly
reomved e moaved
|  transisnon of mtermanonel apphestion sheet c O
2  sendmens under Arocls 34 sheers | O
3 copy(or where requured, transisnon) of
amendmenty under Aracle (9 sheers c [
4 copy (or where required. tramsiannn) of
stateznens under Artcle 19 sheens D D
5 temer sheeny O (|
6. other fpectf) sheety (| O
The demnand 1s also sccompamed by the went(s) murised below-
1 fee ealeulsnon sheet 3 [] sutemnent expluscany dack of ngaatore
2.0 ongmal separate power of aztoroey 6. sequence Iutmg i computer readable foun
3 [ ongmml general power of armarey 7 [0 otherfivuclf) | gty of Transmittal,
4 [ copy of general power of stomey: . Certficates of Exp Mail

refierence sumber 1f mry*

No. VII SIGNATURE OF AFPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
-wﬂ-h_#nﬂdﬁ_fqh-ﬂﬁndﬁﬂlﬂq—wb-d_j-lﬂlﬁh-ﬂ.

] AN
I
) \_—-
Bg.ﬁ m,,;:} [ /0 0/ T e -
raig R Miles : Date

PTONo 45954 /

-

For Interaational Prelmmmary Exammmg Amhonty use only
[ Oute of actusl recerpt of DEMAND"

1 Adprsted daw of receipt of derrend due
to CORRECTIONS under Rule 60.1(b):

3 D The date of recerpt of the demand 15 AFTER the expmanon of 19 mont D The spplicant bas been
from the pronty dute and nem 4 or 3 bedow does not apply informed sccordingly

"The date of receipt of the demand 15 WITHIN the penod of 19 menths from the prionty date a9 extended by virtue of
4 [ peesos o 4

Although the date of recerpt of the demand 18 after the expmaton of 19 months from the priorty date the delzy i srnval
5 D 18 EXCUSED purnont t Rale 32 tay

For Internanonal Bureau use only

Demand recerved from [PEA on

Form FCT/IPEAMO1 (last sheet) (March 2001  repro July 2001) Sev Yooss oz the demand form
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From the INTERNATIONAL SEARCHING ALTHORITY ‘ I{D

E:.MG & MILES P CT

T;JN:OA&CLE'&O LAW OFfleFS P Cn NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
FORT COU.INOSWBC O.l;lﬁll FLOO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT
OR THE DECLARATION
{(PCTRuke 4 1)
Date of Mulny
(davimonthreean 15MAR 2002
Applicant s or agent s [ile referexe
XYHIGHPURPCY FOR FURTHER ACTION  Sev parugrapin | und 4 below
{nmerratioml applicatsen No [aeernanonal (thng date
PCT/USO01/15150 (day/monih/year)
09 May 2001 (09 03 2001)
Applicant
XY INC

H The appticses s berelry sotifod st the Ioevnations] ssmch repoct ks been cowbished and it Cessmited herewith

Filing of ansembmenty sud staterment under Article 192
The spplcent 1s extitted, 1fbe 30 Wishes, 15 unend dw clapns of te mitamwiweml appficatim (see Ruls 18y

When*  The tme Lt for Sy sech sowmdeesss 1 sormally * manths frove de data of trensmusad of the
mteraatweai search repaet, bowever S more datad, r=e tha noses oa e sccumpeny shest.

Whare” Directly w the iematioss] Bureau of WIPO

wirterland
Facomile No. (41 2 74014 33
For more detmied marucooas see the aotes on the accompagyms thest

b3 D Tha agpircant 11 hereby noufied that 0o wiamatomal scarch reyort will he astahlished snd tha e declsmbon vader
Axticle tT(21(a} to 1hat sifect u aamuted herewnth.

3 D With regard to the pratest agemm payment of (am) additioaal fra(s) cader Rute 30.2, the spplicant 1 notifieu that.

D the protest together with the decuscd theresn bas bern Gmasmitied o the lnoernationsd Bures: mgather with Lthe
epphcaat § requent o forward te texts of both the protet ead the deczion terean to ter deugaatod Offices

D po decenion bay brea e vet on the grolesr; the spplscmt will be ootified as soom 23 & decsion = miade

4 Purther action(s)  The applcant » remuded of the fallowmy:

Shortly afiar 18 manthe fom the preonuty dae e icernaponal spplicatan will he publnhed by the nemanons] Burcs:
I the sppircant wathes 1o avoud or pospoue publccaan, 3 nouce of withdrawal of the mismuinnal spplcabon  er of (ke
priarity thum, waus reach te [ntemastcosl Beroal a8 proveied m mies 90 fu | sad 50 ks 3 respeeuwely beloes e
exxnpletien of G welmsra] prepurstioe far semsnosel poblicaten,

Withis 19 monthe from Ge proeny date o demsnd for cuzrmatonal prelimpary wxamasstion most he fited 1f the appheant
whes 1o pastpane e tiiry xio the aananal phuse untd 3 nnaazhs (res the pnoney date (e same Offires svws lawn

Withn 20 meaths from the proriy dete i applncey owmst perion the prescribed mis for eatry stio e aatousl phass
before all dengouies Offices which bave net heen clected i the demtuered ar m & later clection wilkm 19 months Grom the

priority dats or couid pot b siected hecyoae tev ure noc hound by Chapwer 1

Name and mailuny address of the ISA/US Autharized

Commussionsr of Patents and Trademarks ] M .%
Box PCT Sauvrer r
Washingmwa D C 20231

Facsimue No {703 303 3230 Teleohone No 17031 308-0196

Form PCT/ISA/220 (July 1998)




rATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

CRAIG R, MILES | PCT

4/

SANTANGELO LAW OFFICES PC
25 SOUTH HOWES THIRD FLOOR THE INTERRATIONAL SEARCH REPORT
FORT COLLINS CO 30321 OR THE DECLARATION

(PCT Ruie 4.1}

oo, 1 5MAR 2002

Applicant s or agent s [ilo refenenee

XYHIGHPURPCT FOR FURTHER ACTION  Seo paragrephs 1 and 4 below
[nternaronal applicacon No (oternatsorml filing date
PCT/USOL/ L5150 {day/month/vear)
09 May 2001 (09 05 2001)
Applicant
XY INC

1 E The spplicast 18 bereby sonfied that the mecraanconal warch repat kas boan citshilshed and 15 treosmted bercenth
Pliing of enenchoents spd statevnerst under Articls 19-
The spplicast 15 entitied, 1f he 50 Washes 1 amend the clamns of e nicmaiomm] spplexuon (see Rule 463

Wham* The ume Umu for Gimg sxch smendmans o sonssdlly . meolbs from the doe of rmsmtal of the
intematimal seareh repare however for mors drouls. sas the ses oo e sccompeny shest

Where* Direetly to the hteroetosal Surcsa of WIPQ
34, chemy de Colembeties
1211 Genmvan 20, Swiczerisnd
Fecmmmule No. (41 10} 740.14.35

Far more detmled matructioas. see the noted o the sccomparyxry sheet.
3 D Ttm spphcat 13 herehw noufisd that 0o oxmmanonal search report will he estabiished and that the declsraizon vader
Arncle 172){n) to that effect » transanited herewith.
b | D With regard to the protest agamat paymes! af (an) widinonal fee(s) onder Rule 40,2, the spplicant o moufied thar

D tha prossst togeter with the decimen thereos bas been  LpEmired t the [ermatings) Baresn wguther with the
apphat ¢ request 10 frward the tents of both the prows sxd the decuson thereon (o the dengasted Offices.

D 0o decenon Aas bern made yut oo tha prowal: the applicast will be aotifed as soon &8 & deciama = mads.

4. Tortber sctienis)  The sgplhesu = mmmded of the failowmy,

Shortly xfier 1B manthe from the prorsty dem the micrnatioaal apphicaton will he pulblshed by the Iaicrmucasl Buren
1f the sppixcant wishes (& svond o pospone publwatien, & gotes of wikskuwal of te saemetions| spplesten o of the
chum, ot r=ach the sternatvensl Bareen us provided o cules 30 Mr | and 90 ks 1 respecuvely bufore the
completion, of the techaical prepamuans for wemanonal publestos.

Withun 19 mantie fom the poonty date & demend for iemaional prelimmary examsataon trest be {led if the sppiue
wabhas 1o postpone the sty uRo the nat:oow| phuse umul J0 wonths (rom U pronty dats (o some Offues vven laten

Withen 20 months from the proexy date the applwact must pertarm the prescrihed a2t for estry mio the outonal phase
before ofl desugnated Offices whrch have not heen elected w the denand or w o luar eteenon withn 19 months from the
priocity dete or could not he elecied hecamse Lhev are ast homd hy Chapter 1l

Box PCT
Wastungion D C 20231
Facsimule No. {703) 303 3130 Teleghone Nao  {703) 308-0196

Nams amxl mailing address of the (SA/US (Tecer
Conmrussicoer of Parmm and Trademarks ;’a"“.,. 2 \%
Smucrer r

Form PCT/ISA/220 (July 1998)




PATENT COOPERATION TREATY

PCT Wz

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Arucie 18 and Rules 43 and 44)

Applrcant 3 or agens 5 file reference FURTHE see Nonfieanos of Trmsmin) of leevatcnsl Seaych &

XYHIGHPURPCT FOT\CTION R (Form PCT/ISA/TIN as weil a3 where sppicahis m':-‘
budow _ —_—

International applicanon No Interpaconal tthag date 1&evmonihsreary | Eaclest) Prionty Date (davimonshsvear)

PCTIUSOY/15150 09 viay 2001 0% 03 .001) 09 May 2000 (09 O3 2000)

Applica

XY INC

This nternarionu] search report huy been prepured by this [ntermabonul Sewrching Authonty uad 15 trunnmited b the
applicast according w Arucle 18. A wpy 13 heing nvuduuhelnmmmdhm

This miernanoual search repurt conuts of J wad of sheets
[ 13 also accampanned by 4 copy ot each pror art document cited m Sus report,
1 Basis of the Report
a  With regard © the language the 1aieruatonal search was carried out on the bans of the \neroanons! applicatzon n te
languags i whuch it was filed vnleas otherwase inchcaled umder this stem.

D the wiernanonal sesrch was carried out an the bans of a amlanan of the wemataol applxation frushed w thos

Auwhonty (Rule 23 1(b))
b. With regard w0 any nucleotide and/or amuno acld sequence disclosed n tw uermanemal spplicanim  the muernational
search was cumied out on, the bams of the sequence lisung

contamed m the misrsanonal applscanon m writen form.

filed together with the muersational applicanon i computer readyble form.
furmished subsequendy to tis Authority 10 whtten form.

furmshed sobsequendy to tns Authonity 1n computer readable form.

the statemens that the subsequenily furmshed wrimen sequence listng does not go beyond the dusclowre m the
interzanonal appheation as fifed has bewn furushed,

the starement that the mformation recarded 1 camputer readabie forns u denncal ta, the writken weguence [isang has
been Arnuhed

Certam claons were fbund unsearchable (Ses Box D
Unuty of lnventlon s kackmg (See Box 1)

XO O OO00O0

the text has been established by dus Authonty W read as follows

5  With regard w the shstract
the text 15 approved a5 submutted by the applicant.

the text has been established according to Rufe 38 2(b} by this Audzmty as it sgpears i Sox [II  The applcant
may within one moath from the date of mauliny of tns moemational search report sibaut wommens to this

Authority
&  The figure of the drawings to ba publushed wth the abatract 15 Figure No ____
an suggested by the appleant Nune « [ the Hgures

hecause the appluzint Guled @ suggest a teure
D bevse tus figure hecuer harerzes the mvention
Form PCT/ISA 210 «first sheeth 1July 199%)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT Inwernuticnal spplicatim No

PCT Usal/t 5150

Bax [ Observations where certain clsams were found unsearchahle {Continsation of item |1 of first sheet)
Ths mtermatiozal report has oot bevn estwblished ta respect of cermun Claums under Artule | 712)() Jor the lolluvang reasons

1 D Clam Nos
because they relate (© subject maner not required o be searched by s Authonty namely

L D Clum Nos
becauss they relate o party of the meternahorl applcanon Gyt do not comply wath the prescnbyd requrements in
mxch an extent that no mesomgiul internanenal search can be earmed owt  specilically

3 D Claun Nes.
beocmiss they are depandent clagns end are not drafted 10 accardsnce with the second snd third sentences of Rule
6 4a)

Bax II Obwervatioms where unity of invention Is lacking (Contimmation of [tem 2 of Arst sheet)

This lateroationa] Searching Authonty found multrple mventions in this ntermatomal spplicaton as follawe
Pleass Seo Contimuation Sheet

As all reqmred additjonal search fees were imely paud by the appleeant thus international search report covers all
searchable clauma.

r D As all searcinble claxms conid be searched withour effort jumifylng an additiom] fee thus Authonty did oot mvite
E paymsnt of sny additicnsl fee

As oaly same of the requrred adkdional search fees were temely pud by the spplxcant, dns oxeroaiosul search
repart covers only these claums for winch fees were paid, specafically clums Nas. 1-30 96-209

4 E_] No required addimal serch fets were nmely puld by the spplicars  Consequencly thus intermutitmal seerch repart
' resencted to the mvention first mennoned m the uaons i 13 covered by claums Nos

Remarkon Protest ||  The adéuinnal search fiees wers sccoapamed by the upplicant 5 proest
D No protest secompanisd the payment of additional search fees

L _
Form PCT/ISA/210 (comtouaton of first sheetr 1)) (July 1998)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT Internuucnal 4ppluciin No
PCT USOL/1L3130
A CLAMSSIFICATION OF SUBJECT MATTER
IPC(7) AQIN 1102 CLl2M JA0

uUscL 4352 288 7

" FIELDS

Vinmnim docttmentanion searched (classificanon system followed by clasnficanon svmbols)
Us 43572 2887

Documenmoon searched other than minmum documenianon (o the extex that such doctoments are included 1n te lields searched
NONE

Electromc daxa base consuited durmg the wternational search (name of dam base and, where practicable search trms wed)
USPATFULL on West. WPIDS AGRICOLA on STN

C___DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Canegory * Cliation of document, with inchcatxm, where sppropriate of the relevant passages Relevarz i JJum No

X BEYHAN exal Sexual donorphism in [VIMHIVF bovine embryos produced from Xand & | 1 11 13 12 25 29
- chromosome-besring spermmiczon sorted by high speed flow cymmetry 01 July 1999 -—

Y Vol 52 No | peges 35-48 cspecully abstract. nn

AP US 6 154,776 A (MARIELLA Jr ) 28 November 2000. 150 96-109
A US 5989 216 A (RENS et al ) 16 November 1999 1 50 96-209
AP WO 01/31612 Al (GALLL et al ) 19 July 1001 1 50 96-209

DmmmMmumormc D See parent fxmily annex.

Spacial caaegowries of ciewd docemants, — Ymar docanent pubished ey the witernational filing de of preoviry
dxa 20 o o emilict with the applicitios b cited 10 stdersad the
A docaes daflaing Gis geneal st of the ax wdech b oot comisered ™ be yrinciple or tugnorv cnderiving s nvestia
of ganiembr relevanns
- docoxnem of partdodar relwvance; the clalmad Invesion o he
“F  emilar sppiicailim or pupvos prblichad on or 2iter te scecsational (THey dutx amsldared coval or cappet ba comidared to lewolve 28 lnvesdw srep

winn the docume | Lkm alone
L do=ynem which may duow doubs an pricricy clamis) or which o cisd B
atshiish tha pubiicaion de of smoher chatlon or oher spechl reeon (= = dcme of particular refrvancs, e clabned iavantion G b
apeaified) oxmalierad to mvalw m ktventive wcp wiien the doceness
coxnalaed with oue or more orher cech dnOERED T CunhELOR

0 dommes referring to m oral diaclomre. tee  cxinbirin or clker mexs baing chvame 10 2 peracy siiBed bs e an

“P*  docoment puiiished prior 0 s coraarionsl (Hiag mate ot Laer thon O & docemens wmiver of the 13ns pem Fatuly
pricciry duta clancd

Date of the acsl crmplenion of the mternational search Duie of maslmy of the muamaznml search repirt

[ 14 Jamuary 2002 (14 01 2002) 1 oMAR 2002

Nurme mmd muling addres of the 1SA-US thorizedultiver

Conmluwaer of Paess il Trudemoria M—o %/‘
Bom FCT Wr
Wnlisgem DC 2001

Facsumie No (703)303-3230 Telepbooe N (703) 308-0198

Form PCT/ISA/210 (second sheeq) (July 1998)
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Imematrel appl wnuon No

INTERNATIONAL SEARCH REPORT ;
PCT USDI+t3150

BOX IO OBSERYATIONS WHERE UNITY OF INVENTION IS LACKING

This applicatn contams the following mventons ar groups of inventions wiuch are not 5o linked as to form & smgle yereral
lnvennve concet uader PCT Rule 13 | [n order for all invenoons o be exammed, the appropriate addiunnal exanamnon fees must
be pud.

Group [ clanms ! 31 drawn © & method of wolauny X und Y sperm cells by deterouming 2 sex duTerenmuioh Chmru terists and
sepacarmy on the basis of that clharacterenc

Grovp 11 clanns 32 50 drawn o an spparanus o wolate X and Y sporm colls by determumng a difference 1 vojume of the sperm
beads comprinng 3 beam of elecrumagzetic racialbon detector anslyzer and sperm cells

Qrop [I1 claums $1-69 drawa o a mathod of separaung X and Y sperm cells by detevrumng the voluma of the capsule conturang
the DNA

Group [V clagns 70-95 drawn o a method of differentianoy particles

Group V clams 96-120 drawn © an appannys to duferentate particles conprmng sn wxymmetne particls i o Mud siream, on
umadianon sowocs optres Light emsmon nwterial detector and amalyzer

Group VI claimy 121 {67 dravn 00 aa spparstos W differentiae perticles cogprinag a uoxzle an oscillame droplets sad perm
eells.

Group VII clazme 145-152 drawn 1 a0 spparamis compriamg paracles Light emionon source a photo-muiopley twbe mnd an
mmalyzer

Ocoyp VIIL clums 183-209 drawn (0 a0 spparails comprinng asymmeinc parucles m oradiaton source uptns  heit emussion
materal deteesor

The tnventions sted ay Oroups 1 VIIE do aot relate o a angle general inventive coneept under PCT Rule 13 | hecause under PCT
Ritle 13 2 dwy lmk the same nr cormaponding spocod bechmcal feunwes for the fallowny reasons

PCT Rules 13 [ or 13 2 do not provide for raudtple methods or multiple spparunses

The methods of Group [ 111 and 1V all require dostoact mameialy for exsmple de method of Group (I requites assessment of the
volume of the expsule conmumnyg DNA  while the methnds of Groups [ or [V do nnt requurs such as determunation

‘The methods of Groups [ 11{ or IV do not requure the apparauses of Groups 11 V V1 VI ur VIIL
The apparatyses of Groups IT V VI VIII all have distmxct eoxnponents sod arw  therefore  dishnct appuratise

Form PCT/ISA/210 {second sheet) (Suly 1998)
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PCT

75

Internanomal Appicanon No. ~
REQUEST
[oternanoral Filng Date
The unders: requests that the present
mm:ﬁu:mﬁmm be processed
accordmy to the Cooperanon Treaty ‘Nnumgommmmmm- |

) (15 e e f=  XYHighPurPCT

Box Va. I TITLE OF INVENTION

High Purity Y-chromosome Bearing and Y-chramosume Bearing Populations of S
BoxVo.Il APPLICANT [] Thus person 15 aleo urveator
Name and adddress. (Faruly nowe foilows by givan newe, awqﬂﬁm Telephona No,
2"‘...'.:.“‘.".&2."&:‘2:.‘,,;_{.-. ..'£...« by | (970) 493-3113

XY, INC. (970')&&93—3114

1108 ¥Worth Lemay Averme

Fort Collins, CO 80524 Teleprmser No.

United States of America

Appheant’s repuaration No. with the Office

St (ohes 4z, counry) of nanonalny- Sz (ax it counvryy of resudence:
Us

Us
E“mw;::gm D ‘!"_ @hlﬁnﬁhdn—n D#A(L_ﬁs:ly- hsw

BoxNa.Ill FURTHER APPLICANT(S) ANDVOR (FURTHER) INVENTOR(S)

Name and ndidress, /Foamdy nams followed by o, 'officlal designunian, Ths person 1
o e e X T T LT
D applicant only

EVANS. K th M m spplicant and mventor

2125 Pimrose Lane | [} v oty e check b

Fort Collins, CO BO0526

United States of America Applicant'srepustrancn No. with the Offica
State (zhat 15, countryy of mabonality Slln(:hwuwllmmofmm

S

e gt [t [l erneecy [X] bunmiSme [7]de foo tond

m Further appiicants and/or (furthey) mrventors are mdicated on a contamanon sheet,

Box Na. [V AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE, OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

I?:hc applicant(s) bﬂg:chﬂ'::':ow lmnﬁ.:?mm.fu&':nﬂ:l;:rmf @ agem D%ﬁ
Name and eddress /F: mﬁbﬂhmmﬁ-nkgﬂﬂﬂ#hﬂr—hﬂ. Telephone No.
The ackhees must ncinde poseal cods and e o comry) (970) 224-3100

MILES, Craag R Facmmile No.

Santangelo Law Offices, P C (970) ?224-3114

125 South Howes Telepnnter No

Third Floor 80

Fort Collins, CO 521

United States of America ““‘;::.”'?.'5':““"" withhe Office

Address for correspondence: Mark rhis check-box where no QT cOmmon represcamtive 1/has been appointed and the
D space above 13 used wnsteaa to edicats 2 speczal addreas o0 wh uﬂmnupnndm:?ﬂuﬂdheml.

Form PCT/RO/10! (first sheet) (March 2001) See Vores to the request form

tozoe



yheet Mo - ‘ "’T

Contnuanon of Box No. [T FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) [INVENTOR(S)

TAN

If none of the followny sub-boxes 15 used, this sneet snould not be incluced In dee request, \)
N s Fo e i S T
Zox utheaoplicant s Siarethat 5, cousre) of resiiance if no St of 5 enclicoond below. ) D applicant only
and
A MSTES, i 3 e g
IlJﬂbmSgrﬂdlt 28C D 15 marked, db mot fll in below
1015GP Amsterdam
The Netherlands Applcant’s regastranon No. wath the O ffice
E ! Stats
Stace (that it covesery) of azuonairty” The Nether {thas iz, couvery) of rendence us
Eﬂ;ﬂnmwg&m Duslll.g_d Dﬂmh:w #Umndtlru =i:nl_g:

N address: (Famaly nawe foliowed o aficial desigrotion
vyt A - e ,_'..;"' ri-%:z?ﬁ-“uﬁ Thus person 1.

Baruthecppiicont 3 Sote fthet iz, comury) of residonce ifmo Siase iy adicosnd balow,) D spphcant conly
D apphicsat aad wvenor
D hmﬁmggﬁmhﬁm.)

Applicant’s registration No. with the Office

State (that i cosmery) of mahonality State (thar is, country) of remdence”

all
Eﬂmrluunp:gﬂn Ds:u-d Dﬂupg:'?—p D?M:l? D:hldﬂm‘:

N Fo et i st S| i e

B oo the cppilcant’s Siass {that ir. commiry) of vesidence o S of irindicoted belowe) ] speticam enty
D applicant and urvenmr
D '] mﬂoﬂgﬁﬂ“ in belgw.)

Applicant sregstration No. with the Office

State foher iy country) of aatiosality Stawz (thar is, a:-w_-;)afmlduu.

L
P (i itmmiver (Jressy (]t

Name and address: followad legal exciy. full tficial detigneion.
n:“.fu.._.ufﬂ':.u_ﬂ! e Lo ey oy S derigaarion. | Thna person s

oy
Box iy theapplicant 1 Siate (s is, country) of residence ifno Sexta of iy incicared baiorw,) D applicant anly

D apphcant and wnventor

invemntor {Tf thas check-box
s marked, do not /Uil in below.)

Applicant sregistranion No wnth the Office

Staze {rhar Is. countrvy ot sanonality State fohet iy cowntry) of rendence.

perso heant all deugnaced all designated Staey excepe the Umted States tha § odieated
E‘:h,,u:::."gf DSunl Dhu-:::i-:::fm Dofmunly Dm:s::':h‘mm.l!ol:

D Further applicac= and/or (frther) tmventors are ndicized on another conhnuanon sheet,

Form PCT/ROV101 {connmumnon sheet) (March 2001) See Vo'es o the request form
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spacify on dowsed ling)
Natonal Petent (3 other tinal of prosecdon or treconsnt dexred, specify o datted Ine)
B AR Umted Arab Exnmies [ GE Georg X1 MW Mabiwn
¥ AG Amgna and Barbuda X GH Ghaea (4)5] VIX Mexien
@ AL Abena (3 GM Gambra 1 vz Vozaminque
B AM Armema (3 HR Crouna [} NO Norway
@ AT Ama &d U laty axie)l, [ HU Hungary [} NZ New Zealand
()3 AU Al A D Indonesa (3 PL Poland
(A AZ Az=bmjan ML Iarael @ rr Porugu
X BA Boans and Heczegovina N lnda [ RO Remanp
1S lceland H1 RU Rustien Federation
(3 BB Barbados (6)% ¢ Sapan
(A BG Bulgars X KE Kenyn X SD Sudan
3 BR Bran (@ KG Kyrgyzmsma (3] SE Sweden
[ BY Belann @ kp D;;:ml’nplelm ESG Smgapare
(3 BZ Behr= o S1 Sloveom .
()X CA Camada @ KR Repablic of Korea 0 SK Slovakna 8rd uEility odel
¥ CH & LI Swiczeriand and Lischtengwm [ KZ Kazakinmn ¥ SL Siema Leone
3R v Cuma (N LC SamtLoew E T Twjilasan
[ €O Colombia O LK 5n Lanka 3 T™ Turkmemstan
O CR Com Ruas LR Libena B TR Turkey
™ cU Cuba gm Lesotho X TT Tnawded and Tabago
(3 CZ Czech Republsc LT Lt .
(X DE Germany &rd oxie]l (8 LU Lixsmbourg (3 TZ Umted Republic of Tanzama
(R DK Dermark &0 Ut1laty sodel FILV Lava [ UA Ulraine
(¥ DM Dommmea R M Viorocco X UG Ugnca
(3 0Z Alpra [S] MD Republic of Moldovs ﬂ)ﬂusm
QA ZE Esmoa and uhity oodel I3 UZ Urbeleytan
s Spun “cmm B v Viet Nam
(X Ft Finiand 80 UtLlaty oddel O MK The former Yugoslav Republic of (¥ YU Yugasievia
3 GB Unmd Kungdom Macedoma % ZA South Afica
(¥ GD Grenada [ vV Mongola ZW Zimbabwe
C&sk—boxnhlwmh:p:ﬁagﬁmuhmhhwhmmuﬁe?ﬂnﬂ:rmofm:m:
¥ A, posmhle states ] m
- %ﬁﬁm:mmzdwm o

sheet Vo, 3 I lf‘

Box Vav DESIGNATION OF STATES ‘lart the copuicchle caecx-bowes oriow- at luast ane snar be maroed, ~ |

The fallawing desrgnanons are heyebry mace under Rule 4 9a)

Reponal Parent

{81 \P ARIPO Patent GH Ghana, GM Gambia KE Kenya, LS Lesotho VIW Malaws VIZ Mozambique SD Sudan
SL Srerrn Leone. SZ Swamlaed, TZ Unitea Republic of Tmzann, UG Ugsnda, ZW Zimbabwe, and any odher Staze which 1s
a Contractng Stteof the Harare Proweal and ofthe PCT

N EA Esrasms Pxtenr: AM Armema, AZ Azcrbayse. BY Belsrus, KG Kyrgyzsun, KZ Xazakheran, VID Republic of Moldave,

RU Russn Federsnoa, TJ Tryilosman, T™M Turiomen:stan, and any other Staze winch 15 2 Commacung Staze of the Enreman

Panent Convennon and of the PCT

)X EP Europesm Patme: AT Austrw, BE Belgum, CH & LI Swiczeriand and Liccienszem, CY Cypros, DE Germany
DK Dennmric, ES Spars. FI Fialand, FR France, GB Umined Kingdom, GR Greeen, IE Ireiand. IT [mly LU Luxembouarg,
MC Moaseo, NL Vetherlands, PT Portugal. SE Swedes, TR Turkey and sny ather Stare wiuch 1 2 Contracting Sewee of
the Eurepesn Patent Convention and of the PCT

I OA OAPY Patemt: BF Burkme'Faso, BJ Beaw. CF Ceamal Aficen Republic, CG Congo CT Cite d Tvanre, CM Cameroan,
GA Gabon, GN Gumea, GW Gunea-Bussau, VIL Mall, IR Mauntanms, YE Niger SN Sevegal. TD Chad, TG Togo, and axy
othar State which 132 member State of OAP! and a Contractmy State of the PCT (Yfovker kind of prosecrion or trectmest desired,

Precavtionsrv Designartion Statement- [n additon 0 the designationy made sbove the applicant alsa makes under Rule 4.9(b) all
other demygnancas which would be permted under the PCT except any designanom(s) mdicared 1n the Supplemental Box as being
excluded from the scope of thus statement. The applicant declares that thoge additional designatians are subpect to confirnation and that
amy deng=ation which 15 sot confirmed before the exprranon of |3 maenths ffom the pnonty dare 18 1o be regarded as withdrawn by the
applicant ae the exprratton of that nme lieat  {Cunyirmarion (inchading fews) must reach dee receivimg Office within the 1 S-reonth timeg beniz )

Form PCT:RO/101 (second aheer) {March 2001) Ses Vores 10 the request form



sheet No 4 \H?

Sopplemextal Box f *he Jugpiemeniat Jax 13 not used, his shewt rhouid mot bg incinded in tha repuart,

{  If manveythe Sares. oxownr Boxex Vas. TLTT) to tv) for wmch

mdmmum the spacie 13 insufficren
l!lnlm the 3OrmGION. A SUCH CIESE, WITHE

of Bax No. .  findicate the reanoer of the 2ax) and furmsh the

tyormarion in the marmer rend according
qhwqr?uﬂa”:m I:';Wm::’: \

m shan rwo persons e imscutod
mnu-:ﬂn ".;:u:ma— ﬂ.ﬂ:

.ﬂtc-t. wring ‘Contirmadion of Bax No. [T ™ and indicars jor

ll-.lll- of bgpormatonas
licemss 's Siare I, country) of residence if mo
d'nﬂ.unlﬂdhbw. v

m Enhﬂal!whmnj’hﬂ“q‘h&ﬂ!ﬁ
bndlicarion “the Sixtes ueciioosed
checled, in such caxa. wring ‘ﬁmq‘h \b.ﬂ'
“Comsinugrion of Bax No. [T “or 'Ca-t-—'blqhu\ﬁ.ﬂ'
ond No, [IT” fax the coxe may be), imficats the rame of the
opplicom’s) ad:-n-r-ﬁndl_'.d-w

and/or d-'ﬁtnbh Exrmrun, Ecropem or
{OflPlp-wﬁr purposes of widch dee nasesd person is

() If in Box Yo. U or wn any of the sub-boxes of Box No. [IT the
inventor or the

e e
mq}l‘m !n.nlﬁmf' write 'C-“;fllf

of Bazes No. [ and No. ITI  (ax the case wey by), indicate the
m#hﬁm{unﬂmn{-ﬂnﬁm

the Siane(s) (ewdor where opplicable. ARIPO Ewronen
Swrcpeon or OAPI paeemy) for 'he gurpossx of which the
mavesd person s inventor

W) I inoudition 2 the agens(y) indicanyd in Bax No. IV there are
in such coxe. write “Condrmucrion of
Sax Na, '-dhdmﬁrdﬁdrwh-nw

v KinBaxNo.V d.mqu.ﬁn!nrwnuw

o or . n a0 G Uned S of

miition © ary.'hhnhl’lhmafh Su-q"
Mhmwidby

“ nl.nnh:wl. wris 'CaM-qf

Bax No. V™ and the name of coch Siase brvolvad (ar OAPD),

dqﬁ-d.mq’-:undl.h(arwo. the monber of

parent -dd-h
lnpwwdrhrﬂh'n;m S

) rummnﬂmmmhﬁnm I
ld-phi;’bﬁnd. n such case, writs
of Bax Vo VI™ and Imdicese for eoch additionsl seriier
g’h.v?.w'h same (ype of information ax required
ax

2 th regard rhc;uu-nny
Eu:'d-fhh?ﬂa hwimm-y
Sime(t) from the scope of thar scxement In yuch case, wris

“Darx xcludieet
Wﬂ *ﬁu! Wﬁm
Sﬂ 30 :::hﬁ:'.

CONTINUATION OF BOX VI

1 Thas application claims benefit of United States Patent Application
Number 60/203,089 filed on (09 05 00) 09 May 2000, and

2 This apolication claims benefit of United States Patent Application
Number 60/239,752 filed on (12 10 00) 12 October 2000, and

3  This application claims benefit of Umted States Patent Application
Number 60/267,571 filed omn (10 02 Q1) 10 February 2001

Form PCT/RO/101 {supplenental shest) (March 2001) See Notes to the requast form
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Box Yo. VI PRIORITY CLAIM

The preanty of the followizg sariter appheanonts) 18 hereby clhumed.

of cntir oppesnian ot mopheation Where carir applucstion i i
T 0P [ 1ex app!
matwuosl apphcaton. ki -
(coprmorsymar) coanry o O | ey
wem (1) (09.05 00)
09 May 2000 60/203,089 us
wm@® (12 10.00)
12 October 2000| 60/239,752 Us
wa () (10,02 01)
[LO Pebruary 200T | 60/267,571 us
tom (4)
sem (3)

D Parther prionty clainy ave incdweated m the Suppleveninl Box.

The recerving Office 19 requested to prepare aod trazsrmt to the Ineerasnoosl Buresu a cernfied copy of the earhver spplrexhan(s) (only
§f the awrllar cpplicersion wes filed with the Qffics which for the purpores of this international cpplicazion i the receiving Offics) winaxfied
shove ax

Huees Joemm [0 O wme O wme Oemo O s

® Where the eariier cpplication is an ARIPO indicoos o et o country the Paris Comvantion for the Protection
Mwﬂhwrﬂ.lﬁ;dlh’ maﬁp&mmmmﬂdmﬁum o

Box Ne. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

of Interustionsl Sen International
Chaica ﬁrﬁ.maﬂﬁﬁMwmwudmm.umbwﬂh

sa; U8

Raguast to use resuits of eariier search, reference v that seurch (i an aarfier search hay been curried out by or reqeested from the
Intermatioral Secrciang Avthority),
Deze (day/mancivyenr) Number Couztry (or regmonal Cifice)

Bax Yo. VIII DECLARATIONS

The following deciaratons sre conned o Boxes Noa VTII (i) t (v) femsrk the cpplicoble Number of
chech-bores beiow and indicrte in the right column the mmmber of sach type of deckenazion) declarstions
[0 BoxNe. VI (D Decleranon o3 to the identity of the mvestor

D Box No VTII (i) Declaranon as to the applicant’s enttiement, as az the internatonal filng
deze, to apply for and be gramed a patent

[0 BoxNo VII (m) Deslaranon as to the applizmnt s eantdement, as ot the icvernanonal filing
dxte to clum the pnenty of te earlier apphcation
m Bax No VIII () Declaanon of mvenmsrahip (only for the purposes of the desygnation of the
Umted States of Amenc) 1

[0 Boxvo viit (v Declaratiem as to non-greyudicral daclosures or excepaons to lack of novelty

Form PCT/RQ/ 0! (third sheet) (March 2001) Sex Nosas 1o the resuer form
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Bex Yo, Vill ll) DECLAJAAT™ ON  1YYENTORISAIT (ouly lor e porpenss of the ictigeaon oi'the Unsivd Sinte of Asmerian)
The deciorarmn xe owyisre in ot fallewweg sonsrdited wasileg proveded fiv v Soation 114) son Notow tx Jaxwe Nae. FNL VIO (P (9
(i penerel) caad fite specidn Notes i Soa Y YIIT (iv). o tAin am e sy spwd thts thoa showld nov ba Machudesd it by rqaani.

Jutiorutivn of [avenicrebly (Slales 4170v) sad STl (a)(iv))
far trw purpeses of the cosignadias af e Uniiog Slstey of Ammyrrea

1 dareby dusisye that [ Dallevs | an the errgraal, o and sale (Feudy one lavester u distad balew) ov peenl (iFmare than ene leventer
1s lizind heiow) Inventer of the rutyess manier which s clasmed and far wiich x pamnt w ssught.

‘Thin dasiasasion i directed 2 the 1aceresgicecd spplhweation of wileh ot G & part (IF Athey denlandos with appliostion).

This deslarviien w dirosiind lo varersationa sppiicensa Na. PCT/ {if faminklag deslassison porymad
w» Ruls 26ur).
1 benaiey dacites 'l roy ressiencs, camilag address, snd clizmslng wre us stnim] gemt 39 2y Came,

(hamby el | Sove reviewed snd vaderwiasd the coptante of the shyve-uientilied imeaneunl sppiimtien, fnnlwmiing the cings
ofesd o lavww dedamaifionnd ot chat compomst o el » aonplinser sxth FCT Rl 4, 16. sy cialm i Sowmge prosrky.

appliestien, |
ad | kv wlamtified below usder tes headmg “Frier " by opplissiion sunber cousiry or Momber of the Wield Trads

Orginizstssn, doy, mopth and your of| =y fora pastul ar oventér's surelante fllsl m 3 tosmtyy ather thaa the Lauied
M“‘ﬂtﬂ:f":ﬂ““’ﬂ“nﬂdh;-ﬁ Unsind Siatg of Agurvies,

baviag s fliag dete brefors tiest o7 the spphantrat s witish (e pnanty u calaed,
Prime Appliculonn  US #/00 £O/203,009, 1% aln /298,78 md US o/ 60(267,571

| vmby scinewicdgs e duty ta discioss iefermaden tat i knowe by e o by cuierial to pulenbility w defined by
NCrR lam&wwrhm“ﬂ“uﬂl“hﬂu“
dudmummm dam of tho eustemtioa-wrpan applicrien.

1 hereiry decions that all sttsamatss made herain ol my owe knywinlgs e oee sod datall ssuamests mets on mfecantron amd belief
are balievod t be wrw, and faner At thepe TatRONDS Wadvw micis wothy the knpeiedgy that will il Sl scatamonts and the lice se
mde are pupashakin by fas ov upatetmuent, of beth, wrxier Saxtiow 1001 of TTia L6 of the Usited States Code uod thas sach welfvl

ikine plaiomssnie may ysypunidion ke valinty of v coplitatoan erexy patent 1tyed thasuns,
Newn Kopqth M Evans
7125 Primpese laoe, Yort Colling, CO 80326, USA
(alty nt eicher LS stata, I appiicable, or cosany)
Mulisg Addvece 2123 Primross Laom, Forn Golling, C0 80326, PSA

Cinenhip TS
Javemar's Siguasmre; iﬂu/ pue Wy & , 2001

(/ net cnnmined |a the duciorwtion & sonwtted or (o slgminre witish ls res conmined ia the requess, or of b
whind under Ruls J6acr afiey de fillng of dr lismallonsl  duclomtion they iy uovranied or addud wader Ruly J6ser alles the
wpplicndon. The cignansrs mu b tkas ofthe ivveoar st huol’  Aling of the inturnations! spplication)

e agant)

Rase EciX 3, ven Mimaten

Reslooce. Lidnbeavageart 28G, JQISGP .Muscerdsm, Tha Netharlands
{aity wnd elthor US sarn, if spplasils, ar conniry)

Makeg Adérmm F LGOI LRENY /2001 [T POV | RESTEAY SN [ P00/ PoF e F FPPiLD

1619 Stower Street, Yort Collins, CD 80323, USA

Due May » 2001

(af sigmemra ks wot comiadund n the raguess. or ef the
daciapn jos hal it cwreanivd or seldnd uader Ruis 26sar aflar the
filng of the miirasiiens] appifeatiun)

| [ This denimmoen 3 sentinued a2 e Zellowmng shevt, “Conthwmation of Bea M. VIO (v)” h

P PFETTROVLON (duclatasion yixacs (1v)) (Maren Teer) M Suind b9 ibe revpeat ferse
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Box Yo.[X CHECK LIST LANGUAGE OF FILING /]
This internanonal applicanca Thus nternanonat appl accowpamed by the follovan
ﬁ-ullpl:ul'em rugne colionn the remper of eacn riem.
request (nelnding | (} feecalculation shees 1
declsranon sheems) 7 2 ¥ ongpmal separate power of attomev 1
dﬂm(ﬂﬂw 51 3 [J onmnsl general power of amormey
clamms 20 L0 E;f.ﬂnllmofmrwm
alyrerace
drmwngs 125 3 [J statemwent explammg lack of ugnanwe
Sa . tver of 127 6.1 mmnumadummvm
soquence listmg pens of 7 [] tremslencn of memetionsl apphcanon o
i —
or ne 8 scpanaw indicaions concermny deposited mucrooTgEmEmM
ﬂh:rl I'-Hll = or other buological murensl
Teal of 127 9 [0 sequence listing m compurer resdable form (sndicuts also type
wussber of shests and nugmber of cxrmers (dukeun, CD-ROM, CD-R or other )
(b) sequenoa tisting part of descrrptaon Med m (D) 1 copy submtted for the purposes of internationsl sesrch
mualﬂ'r-hbhhn under Rule 132er culy (and not es parzaf the
(i) OJ oauly (under Section 301{a){1)) oy ¥ )
() ] e addfnon 1 bemg fied un puper (lDD(WWUMhMNr!b)ﬂU#m;&MI"
foem (umder Section 801 (a)(1)) the copy far the parposes of moeroatonal seanzh inider
T i
of oo (i) ] cogecher with elevamt statement ax to the wdenzty
lﬂ'ﬂﬁ:. F‘“ﬂw othy:;pumﬁﬂuquﬂlhﬂlpn
right colamy 10 [y mwmdmm.mmdmém
of the drawings wiuch Language of of the UL UILICHIES OF INpRESS PRI |
thm Fig. 10 llﬂlllﬂll:l-m English

Box No.X  SIGNATURE OF APFLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Next ;o sach srgresre, inciicass the rexwe of the person sigrsing arl the copocity In which the purse sigre (i sech copacity iy mai olrioes fre racdl v the reque).

-~
-

\
) \\ess‘um

—

1 Dae of sctiml recarpt of the purported
ingernstronal sppheation.

A :F_ﬂl‘ﬁll'o‘ﬁﬂuﬂﬂ,

2 Drawingx

hmely reestved
the purparted internxtzonal appl

3 Carecred date of actual revempt dus to later but
pepers or driwmngs compisting

4. Dawof of the
a:::n::e&%m {14 4

Dmmul.

§ [memadonal Searchmg Anthormny
(:fmormmm:em ISA/

6. Transmial of search copy delayed
D mulsn:h?nuwdm

Date of receapt of the record
wnhnn:omlhmw

For ntemanonal Bureau use anly

Form PCT/RO/101 (last sheet) (March 2001)

Sen Votes to the reques: form
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TS sheet 3 ROL SGrt Of w10 SOUS NOL COUr us o srest of ke mernanons! coplicotion.

PCT

For receaving Offfce use onlv
FEE CALCULATION SHEET \
Annax o the Request [nternanonal Applicanom No.
a.zphanur:pms
refecencs XYH{ ghPurPCT Dats stemp of the recervng Offics
Applicaat XY, Inc.
CALCULATION OF PRESCRIBED FEES i
1 TRANSMITTAL FEE | 240 Q0 7]
1 SEARCHFEE 450,00 3
Intermanonal search to be camed out by 115
mmﬁmq’hm-ﬁnanm:lﬂm-w
3 INTERNATIONAL FEE
Basic Fee
Where e (b) of Box Na X apphes, enter Sub-total aumber of theets
Where wem (b) of Bex No. [X does pox spply cuter Total sumber of shests ] ———
[51] irwe 30 sheeen |_3682.00 [oi] A
B___ 97 x__900 87300 fm [
mumber of sheety fe= per sheet
@w:ummmmo f sespuence lutig part of dssermpnion
uﬂuumwmw:rk&m.;{g‘!).w
both w that form and on paper under Sectzon 301(w)(ii)
400 x -I IE]
fee per shees
Add amousm extered 8t bl b2 sad b3 end cuter sl at B 1255 00 B
Desiguation Fees
The internancpal applicaton contues all demgnanons. IJ
6 x___ B2 0 - 497,00 [D]
number of den fees £ dems fes
m:h mlﬂ EIOUDE O Emnon
Add smounts entered at B snd Dand ovter wesl at 1 L1747 00 I
‘erumhatﬂnamqmgg:
obe alis 29% of md’l’fm-:’;'ﬂndw
4. FEE FOR PRIORITY DOCUMENT (if appiicable; |1 45.00 [F]
5 TOTAL FEES PAYABLE 2482 00
Add smounts entered 2t T S, Land P and exter il 1n the TOTAL box TOTAL
_D_Thdnmreammp:anM L

MODE OF PAYMENT
qunmmu::(uudnw)! [0 posal maneyonter ] cash O conpans
cheue (] baak dret [ reveaue sumps L] other fapecifn

AUTHORIZATION TO CHARGE (OR CREDIT) DEPOSTT ACCOUNT
(This modie of paywsres may not be aveiable ar all recerverg Offfces)

[0 Authonzanon to charge the torl fees mdicated above
O @:Mhmkmﬁo?fhauﬁtuﬁ@hm
receiving Office 3o permin Authoraanon to charge any denciency
gr.udnwwapy:naemmﬁnmfesmﬂmﬂ

(] Asthonznon to charge the fee fr pnonty documen,

Receving Office ROV
Deposit Account No.
Duter
Name

Signature

Form PCT/RO/{01 {Annex) (March 2001)

“See Nofz ‘0 the fes colculanon sheet
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PATENT COOPERATION TREATY

From the
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY

Te  CRAIG R MILES PCT

SANTANGELO LAW OFFICES, PC.
145 SOUTH HOWES THIRD FLOOR
FORT COLLINS, CO sass1 WERITTEN OFINION

(PCT Ruic 66)

by | 010CT 2002

Apphemat's or agent's file refereacs REPLY DUE b ONE months
YYHIOHPUSPCT froaa the shove date of mailing
Internanonal epplicancn Na. Interastional filng dats {dey/'mondv/yeer} | Praevity date (dey/mench/seer)
PCT/UlSor/ 10180 o9 MAY o0l 08 MAY s000
International Patent Clasmficsnon (IPC) or boch aational clanfication snd IPC
IPC(Ty ADIN 1/708; C19M 5/00 and US Cl. 404/9, 9887
Applicant
XY INC
1 ‘Thu wnsten qmnmﬁ____(ﬂrn.m)dmb,mhum-l Prelimmery Examuung Anthenty

2 Thus apunion concuns indicanions relanag t the following wema
I E Bams of the opimion
n D Prionty
m E Non~establhment of opinion with regard to noveity mventve stap or wdustruad spphcabilicy
v E Lack of umity of mvennaa

v Ressoned starement under Rule 88.9(a){u1} mth regurd o novelty mventrve step or ndustnal spplicshiluy
atanons and explananeas supportng mich statement

Vi D Certun documents cited
vii D Cartun defeces 1n the international epplicanon

Vi D Certmn abservanons on the mternationsl spplicanon

5 The applicant is hereby wvited to reply to thu opinion
When? Ses the nine Lmit indicated shove

How? By subminiag a wnitten reply accompanied, where appropriste by smendments accardiag w Rule 68.3
For the form and the [snguage of the amendmenaty see Pules 68.8 and 689,

Alsa For an addional epportunity to submit amenduvents, see Rule g8.4.

For the examiner's obliganien to consider amendments and/or arguments ree Rule 884 bis.
For m nformal communicetion with the exammer see Rule 88.8

If a0 replv 1 filed, the international prelimuaary examinanan repert wll be established on the basis of thur opinon.

4. The final dace by which che wrernauonal prelmwmnary
exsmunation report must be catablished according o Rule sag 1 99 SEPTEMBER goos

£
Name and maling address of the [PEA/LS A hnn}gd.
Comsmmnar of Pasmiy spd Trademarks —
Bax FCT A
Weshungios, DC. 2EIL
Facnmile No. (03} 305-3930 Telephone No.  (703) 308-0188
Form PCT/IPEA/ %04 (cover sheet) {Julv 1908)w




IsS

internatonal applicadon No
WRITTEN OPINION
PCT/US01/15150
1  Basis of the opmmion
1 With regurd 1o the elemnents of the wuernaioml applscaco

E the internauonal applicatton as onguoally filed

E the desenpuon.
pages 1-51 as ongnally filed
pages NONE filed with tho demand
pages NONE filed wath the [stter of

m the clums
pages 52-90 , 55 ongmally filed
pages NONE_ as amended (together waith any statement) under Article 19
pages _NONB_ » filed with the demand
pages NONE filed with the letter of

E the drawwmngs
pages 1-28 » 43 ongnally fled
pages NONB filed with the demand
pages NONE filed wnth the letter of

m the sequence listng part of the description
pages NONBE as ongpmally filed
pages NONE filed wath the demand

pages NONE filed with the letter of

2 With the all the elements meriod abave svailable or firrushed to tng the whch
Wit regard hﬂ'mﬁh’.uuh ware mrhnt:m. to ting Authonty m the ngusge m
These elenents were available or finnithed to tus Autharrty m the followmng langage whuch 1z
Dthehngugeofnmhnnnﬂmuhedfurthnpurpomofmmmlﬂl\.‘.h(udnnuhnl(b))
[[] the aguage of pubbeausa of the miemational apphication (under Rule 48.3(b)

D the Imguge of the tnslation fizmshed for the purposes of meenatonal prelmmery exsmnatyon (vnder Rules 552 and/
or 55.3).

3 With regard to sny mucleotide and/or amine acld sequence drsclosed m the moemations! appheation, the witten opmon was
drewn on the bams of the stpuence g,

D contuned 1n the internstional apphicanon m pnated form.

EI filed together wath the nternational application 1n computer readable form.
[] furmshed subsequently to thus Authonty m wntten form.

E] furnashed subsequemtly 1o thus Authontv m computer readabls form.

The statement that the subse furnished wrmren ac e Lsong does not go beyond the disclosure m the
mwergatonal tpplcanon as filed bas been fugusted. & -

The saternent that the misomanon recorded m. readable form 19 wdentical 1o the vmten bas
DM computer sequence Listng

4__@ The amendments have resulted 1n the cancellaton of

the description, pages NONE

the claums Nos. NONE
the dnwings sheetsifig _NONE

5 DThlupnnmhllbemdnwnuf(mnﬁhlﬂﬁuﬁhﬂﬂbﬂﬂ&.m&ﬂhﬂﬁﬂdﬂdnp
beyond the disclosure as filed, as mdicated 1n the Supplementnl Box (Rule 70.2(e))

* Repleeyrnent sheets winch have sexnt furnshed © the recaving Office 1n nesponse (0 an urvitation under Aracle 14 are  referred 1o
n Jus gumon a3 angwnally filed

Form PCT/IPEA/408 (Box I) (July 1998) »



156

Internancasl applcanon Na
WEHITTEN OPINION PCT/US0L/ 15150

oL Nmm:dmnﬁmdmw,muumﬂdmﬁndqﬂnuﬁq \<

1. The quesiions whether the ciaimed invention sppesrs to be novel, to mvolve s mventive step (o be non chviow), or to be
indogirisily appliesbis have not besn and will not be exzmined in respact of

[[] the entire inwersational applioation.
(X coime Noe ;108

beacanae

[[] thessid inteeuationsl sppliostion, or the il clsien Nos. . rulsie i the following subjest matter which
does 1ot require infersational prolistinary szantination (specif).

O hﬂm“nmmmlrcb‘;;mhh)n-ﬂdﬂﬂn_mn
unclonr no meaningful opinion formald {spec

1 umﬂ:ﬂmxu_mnmmlywbymmmm“w
q‘mllllll‘l ormed,

E po international search report has been established for said clatms Noa 51 85

1 A wntien opmion canot be dexwn dise 1o the fiihure of the nucleobde aad/or amuno scxd sequence haemy 1o comply with the sexndard
provaded for @ Ammex C of te Admmustretive Instructions.

[] the wntten form bas not been fimushed or does not comply wath the standard.
D the computer readable form has not been furnished or does not comply wath the standard

Form PCT/IPEA/408 (Box III) (July 1908)w
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fnre-nanonal apphcanon Na ﬁ— .
WRITTEN OPINION -

PCT/USo1/15150

£

IV Lack of umty of mnvenuon

L In responss o the invitation (Form PCTIPEAAOS) t reatrict or pay sdditional fees the applicant has.
[X] restrictd the claume.
[[] peid sdditionad fom
[[] peid ndditional fess ondar protest
D naither restricied nor paid additional fess.

L This Anthority found thai the requirement of zuily of investion is not complisd with for the following ressans and
choss, according to Brle 851 not o ixvite the applicant tn retrict or pay additional femc

3 Cousequently, ths following parts of ths iniarnational application were the snbject of intsrnational preliminary
exmmation in mtablishing tus opinion

D all parts.
[x] the parts relating to claims Nos 131

Form PCT/IPEA/404 (Box [V) (July 1898)»
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[nternamonal applicanion Vo, \
N O oN PCT/USoL/15150

V Reasoned stacement undes Rule 66.2(2)(n) wath regard 10 novelty, mmvenove step or ndusmal apphcaimbiry;
atanous and explananony supporung such statement

1 astatement

Nowalty (V) Clagns 13 @425, 30 31 YES
Clams -1l Ls-J9 95-28 NO

Inventive Step (IH) Clatms 35 8¢ Yea
Cladms  1-28, 2531 NO

Indvstrial Applicability (TA) Claims 1-31 YES
Clalms NONE NO

2 citations and explanations
Clums 1-11 13-88, and 25-20 lack novelty ander PCT Artitls 35(8) ws bemng mucipased by Beyhan et ol

Beybax et ol ressonebly teach & method of isaiating X- aad Y-chremosssie bearmg sperm eells from bovine anpg the clamed
stepa (sea cunurn document)

Clums 1-22 snd #5-31 lack an invenave step under PCT Arncle 33(3) as bemg obvious over Beyhan ot ol

Bayhan et al. ressonably tench a mathod of welmng X- snd Y-chromsssme besrng sperm cells flom bovine umay the
clmmed stups (see entire docament). Howwver if not expresely tmghe, the sjuqtnent of conventonsl woriong paremetery
{meh & mamtumng nnsexined DNA wichin the aucleus of the spermaroros md/or mbsamung other livestock mammals
such as ovine or equne from which to wolste X+ and Y-chromosome beanag sperm cells) would have been merely & master
of yudicious selection and routine eptizusanon which 1w withun the purview of the sinlled orasan henng the amd refirenca

as a gude.
Clums 93 md 94 meet the cniteria set out ta PCT Arucle 33(8){4), becanse the prior art does not teash or fnrly suggest

an averall mechad of solanag X- eud Y-chromosome besring sperm cuils whesh inclade the steps reaited in clmms 83 aad
[

Clame 1-31 meet the entena sat out o PCT Article 83{4) nader mdustrial spplicabaaty becmive the mathod can be used to
efiiciently walate X- and Y-chromosome besring eperm cellr from varous memmalian speces.

NEW CITATIONS

NONE

Form PCT/IPEA/408 (Box V} (July L008)w



WRITTEN OFINION

Box

159

uncernanounl appkcanan No.

PCT/USo01/15150

(s
<

(To be nsed when the space ln any of the preceding boxes = not sufficumt)

Continuation of Boxms I VIII
TIMEB LIMIT

Prabmmery Basination Report,

The dms limic sat for response to a Writen Opmon may oot be smded. 37 CFR 1 484(d) Any respooss
recaived sfier te expiretion of the tme Omit set 10 the Writen Opmon will not be conxidered m propering the Insarnational

Sheet 10

Form PCT/IPEA/+08 (Supplemental Box) (July 1008)w
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) 1

POBLACTONES DE ESPERMA DE ALTA PUREZA QUE CONTIENEN
OMOBOMA._X FE

CAMPO TECNICO

Las poblaciones de esperma de alta pureza que
contlienen cromosoma X e Y aislados y tecnologias para
aislar espermatozoides, particulas, o eventos basados en
las caracteristicas de diferenciacién tales como masa,

volumen, contenido de ADN, o lo similar

ANTECEDENTES

Las poblaciones de esperma de alta pureza que
contienen cromcsoma X e Y aislados pueden ser utilizadas
para realizar inseminacién artificial en vivo o 1n vitro o
la fertailizacién de ovarios u &vulos de varios mamiferos
tales como bovinos, equinos, ovinos, cabras, porcinos,
perros, gatos, camellos, elefantes, bueyes, bpiGfalos, o lo
similar Ver ademds también la patente norteamericana U S
No 5 135 759, incorporada a la presente a modo de
referencia

Sin embargo, las tecnologias convencionales para la
separacitn de espermatozoides en poblaciones que contlienen

cromosoma X y cromosoma Y dan como resultado en una

D

>



poblacién de espermatozoides que presentan una baja
puridad Independientemente del método de separacién, los
espermatozoides no han sido separados rutinariamente en
muestras de esperma que contienen cromosoma Y y cromosoma X
gue presentan una alta puridad tal como 90%, 95% o més del
95%

Un nimero de técnicas, directamente o
indirectamente basadas en las diferencias de tamafio o masa
de la densidad se han divulgado con respecto a la
separacién del espermatozoide que contiene cromosoma X del
espermatozoide dque contiene cromosoma Y Tal como Bse
divulga por la patente norteamericana U S No 4 474 875,
una fuerza flotante es aplicada a todas las células de
esperma simultineamente y el espermatozoide que contiene el
cromosoma X y el que contiene el cromosoma Y pueden ser
aislados en diferentes ubicaciones en el medio de 1la
separacién La patente norteamericana U S No 4 605 558,
divulga que el esperma puede ser hecho diferencialmente
sensible a una densidad gradual mientras que la patente
norteamericana U S No 4 009 260 explota las diferencias
en la velocidad de migracidén, o la velocidad de inmersién
entre el espermatozoide que contiene el cromosoma Y y el
espermatozoide que contiene el cromosoma X a través de una

columna de medio retardado

6/



Un problema comin a cada una de las técnicas
mencionadas anteriormente puede ser que cada una actda en
todos los espermatozoides en una manera de bulto,
significande que todos los espermatozoides se someten al
mismo tratamiento en el mismo momento, y las células de
esperma que contiene el cromosoma Y salen mds rapido, mas
facil o a una diferente posicién que las células de esperma
que contiene el cromosoma X Como tal, las células de
espermatozoides individuales no pueden ser evaluadas Yy
puede nc haber una medicién actual de volumen, masa,
densidad u otras caracteristicas de células de esperma La
evaluacién de uno por unoc de células de esperma puede
proveer ventajas en que el procesc de separacién actual
puede ser monitoreado, los datos cuantitativos objetivos
pueden ser generados incluso durante el proceso de
separacién, y los parmetros de separacién pueden ser
alterados tanto como se desee Ademéds, estas tecnologias
pueden no ser acopladas con los dispositivos de
clasificaciébn de célula de flujo

Las técnicas de citdmetro de flujo para la separacidn
de espermatozoides también ha side daivulgada Utilizando
estas técnicas el espermatozoide puede ser manchado con un
fluorocromo y forzado a que fluya en una corriente angosta
© banda pasando por una fuente de excitacidén o rrradiacién

tal como un rayo l&ser Mientras que las particulas

bz
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manchadas o células pasan a través de la excitacidén o la
fuente de i1rradiacidén, el fluorocrome emite la 1luz
filuorescente La luz fluorescente puede ser recolectada por
un conjunto de lentes &pticos, enfocadas en un detector,
tal como un tubo fotomultiplicador el cual genera Yy
multiplica una sefial electrénica, la cual puede ser luego
analizada por medio de un analizador Los datos pueden ser
luego visualizados como histogramas © cromatogramas de
paradmetros individuales o miltiples El niGmero de cé&lulas y
células por fluorescencia pueden ser utilizadas como
coordenadas Ver también la patente norteamericana U S No

5 135 759, incorporada a la presente a modo de referencia

Sin embargo, con respecto a este tipo de tecnologia una
variedad de problemas pueden mantenerse sin resolver y
puede ser dificil el aislamiento de las células de esperma
que contienen cromosoma X y cromosoma Y de las poblaciones

altamente purificadas

Un problema significante con las tecnologias de
citémetro de flujo convencionales puede ser la orientacién
de objetos, particulas o células en la vaina de la
corriente de fluado Esto puede ser particularmente
problem&tico cuando el objeto o célula es irregular en su
forma con respecto a mids de un eje, tal como por ejemplo el

espermatozoide Un aspecto de este problema puede ser
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establecido en la orientacidn inicial del objeto dentro de
la vaina de corriente de fluido Un segundo aspecto de este
problema puede ser mantener la orientacidén del objeto con
respecto al detector (tubo fotomultiplicador o lo similar)
durante el periodo en que es medida la luz emitida desde el

objeto

Otro problema sagnificante con las tecnologias de
citémetro de flujo convencionales pueden ser las fallas
para encapsular los objetos o células en una gota de
liquido Especialmente, cuando las gotas son formadas
alrededor de objetos de formas irregulares, las gotas
pueden no ser del suficiente tamafio para rodear en su
totalidad todas las caracteristicas de los objetos o
células Por ejemplo, durante la operacidn de citometria de
flujo tal como fue mencionado anteriormente las gotas
pueden ser formadas a una alta velocidad, incluso desde
10 000 a 90 000 gotas por segundo y en algunas aplicaciones
tantas como 80 000 gotas por segundo Cuando 1los
espermatozoldes son encapsulados en gotas, especialmente a
estas altas velocidades, una porcidén de la cola o cuello
puede no ser encapsulada en la gota Aquella porcién de la
cola o cuello no encapsulada en la gota puede ser sensible
con la boquilla o puede ser sensible al medio ambiente que

rodea la gota en una manera que interfiere con la formacadén



165 &
~

subsecuente de gotas o con la desviacidn propia de la gota

Como resultado algunos de los espermatozoides pueden no ser
analizados en su totalidad reduciendo la eficacia del
prxocedimiento, o no pueden ser resueltos suficientemente
para ser asignados a una poblacién, o pueden ser desviados
en trayectorias errantes o una combinacién de la totalidad

de lo mencionado puede suceder

Otro problema significante con las tecnologfas de
citémetro de flujo convencionales, asi también como otras
tecnologias, puede ser una coicidencia de los eventos
medidos Un aspecto de este problema puede ser que el flujo
de luz incidente de un primer evento continiia produciendo
gefiales luego de que el flujo de 1luz 1incidente de un
segundo evento comienza a generar una sefial Como tal, los
dos eventos se mantienen al menos parcialmente sin resolver
uno con respecto del otro Otro aspecto de este problema
puede ser que dos o wmis eventos son 1niciados
simulténeamente y el flujo de luz incidente comprende la
contribucién de todos 1los eventos Como tal, la
multiplicidad de eventos puede no ser resuelta en su
totalidad y los objetos correspondientes al a multiplicicad
de eventos pueden ser incorrectamente asignados a una
poblacién o no ser asignados a una poblacién, o ambos

casos Especificamente, con respecto a la citometria de
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flujo, 1las particulas individuales, objetos, células, o
espermatozoides en suspensidén de flujo a través de un rayo
de luz con los cuales éstos interactdan proveyendo una
regspuesta medible, tal como la emisiébn fluorescente En la
citometria de flujo convencional, 1los espermatozoides
manchados con Hoechst atraviesan un rayo de 1laser gque
resulta en una emisién de luz fluorescente La emisién de
luz fluorescente del fluorocromo excitado que rodea al ADN
puede ser lo suficientemente brilloso para producir un
flujo de electrones en los tubos fotomultiplicadores
convencionales por un periodo de tiempo luego de que el
evento de emisién actual haya terminade Mas aun, en un
citémetro de flujo convencional, el rayo 1laser puede
producir un patrén que presenta una altura de 30 pm
mientras que el ancho puede ser aproximadamente de 80 um
El nilcleo de un espermatozoide bovino, el cual contiene
fluorocrome unido al ADN puede ser de alrededor de 9 um en
longitud haciendo la altura del rayo l&ser tres (3) veces
mis grande gue el nicleo Esta diferencia puede permitir la
excitacidn del l&ser de la unién del fluorocromo en méds de
un espermatozoide dentro del patrén de rayo de léser en una
sola vez Cada uno de estos problemas de citomecria de
flujos convencionales reducen la habilidad de resolver los

eventos individuales uno con respecto del otro
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Otro problema significante con las tecnologias de
citémetro de flujo convencional, y otras tecnologias, puede
ser que los objetos de forma irregular, tal como los
espermatozoides, generan sefiales diferentes (forma,
duracién o cantidad) dependiendo de su orientacién dentro
del paso de deteccién/excitacidn Como tal, los
individuales dentro de la poblacidn homogénea puede generar
un amplio espectro de caracteristicas de emisi6n que pueden
superponerse con las caracterfsticas de emisién de los
individuales de otras poblaciones homogéneas obviando o
reduciendo la disponibilidad para resolver los individuales
de las dos poblaciones

Otro problema significante con las tecnologias de
citémetro de flujo convencionales, y otras tecnologias,
puede ser que los objetos no son expuestos uniformemente a
la fuente de excitacién Las Opticas de forma de rayo
convencional pueden no proveer una exposicién uniforme a la
luz laser cuando loe objetos estdn cerca de la periferia

del rayo

Otro problema significante con las tecnologias de
citémetro de £flujo convencionales puede 8ser que los
objetos, tales como los espermatozoides, pueden ser
expuestos a la fuente de excitacidn por periodos de tiempo

innecesariamente largo La irradiacién de las células,
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taleas como espermatozoides con luz ldser puede daflar las

células o el ADN contenido dentro de las mismas

Otro problema significante con las tecnologias de
citébmetro de flujo convencional puede ser que pueda existir
una interrupcién del flujo laminar dentro de la bogquilla
por medio del tubo de inyeccién La interrupcién del flujo
laminar puede cambiar la orientacién de los objetos de
forma irregulares dentro del flujo o reducir la velocaidad
de clasaifaicaciébn y la puridad de el espermatozoide gque
contliene cromosoma X o el espermatozoide que contiene

cromosoma ¥ de las poblaciones clasificadas

Pueden exaistir problemas adicionales con las
tecnologias que utilizan manchas que contienen el ADN
nuclear de las células de esperma Primero, debido a que el
ADN en el nicleo es altamente condensado y es de forma
plana, manchando estoiquimétricamente el ADN puede ser
dificil o aimposible Segundo, el nicleo manchado puede
tener un alto indice de refraccién Tercero, la mancha que
contiene el ADN para formar un complejo de mancha ADN puede
reducir las probabilidades de fertilizacién o la viabilidad
de los embriones subsecuentes Cuarto, el complejo mancha
ADN es tipicamente irradiado con 1luz ultravioleta para

hacer que 1la mancha £florezca Esta irradiacidén puede
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afectar la wviabilidad del espermatozoide Debido a estos
varios problemas, puede ser preferible utilizar un método
que reguliera menos © ninguna mancha, © menos © la no
radiacién de ultravioleta, o menocs o nada de ambos

Con respecto a la generacién de las muestras de
alta puridad de poblaciones de células de esperma que
contienen cromosoma X y cromosoma Y (ya sea vivo, fijo,
viable, no wviable, intacto, sin cola o como nlcleo), o
generalmente con zrespecto a la deteccidn de pequefias
diferencias en las seflales fotogeneradas entre los eventos
seriales gue presentan un flujo de 1luz 1incidente
relativamente alto, o con respecto a la orientacidn de los
objetos de forma irregular en una corriente de fluiao, © en
la eliminacién de eventos coincidentes dentro de un paso
6ptico, o la remocidén no deseada de los objetos orientados
para el andlisis, la presente invencién se dirige a cada
uno de los problemas mencionados anteriormente en una

manera prictica

III DIVULGACION DE LA INVENCION

Un objeto amplio de la invencién puede ser proveer
poblaciones que contienen cromosoma X y cromosoma Y de alta
puridad de espermatozoides El aislamiento ae 1las

poblaciones que suceden no naturalmente de espermatozoides
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gque tienen una alta puridad tienen numerosas aplicaciones
incluyendo la seleccién de sexo de la descendencia de
mamiferos, varios protocolos in vitro para la fertilizacién
de &vulos, varios protocolos en vivo tales como
inseminacidén artificial, métodos de negocio que incluyen la
produccién de animales preciados o carne de animales, o la
preservacién de animales en extincién o raros, para
mencionar unas pocas 8olicitudes para las poblaciones de

alta puridad de espermatozoides

Otro amplio aspecto de la invencidén incorpora ambos
dispositivos y métodos para la produccién de muestras de
esperma de alta puridad que contienen cromosomas X Yy

cromosomas Y

Las realizaciones particulares de la invencidn son
descritas, las cuales pueden utilizarse en varias
aplicaciones tales como fueron mencionadas anteriormente,
que pueden ser utilizadas para realizar 1los objetos
especificos para la diferenciacidn entre eventos
fotoemisivos brillosos que presentan pequefias diferencias
medibles en el flujo de 1luz total, la orientacién de
objetos de forma irregular en una corriente de fluido, la
minimizacién de los eventos coincidentes dentro de un paso

Sptico, la remocidén de la sefial contribuida por los objetos



3 -~

no orientados no deseados dentro de un paso O&ptico
{rncluyendo la remoci6n del objeto mismo), y la
encapsulacién de los objetos de forma irregular dentro de
una gota Como tal, los objetos especificos de la invencién

pueden ser algo variados

Otro aspecto amplio de la invencidén puede ser el
proveer muestras de espermatozoides que contienen cromosoma
X y cromosoma Y (vaivo, fij0, viable, no viable, intacto,
si1n cola o niicleo de esperma) gque presenta un navel
graduado de alta puradad en el rango de 80%, 85%, 90%, 95%,

© incluso mayor que 95%

Otro objeto significante de 1las realizaciones
particulares de la invencifén puede ser la clasificacidn de
espermatozoides en poblaciones que contienen cromosoma X y
cromogoma Y que presenta una alta puridad incluso en altas
velocidades de separacidn Las altas velocidades de
separacién pueden producir esperma vivo de cada sexo a
velocidades de 500, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000,

7000, 8000, 9000 o incluso 10 000 por segundo o mayor

Otro objeto significante de 1las realizaciones
particulares de la 1invencidén puede ser el de eliminar

sustancialmente o remover el espermatozoide (vaivo, f£fijo,
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viable, no viable, 1intacto, sin cola o nilicleo de esperma)
que presenta la orientacidén 1ndeseada en la porcién de
excitacidn/deteccidén en el paso de flujo de un caitémetro de

flujo

Otro objeto significante de las realizaciones
particulares de la invencién puede ser proveer muestras de
inseminacién artificial de espermatozoides gque contienen
cromosoma X y cromosoma Y que tienen un alto navel de

puridad

Otro objeto significante de 1las realizaciones
particulares de la invencidn puede ser proveer muestras de
inseminacidén 1n vitro de espermatozoides que contienen
cromosoma X y cromosoma Y que presentan un alto nivel de

puraidad

Otro objeto significante de wuna realizacibn
particular de la invencidn puede ser preseleccionar el sexo
de los descendientes femeninos inseminados con una muestra
de inseminacidn artificial de alta puridad, el sexo de
descendencia del ©&6vulo fertilizado con muestras de
inseminaciédn artificial de alta puridad, con un promedio de

éxito de seleccitn de 80%, 85%, 90%, 95%, © mayor que 95%

/<
<
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Otro objeto significante de 1las realizaciones
particulares de la invencién puede ser diferenciar 1los
eventos fotoemisivos que presentan pequefias diferencias en

un total de flujo de luz emitido

Otro objeto significante de 1las realizaciones
particulares de la invencién puede ser el de eliminar
sustancialmente o reducir la cantidad de ruido de fondo
generado por un tubo fotomultiplicador, aincluso en la
ausencia de luz, durante el pericdo posterior a la

exposicién de un flujo de luz incidente alto

Otro objeto significante de las realizaciones
particulares de la invencidén pueden ser el de eliminar
sustancialmente la saturacién del fotocdtodo de los tubos
fotomultiplicadores utilizados en conjunto con el citdmetro

de flujo o de otra manera

Otro objeto significante de las realizaciones
particulares de la invencibén puede ser el reducir el niimero
de electrones que migran desde el fotocdtodo de un tubo

fotomultiplicador hacia el praimer dinodo

Otro objeto significante de las <xrealizaciones

particulares de la invencidn puede ser el reducar el flujo
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total de electrones hacia el electrén N de un tubo

fotomultiplicador

Otro objeto significante de 1las realizaciones
particulares de 1la ainvencifén puede ser permitir la
incrementacién del flujo de luz hacia el fotocdtodo del
tubo fotomultiplicador sin aumentar proporcionalmente la
cantidad de sefial de fondo generada por el tubo

fotomultiplicador

Otro objeto significante de las realizaciones
particulares de 1la invencién puede ser incrementar el
promedio de la sefial de fondo de los eventos fotoemisivos

medidoa

Otro objeto significante de 1las realizaciones
particulares de la invencién puede ser permitir la
ampliacién incrementada de la sefial generada del tubo
fotomultiplicador durante los eventos de flujo de 1luz
incidentes altos o la serie de eventos de luz incidentes

altos sin saturar el fotocatodo del tubo fotomultiplicador

Otro objeto significante de 1las realizaciones
particulares de la invencidén puede ser incrementar la

resolucién aparente de cromatogramas o© histogramas que
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resultan de 1la clasificacifn de esperma manchada con
fluorocromo, u otras células, u otros objetos, presentando
pequeiias diferencias en el flujo de luz emitida luego de la

excitacidn de los fluorocromos unidos

Otro objeto sagnificante de las realizaciones
particulares de la invencidn puede ser el de mejorar la
calibracién de los instrumentos de citémetro de flujo de
clasificacién cuando son utilizados para clasificar

espermatozoides

Otro objeto significante de 1las realizaciones
particulares de la 1invencidén puede ser incrementar la
velocidad de clasificacién de esperma de los sistemas de

citémetro de flujo

Otro objeto significante de las realizaciones
particulares de la ainvencifn puede ser incrementar 1la
puridad de las muestras de esperma clasificadas por el

citéSmetro de flujo

Otro objeto significante de las realizaciones
particulares de la invencién puede ser proveer técnicas de
clasificaciébn de esperma gque contiene cromosoma X Yy

cromosoma Y en donde las pequefias diferencias en la
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cantidad de ADN cromosoma Y sobre la cantidad de ADN

cromosoma X con respecto a la cantidad total del ADN

nuclear

Otro objeto significante de las realizaciones
particulares de la invencidén puede ser proveer técnicas las
cuales mejoran la resolucidén aparente de los histogramas
generados durante el proceso de clasificacién de esperma
que contiene cromosoma X Yy de esperma gque contiene

cromosoma ¥ con un citémetro de flujo

Otro objeto significante de las real:izaciones
particulares de la invencifn puede ser proveer Opticas de
formacién de rayo, las cuales minimizan la coincidencia de

objetos dentro del paso de deteccidn/excitacién

Otro objeto significante de 1las realizaciones
particulares de la invenciSn puede ser proveer Opticas de
formacidén de rayo que minimizan los liimenes totales a los
cuales un objeto es expuesto para atravesar el rayo de
excitacién Un aspecto de este objeto puede ser para
reducir los lGmenes totales a los cuales un objeto esté
expuesto Un segundo aspecto de este objeto puede ser el
incrementar la energia de la fuente de luz sin reducir los

lGmenes totales a los cuales el objeto esti expuesto

=
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Otro objeto significante de las realizaciones
particulares de la invencién puede ser la provisidén de
6pticas formadoras de rayo que permitan la exposicién

uniforme de objetos que pasan a través del paso 6ptico

Otro objeto significante de las realizaciones
particulares de la invencién puede ser proveer una boquilla
que oriente los objetos de forma irregqulares en una
corriente de fluido Un aspecto de este objeto puede ser
orientar los objetos alargados en la misma direccién Un
segundo aspecto de este objeto puede ser la orientacidén de
los objetos dorso-lateralmente aplanados en la misma

direccién

Otro objeto significante de las realizaciones
particulares de la invencidén puede ser el encapsular en la
totalidad los objetos de forma irregqular dentro de una gota

de fluado

Otro objeto significante de 1las realizaciones
particulares de la invencién puede se el diferenciar los
cbjetos orientados indeseablemente de los objetos

orientados deseablemente en una corriente de fluido
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Otro objeto de una realizacién de la invencidn
puede ser proveer la tecnologia de <contraste de
interferencia diferencial, en donde el plano objeto
consiste de una corriente de fluido que transporta los
objetos de interés, y de esta manera el plano imagen puede
ser utilizado para medir la sefial desde los objetos que
pasan

Otro objeto de una realizacién de la invencibn
puede ser el proveer O&pticas que forman dos 1imégenes
separadas lateralmente una con respecto a la otra de tal
manera gque una puede ser utilizada para medir el volumen
actual, y otra para determinar la orientacién De esta
manera, los objetos que no fueron orientados propiamente
para permitir una medicién precisa de su volumen pueden ser
descartados Esto puede ser realizado por modificaciones
para que los pulsos de luz, resultantes de estas dos
imigenes puedan ser detectados independientemente
utilizando dos orificios de perno en el plano de imagen
Las Opticas son sintonizadas de tal manera que una praimera
imagen puede dar un ascenso a un pulso de luz proporcional
al volumen del objeto, y que la segunda imagen puede dar un
ascenso a un pulso de luz dependiente de la orientacifn que

haya tenido el objeto cuando &ste fue medido
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Otro objeto de una realizacidén de la 1invencién
puede proveer una manera de compensar el hecho de que los
objetos son contenidos dentro de la corriente de fluido La
corriente de fluido puede ser un cilindro de agua, por
ejemplo, el cual actiia como una lente cilindrica, de esta
manera distorsionando la imagen del objeto Opticamente,
esto corresponde al cilindro de mayor IiIndice refractivo
(agua) que sus alrededores (aire) La compensaci6n
divulgada en esta invencién puede consistir de, por
ejemplo, un cilindro que presenta un indice ainferior
refractivo que sus alrededores, aunque otros elementos
compensadores de varias formas e indices refractivos pueden
ademias ser disefiados tanto como lo requiera la situacidn
Aseguréndose de que la luz pase a través de este elemento
de compensacidn, el efecto 6ptico de la corriente de fluido
puede ser compensado por el comportamiento opuesto exactao

del elemento de compensacidén
IV BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra un caitémetro de flujo

generalizado

La figura 2 muestra una segunda wvista de un

citémetro de flujo generalizado
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La figura 3 wmuestra una comparacién de un
histograma de una sola variable de un citémetre de flujo
(#1, #2 y #3) sin la invencién amplificada (figura 3A) con
histogramas de una sola variable para el mismo citémetro de
flujo utilizando una realizacibn particular de la invencién
de ampliacidén (figura 3B) 1lustrando la resolucibén mejorada
entre las poblaciones de esperma bovina que contienen

cromosoma X y cromosoma Y

La figura 4 1lustra histogramas de wuna sola
variable y de dos variables que 1lustran la resolucién
convencional entre las poblaciones de esperma bovina que

contienen cromosoma X y cromosoma Y

La figura 5 muestra histogramas de dos variables y
de una sola variable que 1lustran la Tresolucidén mejorada
entre la poblacidn de esverma bovina que contiene cromosoma
X y cromosoma Y utilizando una realizacidn particular de la

invencién de amplificacién

La figura 6 muestra un segunde ejemplo de
histogramas de dos variables y de una sola variable que
1lustran la resolucidn convencional entre las poblaciones
de esperma bovina que contienen cromosoma X y que contienen

cromosoma Y
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La figura 7 muestra un segundo ejemplo de un
histograma univariable y baivariable que 1lustra la
resolucidn mejorada entre las poblaciones de esperma bovina
que contiene cromosoma X Yy cromosoma Y utilizando una

realizacadn particular de la invenciédn de amplificacién

La figura 8 muestra histogramas de dos variables y
de una sola variable que 1lustran la resolucién
convencional entre las poblaciones de espermatozoides

equinos gue contiene cromosoma X y cromosoma Y

La figura 9 muestra histogramas de una sola
variable y de dos variables que i1lustran la resolucidn
mejorada entre las poblaciones que contienen cromosoma X Y
cromosoma Y de espermatozoides equinos utilizando una

realizacidn particular de la invencién de amplificacidén

La figura 10 muestra histogramas de una sola
variable y de dos variables gque ilustran la resolucién
mejorada entre las poblaciones de espermatozoides equinos
que contienen cromosoma X y cromosoma Y utilizando una

realizacibn particular de la invencién de amplificacién

%

S~
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La figura 11 muestra una realizacién particular del
tablero de circuito modificado para realizar la invencidn
de amplificacién con respecto a un citémetro de flujo

MoFlo

La figura 12 nmuestra el diagrama esquemidtico
eléctrico de una realizacidn particular de la invencidén de

amplificaciébn con respecto a un citémetro de flujo MoFlo

La faigura 13 muestra un patrén de rayo léaser que
utiliza las 6pticas de forma de rayo convencional (figura
13A) y el patrén de rayo laser que utiliza Spticas de forma

de rayoc alto reducido (figura 13B)

La figqura 14 wmuestra un gradfico de barra que
compara la puridad del espermatozoide que contiene
cromosoma X separado (figura 14A) y el espermatozoide que
contiene cromoscma Y (figura 14B) que utiliza la tecnologia
convencional o utiliza 1la invencién de amplificacidn
independientemente o en conjuntc con las Spticas ae forma

de rayo de altura reducida

La faigura 15 muestra una vista frontal de las

6pticas de forma de rayo de altura reducida
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La figura 16 muestra una vista superior de las

opticas de forma de rayo de altura reducida

La figura 17 muestra una perspectiva y dos vistas
en corte del objeto que orienta 1la boquilla de 1la

invencidn

La figura 18 muestra una serie graduada de
secciones transversales del objeto que orienta la boguilla

de la invencién

La figura 19 muestra una wvista frontal y una
posterior de una realizaciédn del tubo de 1nyeccidn biselado

de la invencién

La figura 20 1ilustra la remocién de los
espermatozoides sin orientar no deseados (RUUS) por medio
de las seflales de comparacién de los espermatozoides
orientados (figuras 20A y 20B) y las sefiales del

espermatozoide sin orientar (figuras 20C y 20D)

La figura 21 muestra una perspectiva de otra
realizacidn del tubo de anyeccibén biselado de la invencién

que presenta una cuchilla biselada en forma de paleta

143 =
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La figura 22 muestra una tecnologia de &pticas

convencionales acoplada a un citémetro de fluido

La figura 23A muestra la forma y tamafio de un
espermatozoide tipico y la figura 23B muestra la diferencia
entre los espermatozoides correctamente y no correctamente

orientados

La figura 24 muestra una realizacién de la
invencidén que presenta una construccidén gque permite la

medici6n de dos sefiales, por ejemplo volumen y orientacidn

Las faiguras 25A Y 25B muestran una realizacién de
la invencidén que presenta dos mitades con una perforacidén
de perno que corresponde a cada mitad, la figura 25C
muestra un plano de imagen de una realizacién de la
invencién La faigura 25D muestra una realizacién de la
invencidn presentando dos polarizadores rotables

independientemente

Las figuras 26A y 26B 1lustran el método de
compensacién para la corriente de fluido para una
realizacidn de la invencaidén, la figura 26C muestra una
realizacién de un elemento de compensacidn, la figura 26D

muestra otra realizaci6n de un elemento de compensacién en
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donde las 1imagenes de una corriente de fluido y del
elemento de compensacién caen en la parte superior de uno

con respectc al otro en el plano de imagen

La figura 27 muestra una reallizacidn de las Spticas

de interferencia de la i1invencién

La figura 28 muestra una segunda vista de las

6pticas de interferencia de la invencidn
V MODOS PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

La invencidén incluye aislar poblaciones de esperma
o células de esperma de alta puridad gque contienen
cromosoma X y cromosoma Y Las poblaciones de esperma que
contienen cromosoma X y cromosoma Y pueden comprender
poblaciones de espermatozoides vivos intactos, y pueden
ademis comprender poblaciones de espermatozoides sin cola
(nicleo de esperma), o las poblaciones de otras formas de
esperma viable o no viable tal como sea deseado Mientras
gque los ejemplos particulares son provistos los cuales
describen la invencién en el contexto de la separacién de
células de esperma vivas intactas cada célula de esperma
tiene una cabeza, cuello y cola y puede entenderse gue las

tecnologias descritas pueden tener varias aplicaciones con
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regpecto al nicleo de esperma también Las poblaciones de
espexma gque contienen cromosoma X y cromosoma Y pueden
ademds ser entendidas para que abarquen los espermatozoides
de cualquier macho de una especie mamifera incluyendo pero
no limitado a espermatozoides para humanos Y
egpermatozoides para animales cominmente conocidos tales
como bovinos, equinos, ovinos, cénidos, felinos, cabras o
porcinos, asi como también animalea menos conocidos tales
como elefantes, cebras, camellos o kudu Esta lista de
animales es s88lo ejemplar de la gran variedad de animales
de la cual el espermatozoide puede ser clasificado
rutinariamente a un 90% de puridad o mayor, y no es su
intencidén el laimitar la descripcidn de la invencaén al
espermatozoide de cualquier especle particular de

mamiferos

Los espermatozolides separados de alta puridad de
varias especies de mamiferos pueden ser incorporados dentro
de productos que pueden ser utilizados con protoceolos de
inseminacién artificial o como parte de métodos de negocios
comerciales tales como aquellos descritos en la patente
norteamericana No De Solicitud 60/211 093 60/224 050, o la
Solicitud de Tratado de Cooperacién de Patente PCT No
US99/17165, o pueden ser utilizados con los protocolos de

inseminacién de dosis bajas tal como se describe en la

L
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Solicitud de Tratado de Cooperacién de Patente PCT No
US98/27909, o utilizado en la fertilizacién in vitro de
ovarios desde animales, incluyendo humanos tal como es
descrito en la patente americana U S Solicitud No
60/253 785, cada una de los mencionadas anteriormente estén

incorporadas como referencia a la presente solicitud

El uso del término “puridad” o “alta puridad” debe
entenderse como el porcentaje de poblacién de
espermatozoide aislado que contiene una caracteristica de
diferenciaciédn particular o combinacién deseada de
caracteristicas Por ejemplo, donde una poblacidén de
espermatozoides son separados basado sobre el contenido de
cromosoma X opuesto a un cromosoma Y, una poblacién que
contiene cromosoma X que presenta 90% de puridad comprende
una poblacidén de esperma del cual 90% del espermatozoide
individual contiene cromosoma X mientras que el 10% de esta
poblacién de espermatozoides contiene cromosoma Y Como
tal, la alta puridad con respecto a las poblaciones gue
contienen cromosoma X o poblaciones que contienen cromosoma
Y pueden comprender una pur:idad seleccionada del grupo que
consiste de entre 90% a alrededor de 100%, entre 91% a
100%, entre alrededor de 92% a alrededor de 100%, entre
alrededor de 93% a alrededor de 100%, entre alrededor de

94% a alrededor de 100%, entre alrededor de 95% a alrededor

o
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de 100%, entre alrededor de 96% a alrededor de 100%, entre
alrededor de 97% a alrededor de 100%, entre alrededor de

98% a alrededor de 100%, entre alrededor de 99% a alrededor

de 100%

Es importante, mientras que realizaciones numerosas
de la invenci6dn describen la alta puridad de poblaciones de
esperma que contienen cromoscma X y cromosoma Y aislados, y
mientras que la descripcibédn ademés divulga los dispositivos
de separacién de espermatozoides de alta puridad y métodos
de cbmo aislar y cémo utilizar las poblaciones de esperma
de alta puridad aislado, el concepto basico de la invencién
debe entenderse para ser aplicado a otros tipos de
particulas o eventos que presentan caracteristicas de
diferenciacién de particulas o eventos de diferenciacién de
caracteristicas Debe entenderse que la invencidén puede ger
aplicable a una variedad de circunstancias en las cuales la
resolucién de pequefias diferencias en sefiales fotogeneradas
puede ser necesaria, tales como productos para deteccidn de
defectos, fraccionado de flujo de campo, cromatografia
liquida, electroforesis, tomografia computada, camaras de
rayo gamma, 1instrumentos de wvuelo de tiempo, © lo similar
tal como puede 8ser facilmente entendido por aquellos

entendidos en el arte

) g
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Mda aun, mientras que esta divulgacidn provee
descraipciones de realizaciones de aparatos y métodos para
la separacién de flujo de espermatozoides que contienen
cromosoma X de espermatozoides gue contlenen cromosoma Y,
la descripcién de estas realizaciones de la invencién no
estd dirigida a reducir el alcance de la invencidén a sélo
la separacién de flujo de espermatozoide o 86lo a las
disposiciones de separacidn de espermatozoide por citdmetro
de flujo de alta puridad pero en cambio estos ejemplos
estan dirigidos a ejemplificar los conceptos b&sicos de la
invencidén en una manera prictica para que é&éstos puedan ser

aplicados a una amplia variedad de aplicaciones

Haciendo referencia ahora a las figuras 1 y 2, una
realizacién de citémetro de flujo de la invencidén es
1lustrada la cual incluye una fuente de célula o particula
(1) la cual actGa para establecer o suministrar particulas
© células manchadas con al menos un fluorocromo para su
andlisis Las particulas o cé&lulas son depositadas dentro
de una boquilla (2) en una manera tal que las particulas o
células son introducidas dentro de una corriente de fluide
o vaina de fluido (3) La vaina de fluido (3) es
generalmente suministrada por medio de alguna fuente de
fluido de vaina (4) para que mientras gque la fuente de

célula o particula suministre las células o particulas

=,
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dentro de la wvaina de fluido é&stas son concurrentemente

alimentadas a través de la boquilla (2}

De esta manera puede ser ficilmente entendido cémo el
fluido de vaina (3) forma un medio ambiente de fluido de
vaina para las particulas o células Dado que wvarios
fluidos son provistos hacia el citémetro de flujo con algo
de presitn, é&stos fluyen fuera de la boquilla (2) y salen
por el orificio de la boquilla (5) Por medioc de 1la
provisidén de alglin tipo de oscilador (6) el cual puede
variar preclisamente controlado a través de un control de
oscilador (7), las ondas de presién pueden ser
estabilizadas dentro de la boquilla (2) y transmitidas a
los fluidos que salen de la boquilla (2) en el orificio de
boquilla (5) Dado que el oscilador (6) actida sobre el
fluido de vaina (3), la corriente (8) sale del orificio de
boquilla (5) eventualmente y forma regularmente gotas (9)
Debido a que las particulas o células son rodeadas por la
corriente de fluido o la vaina del medioambiente de fluado,
las gotas (9) pueden unirse dentro de las mismas células o
particulas aisladas individualmente, o pueden ser células
de esperma con respecto a algunas realizaciones de 1la
invencién

Dado que las gotas (9) pueden unirse a las

particulas o células, el citémetro de flujo puede ser

190
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utilizado para separar las particulas, células, células de
esperma o lo similar basado sobre las caracteristicas de la
particula o célula Esto es realizado a través de una
disposicién de deteccidén de particula o célula (10) La
disposicién de deteccién de célula o particula incluye al
menos algin tipo de detector o censor (11) el cual responde
a las particulas o células contenidas dentro de 1la
corriente de fluido (8)

La disposicidn de deteccidn de célula o particula
(10) puede causar una accibén dependiendo sobre la presencia
relativa o ausencia relativa de una unién fluorocromo a la
particula o célula que puede ser excitado por medio de una
fuente de irradiacién tal como un excitador léser (12) que
genera un rayo de 1irradiacién sensible a la particula
Mientras que cada tipo de particula, célula, o ADN nuclear
de células de esperma puede ser manchado con al menos un
tipo de cantidades diferentes de fluorocromo unidos a cada
particula individual o célula basada en el nimero de sitios
de aglutinamiento disponibles al tapo particular de
fluorocrome utilizado Con respecto a los espermas, la
disponibilidad de los sitios de aglutinamiento para la
mancha Hoechst 33342 es dependiente sobre la cantidad de
ADN contenida dentro de cada esperma Debido a que el
espermatozoide que contiene cromosoma X contiene wmés ADN

que el espermatozoide que contiene cromosoma Y, el

19!
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egpermatozolde que contiene cromosoma X puede unir una gran
cantidad de fluorocromo que el espermatozoide que contiene
cromosoma Y De esta manera, por medio de la medicién de la
fluorescencia emitida por el fluorocromo unidoc luego de la
excitacién, es posible diferenciar entre el espermatozoide
que contiene cromosoma X y el espermatozoide que contiene

cromogoma Y

Para realizar la separacién y el aislamiento
basados sobre las caracteristicas de células o particulas,
la luz emitida puede ser recibida por el censor (ll1l) y
alimentada a algilin tipo de disposicién de discriminacién de
separacién o analizador (13) acoplado a un cargador de gota
el cual carga diferencialmente cada gota (9) basada sobre
las caracteristicas de la célula o particula contenida
dentro de la gota (9) De esta manera, la disposicidn de
discriminacién de separacién o analizador (13) actGa para
permitir que las placas de deflexidédn electrost&ticas (14)
desvien las gotas (9) basadas en ya sea © no gque contienen

la célula o particula apropiada

Como resultado, el citémetro de flujo actla para
separar las particulas o células (16) haciendo que 1las
mismas sean dirigidas a uno © mis contenedores de

recoleccaiédn (15) Por ejemplo, <cuando el analizador

=
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diferencia las c¢élulas de esperma basado sobre una
caracteristica de células de esperma, las gotas que
contienen espermatozoides gque presentan cromosoma X pueden
sexr cargadas positivamente y de esta manera desviadas en
una direccidén, mientras gue las gotas que transporta el
espermatozoide que contiene cromosoma Y pueden ser cargadas
negativamente y de esta manera desviadas hacia el otro
lado, y la corriente malgastada (la corriente en que las
gotas no transportan una particula o célula o transportan
células no deseadas o sin clasificar) puede ser dejada sin
cargar y de esta manera recolectada en un corriente no
desviada dentro de un tubc de succién o lo similar tal como
ge divulga en la solicitud de patente norteamericana U S

No 09/001 394, 1incorporada a la presente a modo de
referencia Naturalmente, numerosas trayectorias de
desviacidén pueden ser establecidas y recolectadas

simultineamente

Para separar las células, particulas, células de
esperma o espermatozoide rutinariamente (nucleido, no
viable, viable, fijo, wvivo, intacto) dentro de poblaciones
de alta puridad gue contiene cromosoma X y cromosoma Y, el
aparato de diferenciacién de particula o métodos utilizados

deben proveer una alta resolucidén de las caracteristicas de

&
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dirferenciaciédn que son utilizadas en base al andlisis y

separacién

Con respecto al espermatozoide, la diferenciaciédn
entre las luz ematida por el fluorocromo wunido al ADN
nuclear de las células de esperma gque contienen cromosoma X
Y la luz emitida por el fluorocromo unido al ADN nuclear de
las células de esperma que contienen cromosoma Y puede ser

dificil tal como fue discutido anteriormente

En varias aplicaciones, tal como fue descrito
anteriormente, el total de la luz emitida de los eventos
fotoemreors incidentes hacia al detector, el cual puede ser
un tubo fotomultiplicador, puede ser alto mientras que la
diferencia entre la luz emitida de cada evento fotoemisor a
ser diferenciado puede ser pequefia El problema puede ser
exacerbado cuando los eventos fotoemisors suceden
gserialmente a un alto promedio de velocidad y el periodo de
tiempo entre los eventos fotoemisors es corto, tales como
con una clasificacién de célula de alta velocidad
utilizando citSmetros de flujo Cuando se separa
particulas, células o células de esperma basadas sobre la
diferencia en el contenido de fluorocromo, el flujo de
células pasa una fuente de excitacién y un alto nimero de

eventos emisores por segundo puede ser establecido Como

H\“b
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resultado, la cantidad de luz emitida generada en la
corriente de particulas, células o células de esperma puede
ser enorme Mientras que la velocidad de la corriente es
incrementada, el punto de interseccién con la fuente de
excitacién se vuelve muy brillante Este alto nivel de luz
incidente sobre el fotocatodo del tubo fotomultiplicador
puede causar una sefial muy baja con respecto al promedic de
ruido La cantidad de ruido puede ademids ser exacerbada
cuando tal fluorocromo tal como el Hoechst 33342 es
utilizado para etiquetar el ADN nuclear de células de

espexrma

La mayoria de las soluciones a los problemas han
enfocado en reducir la cantidad total de flujo de luz sobre
el tubo fotoc&todo por medio de la ubicaciébn de filtros
6pticos enfrente del tubo fotomultiplicador Esta solucidn
no cambia la proporcidn de sefial a ruido y subsecuentemente
atenta a incrementar la sensibilidad del tubo generador que
genera ruido adicional mientras que el tubo
fotomultiplicador se satura de la cantidad de Bsefial de

fondo

Tipicamente, los tubos fotomultiplicadores son
accionados en un rango de voltaje de operacién de alrededor

de 400 voltios a alrededor de 900 wvoltios El limite
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inferior de la operacidn lineal de los tubos
fotomultiplicadores esténdar tales como los tubos
fotomultiplicadores R928 y R1477 disponibles de Hamamatsu
Corporation, pueden ser de alrededor de 300 voltios Como
tal, los equipos o© instrumentos los cuales utilizan tubos
fotomultiplicadores son configurados para operar tales
tubos fotomultiplicadores a 400 voltios o mas Incluso
cuando la reduccién del niimero de electrones en el &nodo es
deseado, tal como se divulga en la patente norteamericana
Us No 4 501 366 y 5 880 457, el voltaje entre el
fotocatodo y primer dinodo es mantenido a un alto voltaje y
la reduccién de electrones en el &nodo es realizada por ya
sea la reduccidn de voltaje a los dinodos remanentes, © al
ruido oscuro inherente o ruido de tiro que es filtrado

electrénicamente

Inesperadamente, reduciendo la cantidad de voltaje
del tubo fotomultiplicador por debajo de los 400 voltios a
alrededor de 280 voltios o a alrededor de 250 voltios, o
incluso a 0 voltios puede permitir pequefias diferencias en
la luz fotoemisiva que puede ser diferenciada incluso
cuando la luz total emitida de cada evento fotoemisor es
alta, o 1incluso cuando existe un alto niimero de eventos
seriales brillosos por segundo Con respecto al promedio de

eventos fotoemisors generados a partir de la irradiacién de

=
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fluorocromos unidos al ADN nuclear de espermatozoide, la
invencién permite la velocidad de eventos fotoemisors gque
pueden ser realizados durante la separacidn de
espermatozoides en poblaciones que contienen cromosoma X Yy
cromosoma Y a ser incrementado a una velocidad de evento
separable de al menos 5000 eventos separables por segundo,
al menos 6000 eventos separables por segundo, al menocs 7000
eventos separables por segundo, al menos 8000 eventos
separables por segundo, al menos 9000 eventos separables
por segundo, al menos 10 000 eventos separables por
segundo, al menos 11 000 eventos separables por segundo, al
menos 12 000 eventos separables por segundo, al menos
13 000 eventos separables por segundo, al menos 14 000
eventos separables por segundo, al menos 15 000 eventos
separables por segundo, al menos 16 000 eventos separables
por segundo, al menos 17 000 eventos Bseparables por
segundo, al menos 18 000 eventos separables por segqundo, al
menos 19 000 eventos separables por segundo, al menos
20 000 eventos separables por segundo, al menos 25 000
eventos separables por segundo, al menos 30 000 eventos
separables por segundo, al menos 35 000 eventos separables

por segundo, o mayor

Un ejemplo especifico, existiendo los cit6metros de

flujo de clasificacién Cytomation SX MoFlo son configurados
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para operar el tubo fotomultiplicador a un minimo de 400
voltios La ganancia puede ser ajustada para operar el tubo
fotomultiplicador a mayores voltajes pero no a menores
voltajes El caitémetro de £flujo SX MoFlo puede ser
convertido por medio de la reconfiguracidén de los controles
del fotomultiplicador El resastor R16C (2 49 kilohms) en
el canal tres puede ser reemplazado por un resistor de 2 0K
para alterar la ganancia del amplificador que controla el
tubo fotomultiplicador Esta conversidén permite al tubo
fotomultaiplicador operar a alrededor de 280 voltios ILa
conversién similar del citémetro de flujo SX MoFlo con dos
resistores de 3 75 kilohm en paralelo, © un resistor de 1 3
kilohm puede permitir que los tubos fotomultiplicadores
sean operados a voltajes de alrededor de 200 voltios o
justo por encima de los cero voltios, respectivamente

Ademds con respecto a esta conversidfn, el filtro de
densidad neutral en frente al fotocdtodo puede ademds ser
removido como resultado de 1la operacidn del tubo
Fotomultiplicador fuera del rango de voltaje de operacidén

tipico

Esta conversifn 1inesperadamente incrementa la
relacién sefial a ruido del evento fotoemisor que es
traducido a wun sefial electrdnica por medio del tubo

fotomultiplicador La sefial del limpiador puede ser de esta

=
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manera amplificada por Tmwedio del incremento del
amplificador de ganancia al convertidor andlogo a digital
del analizador (13) al navel apropiado y la salida puede
ser generada como histogramas de una sola variable o de dos

variables

Haciendo referencia ahora a 1la figura 3, una
comparacidn de histogramas de una sola variable generados
en tres diferentes citSmetros de flujo SX MoFlo (#1, #2,
#3) previa al uso de la invencibn ({(fagura 1A), utilizando
la invencidén (faigura 1B) con respecto a la separacibén de
esperma bovina eyaculada en vivo intacto es ilustrado Tal
como puede entenderse de los histogramas de una sola
variable, en la resolucidn (la diferenciacibn aparente de
la poblacidén que contiene cromosoma X de la poblaciédn que
contiene cromosoma Y representada por el valle entre picos)
de el espermatozoide que contiene cromosoma X vivo intacto
(17) del espermatozoide que contiene cromosoma Y vivo (18)
puede ser sustancialmente mejoradoc por el uso de la

invencién

La velocidad de separacién promedio o los promedios
de clasificacién de espermatozoide vivo intacto previo al
uso de esta realizacifn de la invencidén con los citémetros

de flujo SX MoFlo fue de alrededor de 17 9 x 10%/4 5 horas
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de tanto los espermatozoides que contienen cromosoma X y
los espermatozoides que contienen cromoscma Y (por ejemplo
alrededor de 1100 separaciones o clasificaciones por
segundo en cada una de las dos corrientes, la primer
corriente es el espermatozoide que contiene cromosoma X Yy
la segunda corriente es el espermatozoide gque contiene
cromosoma Y) a alrededor de 87% de puridad con un rango de
84% a 93% de puridad El promedio de eventos separables fue

de 22 000, 23 000 y 20 000 respectivamente para estas tres

clasificaciones

Las velocidades de clasificaciédn promedioc del
espermatozoide vivo luego de la conversién mencionada
anteriormente fue de alrededor de 4 3X10%/4 5 horas de
clasificaciédn (por ejemplo, alrededor de 2500
clasificaciones por seqgundo por corriente) a alrededor de
90 8% de puridad con un rango de 89% a alrededor de 92%
Los eventos por segundo fueron de 13 000, 15 000 y 19 500

respectivamente para estas tres clasificaciones

Tal como puede entenderse de los datos, no sélo
esta realizacidén de la anvencidn resultdé en el incremento
de puridad de la poblacién de espermatozoldes separados
pero ademis permitié que la velocidad de separacibn o

velocidad de clasificacién sea mds que el doble mientras
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que la velocidad de evento separable fue actualmente

reducida

Similarmente, haciendo referencia ahora a las
figuras 4 y 5, las cuales muestran histogramas de dos
variables de la clasificacién de espermatozoides de toro
vivo intacto con el citédmetro de flujo #1 SX MoFlo previo
al uso de la invencidn (figura 4) y luego de la conversién
mencionada anteriormente (figura 5) Previo al uso de la
invencidn, el citdmetro de flujo SX MoFlo fue inicialmente
operado a 440 voltios en el fotocdtodo con el léser
ajustado a 135 MW, de ganancia de X y con un filtro de
densidad neutral de 1 0 (1/10amplitud) a alrededor de
10 000 eventos por segundo Luego del uso de la invencaidn,
el citébmetro de flujo SX MoFlo fue operado a alrededor de
262 voltios en el fotocdtodo, con el léser ajustado a
alrededor de 100 MW, una ganancia de 4X, sin el filtro de
densidad neutral, a alrededor de 10 000 eventos separables
por segundo Tal como puede entenderse de estos datos,
exlste un gran incremento en la resolucidn como evidencia
por medio del incremento de la profundidad del valle eatre
la poblacién que contiene cromosoma X (19) y la poblacién

gque contiene cromosoma Y (20)
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Similarmente, haciendo referencia ahora a las
figura 6 y 7, las cuales muestran histogramas de dos
variables a partir de la clasificacién de espermatozolides
de toro vivo intacto, el citémetro de flujo #2 SX MoFlo
previo a su uso de esta realizacidn de la invencidn (figura
6) y luego de utilizar esta realizacién de la invencién
(figura 7) operado en los mismos parémetros tal como se
1lustra en las figuras 3 y 4 respectivamente Nuevamente,
puede existir una gran cantidad de incremento en la
resolucidén tal como se evidencia por la profundidad del
valle entre la poblacién que contiene cromosoma X (21) y la

poblacién que contiene cromosoma Y (22)

Haciendo referencia ahora a las figuras 8 y 9, las
cuales muestran histogramas de dos variables a partir de la
separacién o clasificacién de espermatozoide equino vivo
intacto con el caitémetro de flujo SX MoFlo' antes de
utilizar esta realizaciédn de la invencidn (figura 8) vy
luego de la utilizaci6n de esta realizacién de la invencidn
(figura 9) Cuando se usa esta realizacidén de la invencidn,
el espermatozoide equino vivo fue separado o clasificado
con una energfia de l&ser a 100 mW con el voltaje del tubo
fotomultiplicador por debajo de los 2300 voltioa Las
velocidades de separacién o velocidades de clasificacidn

excedieron las 4800 clasificaciones por segundo promedio a



205

12 000 eventos por segundo La resolucién incrementada de
la poblacién que contiene cromosoma X (23) y la poblacién
gue contiene cromosoma Y (24) es dramdtica Los datos
muestran que alrededor de 8 canales de separacibén pueden
ser realizados con esta realizacién de la 1invencidbn tal
como es comparado con los 5 canales de separacifén entre los
picos sin el uso de esta realizacién de la invencién La
puridad de 1la poblacitn que contiene cromosoma X y la

poblacién que contiene cromosoma Y fue de alrededor de 93%

Haciendo referencia ahora a la figura 10, la cual
1lustra un histograma de una sola variable y un ploteo por
punto de dos variables de la clasificacidn del nucleido de
esperma de un semental manchado Hoechst 33342 (S-05400)
geparado utilizando esta realizacid6n de la invencién El
nucleido fue separado del esperma del semental eyaculado
frescamente El esperma fue lavado por centrifugado,
sonicado y 1las cabezas resultantes y colas separadas
utilizando el centrifugado gradual de densidad Percoll Las
cabezas aisladas fueron lavadas, fijadas con 2% de
formalina y luego manchadas con Hoechst 33342 El nucleido
manchado fue estabilizado utilizando sodio de &cido (0 5%)
La muestra fue ejecutada a 5000 eventos por segundo para
producir los histogramas El nucleido manchado fue de esta

manera utilizado para calibrar un citSmetro de flujo SX
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MoFlo’ convertido tal como fue mencionado anteriormente
para incorporar el tubo fotomultiplicador de la realizacién
de la invencidén La compensacién fue utilizada para nivelar
las dos poblaciones (nucleido manchado X y nucleido
manchado Y) en el ploteo de dos variables No&tese que las
dos poblaciones de nucleido de esperma equina Son casil
completamente resueltas a la linea de hase tal como se

1lustra en el ploteo de una scla variable

Haciendo referencia ahora a 1la faigura 11, wuna
modificacibn especifica para el citémetro de flujo SX
MoFlo’ incluye el uso de dos resistores en paralelo para
proveer el valor correcto de 1 8K Dos resistores de 3 57K
(25) y (26) son 1guales a alrededor de 1 785K los cuales
pueden ser suficientemente cercanos al valor para ser
efectivos Con esta modificacién el tubo fotomultiplicador
en este i1instrumento particular puede ser ejecutado a
alrededor de 200 voltios Naturalmente, una modificacidn
similar puede ser realizada para otros 1instrumentos
citémetros de flujo u otros instrumentos los cuales
utilizan un tubo fotomultiplicador para medir la cantidad
de luz emitida de eventos particulares La figura 12 provee
un diagrama esquemidtico eléctrico para esta realizacidn

particular de la invencidn

(f\
o



Otra realizacidén 1importante de la invencidn puede
ser O6pticas de patréSn de rayo de 1irradiacién de altura
reducida Tal como se 1lustra en la figura 13A, las épticas
de forma de rayc de 1irradiacién convencional generan un
patrén de rayo (27) que puede tener una altura que puede
ser mayor que la altura de la cabeza de célula de esperma
(28) que pasa a través del mismo Como resultado, mis de
una cabeza de célula de esperma individual que contiene
fluorocromo unido al ADN puede entrar al patrén de rayo de
irrad:iacién al mismo tiempo En ese caso, el fluorocromo
unido al ADN contenido dentro de las cabezas de esperma
miltiple ©puede sger excitado simulténeamente y la
fluorescencia dentro de un evento emisor singular Como
tal, los eventos emisores subsecuentes © previos pueden
incluir flujo de 1luz coincidente contribuide de otras
cabezas de esperma en el patrén de rayo (27) Esto resulta
en una diferencia reducida en el promedio de flujo de luz
entre los eventos de luz emisores los cuales distinguen
entre el esperma que contiene cromosoma X y el que contiene
cromosoma Y También puede reducarse la diferencia en el
promedio de flujo de luz entre los eventos que comparan las
emisiones de luz del espermatozoide que contiene cromosoma
X ©o el espermatozoide que contiene cromosoma Y Es
importante que la coincidencia de excitacién de fluorocromo

unido a miltiples ADN incrementa el promedio de brillo de

e
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los eventos realizando la diferencia de medicién en el
flujo de 1luz entre los eventos generando un menor
porcentaje del flujo de luz emitido en su totalidad Esto
hace mé&s dificil la cuantificaciédn de las diferencias entre

los eventos

Por medio de la reducci6n de la altura de la forma
de rayo tal como se 1lustra en la faigura 13B, la
coincidencia de las cabezas de esperma miltiples estando
dentro del patré6n de rayo de altura reducida (29) durante
el mismo evento medido es reducido Este resultado es un
promedio incrementado de la diferencia entre los eventos
emisores de 1luz los cuales distinguen entre 1los
espermatozoides que contienen cromosoma X y cromosoma Y
Tambi1én puede reducirse el promedio total de flujo de luz
para cada evento emisor medido Para las realizaciones
particulares de la invencidn utilizadas para clasificar
esperma bovina los cuales tienen un nicleo de alrededor de
Sum , Be ha encontrado que la altura del rayo debe ser de
alrededor de 20um En esta aplicacidén, se ha encontrado que
la altura del rayo vertical menor que 20pm no provee una

ganancia adicional en la resolucidn

Haciendo referencia a la figura 14, puede

entenderse que el uso de 6&6ptica de patrén de rayo de
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arradiacién de altura reducida puede mejorar la puridad del
espermatozoide bovino que contiene cromosoma X (figura 14A)
y la clasificacién de poblaciones de esperma bovina que
contiene cromosoma Y (figura 14B) que han sido manchados
con una mancha Hoechst 33342 Esto es verdad tanto para las
compuercas de clasificacidédn de 25% y 40% de los picos de
una sola variable Tal como puede entenderse posteriormente
a partir de la figura 14, las &épticas de forma de rayo de
altura reducida pueden mejorar la puridad del
espermatozoide separado independiente de cualquier otro
agpecto de la invencidn, tal como la modificacién de la
realizacién del circuito fotomultiplicador de la invencidén
(nuevo PMT) tal como fue descrito anteriormente, o puede
ser wutilizado en conjunto con la realizaciébn del
fotomultaiplicador modificado de la invencidn para
incrementar la puridad de las muestras de espermatozoides

separados incluso més

Otra ventaja de las O&pticas de rayo de altura
reducida puede ser gque el tiempo de transito del
espermatozolide en el rayo léser de excitacién o el rayo de
excitacidén puede ser reducido Una cantidad reducida de
tiempo de 1irradiacidn dentro del rayo laser de excitacidn
puede dar como resultado menor tensién o dafio al

espermatozoide

20
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Haciendo referencia nuevamente a la figura 14B como
puede entenderse que el patrén de rayo de altura reducida
puede ser utilizado en conjunto con el patrén de rayo de
irradiacidén que tiene una mayor &rea gque el utilizado
convencionalmente Por ejemplo, 1los patrones de rayo
convencionales (27), tales como los ilustrados en la figura
14*, tienen un patrén elfptico de alrededor de 30pm a
80um mientras gque la 1invencién fue wutilizada para
clasificar esperma bovina que genera una resolucién Sptima
entre las poblaciones gque contienen cromosoma X y cromosoma
Y cuando el rayo tiene un patrén de rayo de 20pm a 160pm
{29) El patrbn de rayo 20pm X 160um tiene
aproximadamente 1 3 veces el &rea de 30ym x B80pum de
patrén de rayo Como tal, puede existir una proporcién
inversa en la pérdida de energia en el punto incidente
Eato hace posible incrementar la energfia de excitacidén del
ldser s1n 1mportar 1la incrementacién del dafio de
irradiacaién al espermatozoide Por ejemplo, 51 un
instrumento tiene Spticas de forma de rayo convencional gue
producen un patrén de rayo de irradiacidén de 30pm x 8B0um
y el léser de excitacidédn es energizado convencicnalmente a
150mW , entonces las realizaciones particulares de la
invencidn con un patrén de rayo de 20um x 160um puede

tener un l&ser de excitacién energizado a 2300mW sin

S
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incrementar la cantidad total de energia en el punto
incidente Alternativamente, el lé&ser de excitacidn puede
ser ejecutado a 150 mW para tomar ventaja de la energia de
irradiacién inferior por unidad de &rea, reduciendo el dafio

de i1rradiacibén, alargando la vida del léser y lo similar

En comparacién a las ©Opticas de forma de rayo
convencional y los dispositivos de ampliacién de tubo
fotomultiplicador, las 6pticas de forma de rayo de altura
reducida de la invencién y la amplificacidédn del tubo
fotomultiplicador de la invencién puede incrementar la
puridad de las poblaciones de espermatozoides gue contiene

cromosoma X y cromosoma Y por alrededor de 4%, o mis

Las 6pticas de forma de rayo de la invencibén (30)
pueden ser instaladas a un citémetro de flujo tal como se
llustra en las figuras 15 y 16 Tal como puede entenderse,
la luz emitida (31) por la excitacidn de léser del
fluorocromo unido al ADN contenido con el espermatozoide
puede ser detectado por medio del tubo fotomultiplicador
(32) situado a 0 y 90° con respecto a la superficie plana
de la cabeza del esperma (28) mientras fluye a través del

patrén de rayo de léser de excitacaén
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Tal como puede entenderse, el espermatozoide
manchado debe ser bombeado a través del rayo de excitacibdn
0 rayo de 1irradiacién de una manera precisa para que cada
cabeza de esperma sea orientada con la superficie plana de
la cabeza de esperma dirigida hacia el tubo

fotomultiplicador que es el detector de grado 0

La medicién precisa del contenido ADN del
espermatozoide puede s6lo ser medido de la superficie plana
de la cabeza de esperma en forma de paleta (28) De esta
manera, UGnicamente esa proporcidn del espermatozoide gque
ingresa en el rayo de excitacién en la orxientacidn
apropiada puede ser medido precisamente y seleccionado en

base al contenido de ADN

Haciendo ahora referencia a las figuras 17, 18 y
19, las realizaciones particulares de la invencidén pueden
ademds tener un objeto de orientacién de boquilla (33) que
fuerza hidrodinamicamente la cabeza de esperma achatada en
la orientacién apropiada mientras gue éstos pasan enfrente
del fotomultiplicador Tal como se i1lustra en la figura 17,
la boquilla de orientaciébn tiene superficies interiores
(34) que forman una forma tipo cono El cono interno cambia
gradualmente desde una forma circular en el extremo de

entrada (35) a una forma altamente eliptica cerca del

—
>
o
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orificio (36) en donde la corriente sale por la punta EIl
orificiro (36) puede ser circular en vez de eliptico De
esta manera, el aspecto interno de 1la boquilla de
orientacién (34) va desde una entrada redeonda hacia una
elipse angosta a una salida redonda corta previa al
orrficio (36) Esta forma interna es ademds clarificada por
las secciones transversales de la boguilla de orientacidn

1lustrada por la figura 18

Tal como es 1lustrado poxr las figquras 19 y 21, el
tubo de i1inyeccién (37) (el cual puede ser de alrededor de
0 061 pulgadas en didmetro) puede ser utilizado con la
boquilla de orientacidén (o con una bogquilla convencional)
(33) la cual puede ser biselada cercana a la punta para
formar una boquilla (38) La cuchilla achatada (38) puede
ser orientada en un &ngqulo de 90° desde la dimensién mayor
de la elipse en la orientacidén de la boguilla (33) El
didmetro interno de la bogquilla de inyeccidn puede ser de
alrededor de 0 010 pulgadas en diametro que forma un
orificio redondo {(39) en el centro de la cuchilla de tubo

de aguja achatada (38)

En realizaciones particulares del tubo de inyeccidén
biselado la cuchilla biselada puede ser configurada en una

forma de paleta ilustrada por la figura 21 La cuchilla
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biselada en forma de paleta puede asistir en mantener el
flujo laminar de la vaina de fluido dentro de la boguilla
(ya sea 1la boquilla convencional o© la bogquilla de
orientacién) Como tal, el flujo laminar de liquado
mantenido por la cuchilla biseladas en forma de paleta
presenta menos 1nterrupcién de 1los objetos inyectados
dentrxo del mismo El espermatozoide introducido dentro del
flujo laminar de la vaina de fluido mantenida por una
realizacidn del tubo inyector de la invencidén que tiene una
cuchilla biselada en forma de paleta permite un incremento
de 20%, 30%, 40%, 50% o©o mids en los promedios de
clasificacién de espermatozoides sobre 1la inyeccién
convencional de tecnologfia de tubo La clasificacién de
alta velocidad de los espermatozoides a velocidades de 4000
a 10000 clasificaciones para cada sexo por segundo puede
ser realizada La alta puridad (90% o© mayor) de las
poblaciones que contienen cromosoma X y cromosoma Y puede
ser establecida 1incluso en estas altas velocidades de
clasificaciébn El tubo inyector de la ainvencién con la
punta en forma de paleta biselada puede ser utilizada
independientemente para una combinacién con otras
invenciones descritas aqui u otras tecnologias tales como
las descritas en la patente norteamericana U S8 Solicatud

No 09/454488 o la Solicitud de Patente Internacional No

%
2
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PCT/US00/42350, cada una de las cuales incorporadas a la

presente a modo de referencia

Tal como se muestra en la Figura 21, ciertas
realizaciones del tubo inyector de cuchilla biselada de la
anvencidn o la forma de paleta de cuchilla biselada de la
invencitn pueden ademis incluir surcos de mejoramiento de
flujo laminar (40) tal como se 1lustra en la figura 21 Los
surcos de mejoramiento de flujo laminar (40) asisten en
mantener un flujo laminar hacia el orificio del tubo
inyector Nuevamente, el flujo laminar mejorado permite que
mAs espermatozoides se mantengan en la correcta orientacién
en la vaina de fluido laminar de flujo dando como resultado
mayores nimeros de promedios de eventos clasificables los
cuales a cambio otorgan mayores promedios de clasificacién

para cada sexo O espermatozoide

En otra realizaciédn de la invencidén, el orificio de
boquilla de orientacidén (39) u otra bogquilla convencional
puede ser dimensionada para formar gotas 1las cuales
encapsulan esperma vivo intacto mientras gque &stos salen
del orificio (39) El encapsulado de las células de esperma
no sucede en la tecnologia de transporte de cé&lula de
egperma convencional En cambio una porcidn de la cola de

célula de esperma reside fuera de la gota Por ejemplo, la

215
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célula de esperma bovina tiene una longitud de alrededor de
13 5 microsegundos cuando la corriente de £fluido tiene una
presi6n de alrededor de 50 libras por pulgada cuadrada (por
ejemplo, la longitud del tiempo para la total longitud de
la célula de esperma para que pase a través del rayo de
arradiacién a alrededor de 50 libras por pulgada cuadrada
de presién de corriente de fluido) Las técnicas de
formacién de gotas convencionales para el transporte de
células de esperma bovinas establecen una gota de alrededor
de 14 microsegundos (por ejemplo, la longitud del tiempo
del difmetro de la gota que toma para pasar a través del
rayo de irradiacién) de una bogquilla que presenta un
orificio con un di@metro de alrededor de 70 micrémetros el
cual puede ser sensible a un oscilador operado a alrededor
de 35 kilochertz Como tal, una porcién de la cola de
célula de esperma facilmente protubera de la gota Para
prevenir que la cola de célula de esperma protubere de la
gota, una realizacién de la encapsulacién de gota de la
invencién provee un orificio de alrededor de 100
micrémetros que puede producir una gota de alrededor de 28
microsegundos alrededor de 50 libras por pulgada cuadrada a
alrededor de 30 kilohertz Encapsulando enteramente la
célula de esperma viva intacta, ancluyendo la porcién de
cola, la célula de esperma interactfia con la boquilla en

menor cantidad luego de 1la carga de la gota y 1la

Ay,
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descraipcibén de la gota puede ser mis precisa Esto conduce
a una menor contaminacién cruzada de espermatozoides gque
contiene cromosoma X con espermatozoides que contiende
cromosoma Y y ademis permite desviar el espermatozoide para
que sea recolectado mids uniformemente El esperma que es
uniformemente desviado puede ser dirigido a las superficies
de recoleccién que son amortiguadas por varios liquidos La
amortiguacién del espermatozoide separado puede ser
importante en la reduccién de las tensiones tal como se
describe en la solicitud de patente norteamericana U S No
09/001 394, incorporada a la presente a modo de referencia
Con respecto a los espermatozoides de otras especies de
mamiferos, la invencién puede ser variada para producir
tamafios de gota para encapsular las longitudes variantes de
las células de esperma Dependiendo de la longitud del
espermatozoide y de la presi6n de la corriente de fluido la
encapsulacién de la gota de la invencién puede todavia
alcanzar las velocidades de formacifn de gota de al menos
10 000 gotas por segundo, al menos 20 000 gotas por
segundo, al menos 30 000 gotas por segundo, al menos 40 000
gotas por segundo, al menos 50 000 gotas por segundo, al
menos 60 000 gotas por segundo, al menos 70 000 gotas por
segundo, al menos 80 000 gotas por segundo, al menos %0 000

gotas por segqundo, al menos 100 000 gotas por segundo hasta

A
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alrededor de 200 000 gotas por segundo en algunas

realizaciones de la encapsulacién de gota de la invencién

Incluso con la orientacién de bogquilla de la
invencién todavia puede existir un cilerto ndmero de
particulas o© espermatozoides, los cuales no estén
propiamente orlientados en el patréSn de rayo Tal como fue
descrito anteriormente, s1 la orientacidén de la cabeza de
esperma no es la apropiada entonces el contenido de ADN no
puede ser medido con precisién basado sobre la luz emitida
Las realizaciones particulares de la presente invencién
proveen la remocifn de espermatozoides sin orientar y no

deseados (RUSS) o particulas dentro de una corriente de

fluado

Haciendo referencia ahora a las figuras 16 y 20A,
puede entenderse que la medicidn precisa del contenido ADN
del espermatozoide depende sobre la superficie plana de la
cabeza de esperma en forma de paleta (28) estando orientada
propiamente con el detector De esta manera, sdlo aquella
porcién del espermatozoide que 1ingresa al rayo de
excitacién en la orientacidn apropiada tal como se 1lustra
por medio de las figuras 16 y 20" puede ser medida
precisamente y clasificada en poblaciones que contienen

cromosoma X y cromosoma Y basado sobre el contenido de ADN
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Tal como Be 1i1lustra por las figuras 20A y 20B, el
espermatozoide que transita a través del rayo de excitacidn
en la orientacién apropiada genera un ploteo de seflal de
em1816n orientada (40) que puede ser formada diferentemente
que el ploteo de sefial de emisién no orientado {(41) que es
generado por el espermatozoide sin orientar 1lustrado por
la figura 20D Naturalmente, la forma del ploteo de senal
de emi1sién sin orientar (41) generado por el espermatozoide
desorientado puede variar dependiendo del grado de
orientacién ainapropirado del rayo de excitacidn Estas
orientaciones 1inapropiadas pueden incluir la orientacidn
1lustrada en la figura 20C pero ademds puede incluir todas
las maneras de orientaciones que rota la cabeza de esperma
en cualquier porcién de una rotacién que orienta la
superficie de la cabeza en forma de paleta fuera de la
alineacién con el detector (alineacidn apropiada ilustrada
por la figura 16), o cualquier porcién de una rotacidn que
orienta el eje de la cabeza de esperma (42) fuera de la
alineacién con la direccién de flujo Naturalmente, la
orientacidén apropiada puede ser definida diferentemente de
egspecle a especie Para algunas especies, en las cuales la
cabeza de esperma no tiene forma de paleta, la orientacién
apropiada dentro del rayo de excitacidén, o relativo a los
detectores o de otra manera puede ser definida por otras

caracteristicas anatémicas O caracteristicas de sefial No

o
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obstante, una sefial optimizada para la orientacién
apropiada de los espermatozoides de varias especies dentro
de la ventana de excitacién puede ser generada como es
estdndar de los ploteos de sefial de emisién para la
comparacién subsecuente con los eventos de emisién

seriales

Por medio de la comparacién de la forma (o del &rea
integrada o de ambas) de cada ploteo de sefial de emisidn
con el ploteo de sefial de emisén estdndar (o &rea integrada
estindar o ambas) establecido para un espermatozoide
orientado de una especie de mamifero, un espermatozoide sin
orientar puede ser i1dentificado, la sefial substraida de los
histogramas de una sola variable o de dos variables, y el
espermatozoide sin orientar puede ser afirmativamente
removido, s1 se lo desea, para que el esperma s1n orientar
no sea recolectado dentro de las poblaciones que contienen

cromosoma X y cromosoma Y

BEs importante destacar mientras que la invencién
mejora la resoluciébn entre las dos poblaciones de
espermatozoldes siendo separadas las cuales incrementan la
velocidad a la cual la poblacién puede ser separada una de
otra, y mejora la puridad de las poblaciones a ser

separadas Como  tal, es ahora posible clasificar



espermatozoides a velocidades sorprendentemente altas La
clasificaciédn o 1las velocidades de eventos separables
pueden ser tan altas como 35 000 por segundo (no incluyendo
los eventos coincidentes, miltiples espermatozoides dentro
de la ventana de deteccibén/excitaciédn al mismo tiempo) La
clasificacidédn o velocidades de evento separable correlataiva
con la alta separacién o velocidades de clasificacidén las
cuales pueden ser de 5000 a 8000 espermas vivos intacto de
cada sexo por sequndo con una puridad de 90%, 92%, 93%, 95%
0 mayor Las invenciones descritas anteriormente ademés
permiten que las poblaciones de alta puridad que contienen
cromosoma X y cromosoma Y sean obtenidas alrededor de 97%
hasta 98% o 1incluso mayores por medio de la reduccidn de
las velocidades de clasificacidédn o separaciédn a alrededor

de 200 espermas vivos para cada sexo por segundo

Tal como puede entenderse, las 1invenciones
descritas anteriormente son particularmente importantes en
realizar las mayores velocidades de evento separable o
clasificable posibles y 1las mayores velocidades de
geparacién resultantes posibles las cuales pueden ser al
menos de 1000 separaciones por segundo, al menos 2000
separaciones por segundo, al menos 3000 separacionesa por
segundo, al menos 4000 separaciones por segundo, al menos

5000 separaciones por segundo, al menos 6000 separaciones
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por segundo, al menos 7000 separaciones por segundo, al
menos 8000 separaciones por segundo, al menos 9000
separaciones por segundo, al menos 10 000 separaciones por

segundo para cada sexo por segundo

La invencién permite clasificacidn a alta velocaidad
tal como fue mencionado anteriormente, de espermatozolides
incluso cuando estos son dificiles de manchar, o tienen
otras caracteristicas quimicas o anatémicas, que hacen la
diferenciaciédn entre las poblaciones que contienen
cromosoma X y cromosoma Y mas dificil Incluso en estos
casos dificiles, 1las poblaciones de alta puridad que
contienen cromesoma Y y cromosoma X de espermatozolde
bovino pueden ser aisladas a una alta puradad de 52% a 93%
alcanzando las velocidades de eventos clasificables de
alrededor de 15 000 a 20 000 eventos clasaficables por
segundo o mayores tal como se describe anteriormente, o la
clasificacién o velocidades de separacidn de espermatozoide
vivo 1ntacto para cada sexo (conteniendo cromosoma X Yy
conteniendo cromosoma Y) de 2000 esperma vivo i1ntacto para

cada sexo por segundo, o mayor

Haciendo ahora referencia a las figuras 22 y 23,
una realizaciSn de la invencidn utiliza la tecnologia de

contraste de interferencia diferencial para medir el
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volumen de una particula o cépsula Una realizacidn bisica
de la ainvencién puede comprender particulas que tienen un
volumen diferente, tales como cabezas de células de esperma
28 que tienen una diferenci:a en el volumen entre las
células de esperma que contienen cromosoma X y que
contienen cromosoma Y Una fuente de radiacidn
electromagnética (43) genera una radiacidén electromagnética
(44) que tiene caracteristicas de forma de onda
diferenciales sensibles a la diferencia en el volumen entre
las partfculas o cabezas de células de esperma (28) La
radiacidn electromagnética la cual puede ser una luz de
liser, pero ademis pueden ser numerosos tipos de radiacidn
electromagnética que incluye, pero no estando limitado a
radiacién de microondas, radiacibn ultravioleta o 1lo
similar Luego de atravesar la particula o cédpsula o el
volumen de cabeza de esperma, la radiacibn electromagnética
puede ser enfocada a través de una lente objetiva (45)
sobre un detector (46) sensible a las caracteristicas de
forma de onda de la radiacibén electromagnética (44) El
detector puede ser acopladc a un analizador (47) El
analizador puede diferenciar entre las particulas basadas
en el cambio de las caracteristicas de forma de onda previo
a atravesar el volumen de la particula y luego de atravesar
el volumen de la particula y puede analizar la sefial basada

en las Areas integradas o las formas de sefiales o ambas En
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algunas realizaciones de la invencidn las caracteristicas
de forma de onda analizadas pueden comprender 1la
superposicién de las caracteristicas de la forma de onda
iniciales con las caracteristicas de la forma de onda
alteradas luego de atravesar el volumen de la particula,
cdpsula o cabeza de células de esperma La superposicién de
las caracteristicas de forma de onda ainiciales y la
caracteristica de forma de onda alterada puede modular
diferencialmente la intensidad de la radiacién
electromagnética basada en la cantidad de medio que
atraviesa la radiacibén electromagnética La invencién puede
ademéis incluir filtros adicionales (48), tales como filtros

{
de colores

Haciendo ahora referencia a 1la figura 24, una
realizacidén de las &6pticas de invencién incluye utilizar
6pticas de contraste de interferencia diferencial, las
cuales incrementan la distancia actual sobre la cual la luz
es dividida comparada a la microscopia DIC convencional la
cual corresponde al limite de resolucién del microscopio
En esta realizacién de la invencién, el divisor inducido es
mayor que el tamafio de los objetos, de esta manera dando
una elevacidén a las dos i1mAgenes individuales, lateralmente
separadas, que 8se originan desde un objeto La segunda

modificacién incluye el uso de placas de material



birrefringente, tales como las placas Savart, en una
ubicaci6én alejada del lente objetivo Esta realizacién de
la invencién es fadcil de construir dado que los materiales
birrefringentes no deben ser ubicados dentro del
alojamiento del objetivo En los microscopios DIC
convencicnales el material birrefringente es utilizado para
formar un prisma llamado Wollaston, que debe ser ubicado
dentro del alojamiento del objetivo, siendo necesario el
uso de lentes de objetivo costosos que han sido fabricados

especlialmente para este propésito

Losa componentes de una realizacidén de la invencién
pueden ser dispuestos en linea uno con respecto al otro y
consiste de una fuente de luz (43), por ejemplo, una
lampara de arco Mercury, un elemento de ajuste espectral
por ejemplo un filtro de paso de banda, un elemento de
ajuste de polarizacién (49), por ejemplo, una lamina
peolarizadora (53) y una placa de onda (54) sensible a un
montaje rotativo, un condensador de luz (51) que permite
que la luz sea condensada sobre la particula o la célula de
esperma, por ejemplo, una lente condensadora o juegos de
lentes u objetivo de microscopio, una corriente de fluido
(8) que pueden contener particulas o células de esperma
(28), por ejemplo, un chorro de fluido eyectado bajo

presidn, un recolector de luz (45) para recolectar la luz

A
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de la particula o célula, por ejemplc un objetivo de
microscopio de distancia de trabajo mayor 50X y una pieza
de material birrefringente en la forma de una placa Savart,
montada de esta manera que su orientacidn y ubicacibén puede
ser controlada precisamente, un selector de luz de imagen
(55) para seleccionar s8blo la luz correspondiente a 1la
particula o célula de esperma, por ejemplo, un juego de
orificios de perno un orificio de perno (53) para cada una

de las imdgenes formadas

En una realizacidén de la invencidn, los componentes
pueden ser dispuestos de tal manera que la fuente de luz
(43) o su imagen esté&n ubicadas en el plano focal posterior
del condensador de 1luz (45) generalmente referido como la
1luminacién tipo Kdhler La imagen del plano objeto puede
coincidir de mejor manera con el selector de 1luz de
objetivo (55) o los orificios de perno (53) para capturar
la luz desde las particulas individuales o células de
esperma Tal como se i1lustra en las figuras 27 y 28 los
componentes pueden ser montados en una tabla éptica firme,
0 banco wutilizando montajes, postes o soportes Los
componentes pueden ser montados de tal manera que el
enfoque del plano objeto puede ser hecho con precisién
Esto puede ser realizado por medio del equipado de 1la

corriente de fluido con un controlador de posicién de

e
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corriente, tales como micrdmetros, para poner la corriente
dentro y fuera de foco Ademis puede ser necesario equipar
el condensador de luz (45) con un controlador de posicidn
condensador de luz (56) que permite gque sea enfocado sobre
el plano objeto Puede 8ser necesario tomar un cuidado
especial scbre el montaje de los elementos birrefringentes
0 los divisores de rayo (50) para lo cual un elemento de

rotacidén de tres ejes es preferible

Ahora haciendo referencia a la figura 25, 1las
realizaciones de la presente invencidén pueden ademds
incluir el uso de ambas imigenes generadas para determinar
la orientacién de una particula asimétrica de corriente de
fluado, incluyendo pero no estando limatado a
espermatozoldes tales como células de esperma de toro Una
evaluacién de orientacién de las realizaciones de la
invencidn puede incluir una disposicidn Sptica que permite
el control del estado de polarizacidn de la luz que ingresa
al si1stema para tanto 1as imagenes generadas
independientemente Las d&pticas de interferencia de 1la
invencién pueden ademds proveer el elemento de ajuste de
polarizacidén (56) que controla el estado de polarizacibn de
la luz que 1ingresa al sistema Para la deteccién de

orientacién de 1la invencién el elemento de ajuste de

polarizacién (56) puede ser seleccionado de tal manera que

>
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consiste de dos partes, que estidn dispuestas sobre el
selector de luz de imagen (55) que en una realizacién de la
invencidén contiene los orificios de esperma (53) Esto
puede ser realizado por medio de la ubicacidn del elemento
de ajuste de polarizacidn (56) en el plano focal posterior
del condensador de luz (51), o por medio del uso de otras
6pticas para realizar la misma tarea Un ejemplo simple de
este componente puede ser una pleza de media sombra, por
ejemplo, que consiste de dos partes semicirculares de
material polarizante, tal como una l&mina polarizadora, el
dngulo de orientacién del cual puede ser elegido
independientemente Cada orificio de perno en el plano de
imagen puede caer en una de las mitades de dicho
hemisferio Los &ngulos de polarizacidn pueden ser elegidos
de tal manera que la sefial de los orificios de perno (53)
corresponden al volumen, y relativamente independiente del
dngulo de orientacién del objeto que pasa, y del otro
orificio de perno (53) como una sefial que depende a un gran
grado, sobre este &ngulo de orientacién Las dos seilales
pueden ser procesadas por medio del analizador (47) de una
manera similar a un citbSmetro de flujo de multicanal
convencional, a modo de ejemplos Con respecto a este
ejemplo, los ploteos de punto de dos variables pueden ser
realizados y ademds permite al wusuaric seleccionar las

ventanas en este ploteo
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Una mejora de la pieza de media sombra descrita
anteriormente puede ser la construccién 1lustrada por 1la
figura 25D Las wmismas dos partes hemisféricas son
proyectadas sobre el plano imagen pero la manera en gque
éstas son generadas es diferente Un espejo (57) rompe la
luz (44) en partes semicirculares, y recombina las mismas
nuevamente a su lugar de origen Cada una de las mitades
atraviesa un medio separado para controlar su estado de
polarizacién Una ventaja de esta realizaciédn es que los
angulos de polarizacidn pueden ser controlados
continuamente e 1ndependientemente, facilitando de esta
manera el ajuste de la configuracidn Los materiales
utilizados en esta realizacidn pueden ser suministrados por
firmas de suministro de O6pticas estédndar, y pueden ser
montados en los materiales de montaje similar utilizando la
configuracién tal como es usada para las ©&épticas

Interferométricas

Haciendo ahora referencia a 1la figura 26, para
corregir los artefactos introducidos que tienen la luz que
pasa a través de una regién no plana de material
transparente, tal como una corriente de fluido cilindrica
sustancialmente pero que 1ncluye otras geometrias también,

las realizaciones de la presente invencién divulgan la
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incorporacién de un componente similar en forma a la regidn
no plana, perc opuesta en términos de iIndices refractivos
relativos En el caso especifico de un citémetro de flujo
esta forma se aproxima a un cilindro Para corregir los
artefactos introducidos por el hecho de que los objetos a
ser evaluados son ubicados dentro de la corriente de agua
cilindrica, es la 1incorporacién de un componente &ptico
(58) el cual puede estar en la forma de un cilandro
transparente, ubicado dentro del material transparente (59}
de un indice refractario mayor Puede ser preferido que la
imagen de la corriente y del elemento de compensacién
caigan uno sobre el otro en el plano de la imagen Esto
puede ser realizado por medio de la ubicacién del elemento
de compensacién entre las lentes objetivas y el plano de
imagen, Yy por medio de la 1incorporacién de lentes

auxiliares

Una realizacidén del componente &ptico (58) puede
ser ubicada dentro de una tajada fina de material
transparente de un Indice refractivo mayor (59) por
ejemplo, vidrio o Perspex, con un orificio calindrico
perforado a través del mismo El Perspex tiene una ventaja
que puede ser f&cilmente perforado alrededor de un canal
dentro del mismo El orificio cilindrico puede ser relleno

por medio de un material transparente, el iIndice refractivo
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el cual es menor que aquel del material que lo rodea La
diferencia en el iIndice refractivo entre la sustancia y el
material que lo rodea puede ser la misma pero es opuesto a
la diferencia en el indice refractivo entre el agua en la
corriente y el aire que lo rodea para ciertas aplicaciones

Puede no ser necesario tener el cilindro del mismo tamaiio
que la corriente de agua, siempre y cuando la ampliacidén de
los lentes utilizados haga que las imigenes resultantes en
el plano de la imagen sean del mismo tamafioc En algunas
aplicaciones puede Ber deseado o0 necesario ajustar la
diferencia de Indice refractivo para compensar esta
ampliacién La fabricacién de tal elemento fuera del
Perspex puede ser muy simple, y puede ser realizado por
cualquier taller mecdnico que tiene experiencia con el
mecanizado de Perspex o del wmaterial seleccionado Puede
ser realizado en tales dimensiones gque coinciden en
aparatos de montaje ©6ptico estindar para facilitar la

incorporacién dentro de las Spticas

La coincidencia exacta de los iIndices refractarios
puede ser dificil Una realizacién de la invencidén que
facilita el ajuaste puede ser realizar la sustancia dentro
del Perspex u otro material seleccionado, un fluido de
indice refractivo transparente (58), como ejemplo un aceite

orgénico o mezcla de aceite que tiene un indice refractivo
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cercano al deseado Debido al hecho de que el indice
refractivo de la mayoria de los fluidos cambia con la
temperatura, mucho més que en los s6lidos o los vidrios,
puede ser posible el ajustar con mucha precisién la
diferencia en el indice refractivo por la temperatura Esto
puede ser realizado por medio de la 1incorporacién de un

controlador de temperatura (60)

El componente 6ptico (58) de fluidos transparentes
o los fluidos de indice refractivo pueden ser suministrados
por firmas de suministros quimicos Estas firmas
generalmente tienen los datos con respecto al indice
refractivo de sus fluidos féacilmente disponible Algunas
firmas incluso ofrecen fluidos gque 8on especialmente
fabricados para servir como fluidos de indice refractivo, y
presentan una garantia e Indice refractivo estable Los
controladores de temperatura y termostato son suministrados
por varias firmas Una manera practica de aplicar calor al
fluide de IiIndice refractivo puede ser el utilizar un
montaje hueco hecho de material de conduccién de calor, tal
como metal que contiene el fluido del indice refractivo
Utilizando un ciclo termostédtico de inmersidén convencional,
encontrado en varios laboratorios, el agua puede ser
bombeada a través del montaje manteniendo de esta manera el

elemento en una temperatura controlable y fija

%
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La discusidén 1incluida en esta solicitud PCT esté
dirigida para servir como una descripcaién bdsica El lector
debe darse por enterado gque la discusidn especifica no
describe explicitamente todas las realizaciones posibles,
dado que varias alternativas son implicitas Ademis puede
no explicar en su totalidad la naturaleza genérica de la
invencién y puede no mostrar explicitamente cémo cada
caracteristica o elemento puede actualmente ser
representativo de una funcidén mias amplia o de una gran
variedad de alternativas o© elementos equivalentes
Nuevamente, estos son implicitos 1incluidos en esta
drvulgacién En donde 1la 1invencién es descrita en
terminologia orientada en funcionalidad, cada aspecto de la
invencién estd realizado por medio de un dispositaivo,
subrutina o programa Las reivindicaciones de aparato
pueden no s86lo ser incluidas para los dispositivos
descritos, pero ademis las reivindicacicnes de métodos o
procesos pueden ser incluidos para dirigir las funciones de
la invencidn y la realizacién de cada elemento Ni la
descripcién ni la terminologia presentan la intencién de
limitar el alcance de las reivindicaciones las cuales son
incluidas

Ademas, cada uno de los varios elementos de 1la
invencién y reivindicaciones pueden adem&s ser realizados

de una variedad de maneras Esta divulgaciédn debe ser
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entendida para abarcar cada una de tales variaciones,
siendo una variacién de una realizacién de cualguier
realizacién de aparatos, un método © realizacidn de
proceso, © i1ncluso meramente una variacién de cualquiera de
estos elementos Particularmente debe entenderse que
mientras que la divulgacidén se refiere a los elementos de
la invencién, las palabras para cada elemento pueden ser
expresados por términos de aparatos equivalentes o términos
de métodos, incluso si1 s6lo la funcién o resultado es el
mismo Tales términos genéricos amplios © 1incluso mis
genéricos deben ser considerados para que abarquen en la
descripcidn para cada elemento o accién Tales términos
pueden ser sustituidos en donde se desee para hacer mas
explicita la cobertura amplia 1implicita para lo cual 1la
invencidén estl asignada Como un ejemplo, debe entenderse
que todas las acciones pueden ser expresadas por medio de
tomar aquella accién o como un elemento el cual causa esa
accibdn Similarmente, cada elemento fisico divulgado debe
ser entendido para que abarque una divulgacidén de la accidn
en la cual ese elemento fisaco facilita Con respecto a
este UGltimo aspecto, como ejemplo la divulgacidn de un
separador de gota A debe entenderse para que abarque 1la
divulgacién del acto de la separacién de gotas, ya Bsea
discutido explicitamente o no, y en cambio, en donde sélo

la divulgacién del hecho de cubrir el liquido gaseoso tal
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como se divulga debe ser entendido para que abarque la
divulgacidén de un separador de gota e incluso un medio para
separar gotas Tales cambios y términos alternativos son
destinados para ser explicitos incluidos en la descripcién
Adicionalmente, varlias combinaciones Y
permutaciones de todos los elementos o aplicaciones pueden

ser creados y presentados Todo puede ser realizado para

optimizar el disefio o performance en una aplicacién
especifica
Cualquier acto de ley, estatuto, regulacibén o

reglas mencicnadas en esta solicitud para patente, o
patentes, publicaciones u otras referencias mencionadas en
esta solicitud para la patente son aqui incorporados a modo
de referencia Especialmente las solicitudes de patentes

norteamericanas Us No 60/267571, 60/239 752 y
60/203 089 que son 1incorporadas a la presente a modo de
referencia incluyendo aqui cualquier figura o adjunto, cada
una de las referencias en la siguiente tabla de referencias

son incorporadas a la presente a modo de referencia

= e
DOCUMENT NO DATE NAME CLASS SUBCLASS FILING DATE
32,350 02/10/87 | Bhattacharya 204 1801 17
A 687 806 08/29/72 | Vanden Bovenkamp | [95 13 i 1/04/69
3829216 08/13/74 | Persidsky 156 36 1002772
3894529 0715/75 | Shrimpton 128 IR 04/10/69
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II 4,009,260 0222777 | Enccson 423 361 10711774
" 4,067 965 01/10/78 | Bhattacharya 424 105 1217775
H 4 083 957 0411778 | Lang 424 78 02/04/76
|| 4 085,205 0418778 | Hancock 424 105 01724077
I 4092229 05/30/78 | Bhattacharya 204 180R 1072076
|| 4155831 0572219 | Bhauacharya 207 299 R 02723778
§ 2101749 03/04/80 | Bryant 424 105 /11777
4225405 09730780 | Lawson 204 iSOR 08/16/78
4276 139 06730:81 | Lawson 204 180 R 1009779
n 4339434 07/13/82 | Enceson 42 561 OR/1778I
|| 4362246 120782 | Adar 209 33 07/14/80
n 4,448 767 05/15/84 | Bryant 424 £5 02/15/80
4,474 875 10/02/84 | Shrmpton 435 002 08/18/80
| 4,501,366 02/26/85 | Thompson 209 556 12/14/82
“ 4 511,661 04/16/85 | Goldberg 436 503 12/30/83
| 4605558 08/12/86 | Shnmpton 424 561 04720184
4 660 971 04/28/87 | Sogeetal 356 39 05/03/84
4,680,258 0714/87 | Hemmeringetal | 435 7 08/09/83
4 698 142 10/06/87 | Muror ctal 204 1823 07731785
4,749 458 06007788 | Muror etal 204 1823 03/02/87
4985,619 0172981 | Pinkel 435 30 11/30/87
4999,283 031291 | Zavosetal 435 2 08/18/89
5021,244 06/04/91 | Spaulding a4 561 05/12/89
5135 759 080492 | Johnson 424 561 042691
5 346,990 09/1304 | Spautdng 530 350 03/1291
I 5,371,585 12/06/94 | Mocgan etal 356 246 117102
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“ 5439362 03085 | Spaulding 3 1851 07725594
u 5 466,5T2 1171495 | Sasakietal 435 2 04/25/94
¥ 5483 469 010996 | Vanden Enghetal | 364 588 08102/93

5 503 994 040296 | Shear etal 436 90 10/08/93

5514,537 050796 | Chandler 435 002 1172894

5 589 457 123196 | Wiltbank 514 12 07-03-95
| 5602039 021197 | Van den Engh 436 164 10/14/94

5 602,349 02/11/97 | Von den Engh 7 864 85 10/14/94

5 660997 0872697 | Spaulding 435 721 06/07/95

5,690 895 112557 | Matsumoto etal 422 73 12/0696
I 5,700 692 1272387 | Sweet 436 50 0912794

5726364 03/1098 | Van den Engh 7 364 85 021097

5819948 10/1398 | Van den Engh 209 158 082197
H 5 880,457 03/0959 | Tomysmaetal 250 207 06/16/97

5985216 111699 | Rens, etal a2 on 072497

6,071 689 06/06/00 | Serdel etal 435 2 01729198
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Ademéds, para cada término utilizado debe entenderse

que a no ser que su utilizacién en esta solicitud es

anconsistente con tal interpretacién, la definiciones
comunes de diccionario debhen ser entendidas como

incorporadas para cada término y todas las definiciones,

e
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términos alternativos y sinénimos tales como los contenidos
en el diccionario Unabridged Webster House Random, segunda
edicién que son aqui incorporados a modo de referencia Sin
embargo, para cada uno de los mencionados anteriormente,
hacia la extensién de que tal informacién o divulgacién
incorporada por referencia debe sexr considerada
inconsistentemente con el patentamiento de estas
invenciocnes, tales divulgaciones son expresadas para no ser
consideradas como realizadas por el solicitante

Ademis, a no ser que el contexto requiera lo
contrario, debe entenderse que el términc “comprende” o
variaciones tales como “comprendiendo” o "comprenden” estén
dirigidas para otorgar la 1inclusién de un elemento
mencionado o paso o grupo de elementos o pasos pero no la
exclusién de cualquier otro elemento o paso o grupo de
elementos © pasos Tales términos deben ser interpretados
en su forma mis extensa para afrontar la cobertura amplia
del solicitante legalmente permisible en paises tales como
Australia y lo similar

De esta manera, el solicitante debe entender que
tiene el soporte para reivindicar al mencs 1)cada uno de
los daispositivos de conversidn liquido a gas descritos
aquf, 11) los métodos relacionados divulgados y descritos,
111) variaciones 1implicitas similares, equivalentes, para

cada uno de estos dispositivoe y métodos, 1v) aquellos

—~
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disefios alternativos los cuales alcanzan cada una de las
funciones 1lustradas tales comc son divulgadas y descritas,
v) aquellos disefios alternativos y wmétodos los cuales
realizan cada una de las funciones 1ilustradas tales como
son 1implicitas para realizar aquello que estd divulgado y
descrito, vi) cada caracteristica componente Yy paso
1lustrado como dimensién independiente y separada, vili) las
aplicaciones mejoradas ©para los varios sistemas o
componentes divulgados, vilii) los productos resultantes
producidos por tales sistemas o componentes, 1x) métodos y
aparatos sustancialmente descritos anteriormente y con
referencia a cualquiera de los ejemplos acompafiantes y Xx)
las varias combinaciones y permutaciones de cada uno de los
elementos divulgados

Ademds, a no ser que el contexto regquiera lo
contrario, debe entenderse que el término “comprende” o
variaciones tales como “comprendiendo” o “comprenden” estéa
dirigido para otorgar la ainclusién de un elemento
mencionado o paso o grupo de elementeos o pasos pero no la
exclusién de cualquier otro elemento o paso © grupo de
elementos o pascos Tales términos deben ser interpretados
en su forma mis extensa para afrontar la cobertura amplia
del solicitante legalmente permisible en paises tales como

Australia y lo similar
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Las reivindicaciones mencionadas en esta solicitud
son aqui incorporadas a modo de referencia como parte de
esta descripcién de la invencidn, y el solicitante se
reserva expresamente el derecho y el uso de la totalidad de
© una porcién de tal contenido incorporado de tales
reivindicaciones come descripcién adicional para soportar
cualquiera o la totalidad de 1las reivindicaciones O
cualquier elemento o componente del mismo, y el solicitante
ademds Be reserva expresamente el derecho de mover
cualquier porcibén o la totalidad del contenido incorporado
de tales reivindicaciones o cualquier elemento o componente
del mismo a partir de la descripcién dentro de las
reivindicaciones © viceversa 81 es necesario para definar
la materia para la cual la proteccién es trafda por medio
de esta solicitud o por medio de cualquier continuaciédn
subsecuente, divisién o solicitud de continuacién en parte
de la misma, o para obtener cualquier beneficio de 1la
reduccién en las tasas perseguidas, o para cumplir con las
leyes de patente, reglas o regulaciones de cualquier pais o
tratado, y tal contenidc i1incorpcrado por referencias deben
sobrevivir durante la totalidad del tramite de esta
solicitud incluyendo cualquier continuacién subsecuente,
divigién o solicitud de continuaciédn en parte de la misma o

cualquier reemisidn o extensidn de la misma

K
o
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REIVINDICACIONES

1 Un método para aislar células de esperma gque
contiene cromosoma X y c¢élulas de esperma que contiene
cromosoma Y, que comprende los pasos de

a recolectar las células de esperma de un macho de
una especlie de mamifero,

b determinar la caracteristica de diferenciacidn
de dichas células de esperma,

c diferenciar entre dichas células de esperma
basadas sobre dicha caracteristica de diferenciaciébn de
sexo,

d separar las células de esperma diferenciadas en
una poblacién que contiene cromosoma X y una poblacién que
contiene cromeosoma ¥, Yy

e producir separadamente 1las poblaciones que
contienen el cromosoma X y el cromosoma Y de células de

esperma, cada una presentando una puridad mayor que 950%

2 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contlenen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacidén 1, en
donde dicho paso de diferenciar entre dichas cé&lulas de

egperma basadas sobre dicha caracteristica de

1,\67/
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diferenciacién de sexo comprende evaluar una cantidad de

ADN dentro de un nicleo de dichas células de esperma

3 Un método para aislar células de esperma gue
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacidén 1, en
donde dicho paso de diferenciar dichas células de esperma
basadas sobre dicha caracteristica de diferenciacién de
sexo, comprende evaluar un volumen de una cidpsula que rodea

dicha cantidad de ADN

4 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacaén 3, en
donde dicho paso de evaluar dicho volumen de dicha cépsula
que rodea dicha cantidad de ADN comprende determinar un

volumen de un niicleo dentro de dichas células de esperma

5 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosocma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacién 3, en
donde dicho paso de evaluar el volumen de una célpsula que
rodea dicho ADN comprende determinar el volumen de 1la

cabeza de esperma

~
>R
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6 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromeosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacidn 5, en
donde dicho paso de evaluar dicho volumen de dicha cépsula
que rodea dicha cantidad de ADN comprende ademds los pasos
de

a generar un rayo de luz que presenta formas de
ondas caracteristicas,

b atravesar dicho volumen de dicha cipsula gque
rodea dicha cantidad de ADN con dicho rayo de luz,

¢ alterar dichas formas de onda caracteristicas
atravesando dicho volumen de dicha céapsula, y

d analizar las formas de onda caracteristicas

alteradas

7 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contlienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacifn 6, en
donde dicho paso de alterar dichas caracteristicas de
formas de onda por medioc del atravesado de dicho volumen de
dicha cépsula comprende cambiar la fase de dicha onda

inicial de dicho rayo de radiacifn electromagnética

8 Un método para aislar células de esperma gque

contienen cromosoma X y células de esperma que contienen

A4
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cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacidn 6,
que comprende ademds el paso de superponer dichos rayos de
lJuz presentando una frecuencia alterada en dicho rayo de

luz que tiene dichas formas de ondas caracteristicas

9 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y cé€lulas de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacién 8,
que comprende ademfis el paso de comparar la intensidad de
la radiacitn electromagnética superpuestos con dicho rayo
de radiacidn electromagnética con la intensidad de dicho
rayo de radiacién electromagnética que tiene dichas formas

de ondas caracteristicas

10 Un método para aislar células de esperma gque
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacibn 9,
que comprende ademi&s el paso de determinar dichc volumen de
dicha cépsula que contiene dicha cantidad de ADN basado
sobre una diferencia en dicha intensidad de luz entre
dichos rayos superpuestos de radiacié6n electromagnética y
dicho rayo de radiacién electromagnética que tiene formas

de ondas caracteristicas

(VAN
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11 Un método para alslar células de esperma gque
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicaciédn 2,
que ademis comprende los pasos de

a aintroducir dichas células de esperma dentro de
una corriente de fluido,

¢ formar gotas una pluralidad teniendo una de
dichas células de esperma transportada,

b analizar dichas células de esperma transportadas
en dicha corriente de flujo,

d cargar cada una de dichas gotas diferencialmente
basado sobre dicha caracteristica de diferenciacién de sexo
de dichas células de esperma transportadas en dichas gotas,

e desviar cada una de dichas gotas,

£ diferencialmente recolectar cada una de dichas
gotas basadas sobre dichas caracteristicas de
diferenciacién de s8sexo de dichas células de esperma

transportadas en dichas gotas

12 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromogsoma ¥ tal como se describe en la reivindicacidn 11,
que comprende ademis el paso de mantener dicha cantidad de
ADN dentro de dicho nificleo de dicha célula de esperma sin

mancha

A
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13 Un método para aislar células de esperma gue
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se deacribe en la reivindicacidn 11,
que comprende ademids el paso de manchar dicha cantidad de

ADN dentro de dicho niicleo de dicha célula de esperma

l4 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma gque contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivandicacibén 13,
que comprende ademis el paso de 1rradiar el ADN manchado

dentro de dicho nicleo de dicha célula de esperma

15 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacién 14,
que comprende ademis el paso de detectar la luz
fluorescente emitida desde el ADN manchado irradiado dentro

del nGcleo de dicha célula de esperma

16 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma ¥ tal como se describe en la reivandicacién 15,
en donde dicho paso de detectar la luz fluorescente desde

el ADN manchado irradiado dentro de dicho nlicleo de dacha

KRS
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célula de esperma comprende generar una sefial con un tubo

fotomultiplicador

17 Un método para aislar células de esperma gue
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromoscoma Y tal como se describe en la reivindicacibédn 16,
que comprende ademis el paso de operar dicho tubo
fotomultaplicador fuera de una tipica operacidén de rango de

voltaje

18 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma gque contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicaciédn 14,
en donde dicho paso de irradiar el ADN manchado dentro del
niicleo de dicha célula de esperma comprende ademis generar
un patrén de rayo de irradiacién que presenta una altura

reducida

19 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacién 18,
en donde dicha altura reducida comprende una altura casi
igual a la longitud de dicha célula de esperma a lo large

de un eje longitudinal hasta alrededor de tres veces la

OQ
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longitud de dicha célula de esperma a lo largo de el eje

longitudinal

20 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacidén 19,
en donde dicha célula de esperma tiene un eje longitudinal
de alrededor de nueve micrémetros de largo, y dicha altura
de dicho patrén de rayo de irradiaci6n es de alrededor de

20 microémetros

21 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma gue contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacién 18,
en donde dicho paso de formar las gotas comprende formar
gotas que presentan un tamafio suficiente para encapsular

sustancialmente la totalidad de las células de eaperma

22 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacidn 21,
que comprende ademis el paso de expulsar dicha corriente de
fluido deasde una boquilla presentando un orificio, en donde

dicho orificio tiene un difmetro de 70 micrdmetros

1
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23 Un método para aislar células de esperma gque
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicaciébn 22,
que comprende ademds los pasos de

a orientar dichas células de esperma con respecto
a un detector,

b detectar la luz gque presenta caracteristicas
diferenciales sensibles a la orientacidn de las células de
esperma hacia dicho detector,

¢ convertir dicha luz que presenta caracteristicas
diferenciales sensibles a dicha orientacién de célula de
esperma dentro de al menos una sefial que contiene la
informacién de la orientacién de célula, y

d determinar la ozrientacaén de dicha célula de

esperma con respecto a dicho detector

24 Un método para aislar células de esperma Jque
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacién 23,
que comprende ademds el pasc de diferencialmente colectando
dichas gotas basadas en una orientacién determinada de

dicha célula de esperma con respecto a dicho detector

25 Un método para aislar células de esperma gque

contienen cromosoma X y células de esperma gue contienen

76|
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cromosoma Y tal como se describe en las reaivindicaciones 1,
6, 12, 13, 17, 18, 21 o 23, en donde dicha puridad de dicho
cromosoma X y dicho cromosoma Y que presenta la poblacién
de células de esperma es seleccionado del grupo dque
consiste de entre alrededor de 90% a alrededor de 100%,
entre alrededor de 91% a alrededor de 100%, entre alrededor
de 92% a alrededor de 100%, entre alrededor de 93% a
alrededor de 100%, entre alrededor de 94% a alrededor de
100%, entre alrededor de 95% a alrededor de 100%, entre
alrededor de 96% a alrededor de 100%, entre alrededor de
97% a alrededor de 100%, entre alrededor de 98% a alrededor

de 100%, entre alrededor de 99% a alrededor de 100%

26 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en las reivindicaciones 1,
6, 12, 13, 17, 18, 21 o 23, que comprende ademas el paso de
establecer una veloc:rdad de evento separable del grupo que
consiste de al menos 5000 eventos separables por segundo,
al menos 6000 eventos separables por segundo, al menos 7000
eventos separables por segundo, al menos 8000 eventos
separables por segundo, al menos 9000 eventos separables
por segundo, al menos 10 000 eventos separables por
segundo, al menos 11 000 eventos separables por segqundo, al

menos 12 000 eventos separables por segundo, al menos

(A
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13 000 eventos 8separables por segundo, al menoa 14 000
eventos separablea por segundo, al menos 15 000 eventos
separables por segundo, al menos 16 000 eventos separables
por segundo, al menos 17 000 eventos separables por
segundo, al menos 18 000 eventos separables por segundo, al
menos 19 000 eventos separables por segundo, al menos
20 000 eventos separables por segundo, al menos 21 000

eventos separables por segundo

27 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en las reivindicaciones 1,
6, 12, 13, 18, 21 o 23 en donde dicho paso de separar
dichas células de esperma comprende una velocidad de
separacién seleccionada del grupo que consiste de al menos
500 separaciones por segundo, al menos 1000 separaciones
por segundo, al menos 2000 separaciones por seqgundo, al
menos 3000 separaciones por segundo, al menos 4000
separaciones por segundo, al menos 5000 separaciones por
segundo, al menos 6000 separaciones por segundo, al menos
7000 separaciones por segundo, al menos 8000 separaciones
por segundo, al menos 9000 separaciones por segundo, al

menos 10 000 separaciones por segundo

5%
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28 Un método para aislar células de esperma gque
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en las reivindicaciones 1,
6, 12, 13, 18, 21 o 23, en donde dicho paso de formar gotas
teniendo cada una de dichas células de esperma
transportadas que comprende una velocidad de formacaién de
gotas seleccionada del grupo que consiste de al menos
10 000 gotas por segundo, al menos 20 000 gotas por
sequndo, al menos 30 000 gotas por segundo, al menos 40 000
gotas por segundo, al menos 50 000 gotas por segundo, al
menos 60 000 gotas por segundo, al menos 70 000 gotas por
segundo, al menos 80 000 gotas por segundo, al menos 50 000

gotas por segundo, al menos 100 000 gotas por segundo

29 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacién 1, en
donde dicha especie de mamifero comprende un mamifero

bovaino

30 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma ¥ tal como se describe en la reaivaindicacién 1, en
donde dicha especie de mamifero comprende wun mamifero

equino
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31 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacidén 1, en
donde dicha especlie de mamifero comprende un mamifero

ovino

32 Un aparato para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma gue contlenen
cromosoma Y, que comprende

a células de esperma gque presentan cabezas de
esperma, en donde dichas cabezas de esperma tienen una
diferencia en el volumen entre las células de esperma que
contienen cromosoma X Yy las células de esperma dgue
contienen cromosoma Y,

b un rayo de radiacibén electromagnética gque
presenta caracteripticas de formas de onda 1iniciales
diferencialmente sensible a dicha diferencia en el volumen
entre las células de esperma que contienen cromosoma X Yy
las células de esperma que contienen cromosoma Y,

c un detector sensible a dichas caracteristicas de
formas de onda de dicho rayo de radiacidén electromagnética,

d un analizador acoplado a dicho detector, en
donde dicho analizador diferencia entre dichas células de

esperma que contienen cromosoma X y dichas células de

B4
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esperma que contienen cromosoma Y Dbasado sobre dicha

alteracidn de las caracteristicas de forma de onda

33 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacién 32,
que comprende ademds una corriente de fluido dentro del

cual dichas células de esperma son introducidas

34 Un método para aislar células de esperma dque
contienen cromosoma X y células de esperma gque contienen
cromogsoma Y tal como se describe en la reivindicacibdn 33,
que ademds comprende gotas que se destruyen desde dicha
corriente de fluido cada una presentando una de dichas

particulas transportadas

35 Un métodeo para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y c¢&lulas de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacibén 34,
en donde dichas gotas que 8se destruyen desde dicha
corriente de fluido tienen el tamafio suficiente para

encapsular una de dichas células de esperma

36 Un método para aislar células de esperma que

contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
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cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacidn 35,
que comprende ademis una boquilla que presenta un orificio

de alrededor de 100 micrémetros en di&metro

37 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacaién 36,
que comprende ademids un cargador de gotas acoplado a dicho
analizador, en donde dichas gotas reciben una carga
diferencial basada sobre dicha diferencia en el volumen
entre las células de esperma que contienen cromosoma X y

las células de esperma que contienen cromosoma Y

38 Un aparato para aislar células de esperma gque
contienen cromosoma X y células de esperma gque contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacibén 37,
que comprende ademids un separador de gota, en donde dicho
separador de gota separa dicha gota basado sobre la carxga
de dichas gota

39 Un aparato para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacibn 38,
que comprende ademds al menos un contenedor de recoleccidn

en el cual las gotas que contienen dichas células de

=
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esperma gue contienen cromosoma X son recolectadas como una

poblacién que contiene cromosoma X

40 Un aparato para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacién 38,
que comprende ademds al menos un contenedor de recoleccifn
en el cual las gotas que contienen células de esperma gque
contienen cromosoma Y son recolectadas como una poblacidn

que contiene cromosoma Y

41 Un aparato para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en las reivindicaciones 38
o 39, en donde dicha poblacién que contiene cromosoma X Yy
dicha poblacién que contiene cromosoma Y de dichas células
de esperma presentan una puridad seleccionada del grupo que
consiste de entre 950% a alrededor de 100%, entre alrededor
de 91% a alrededor de 100%, entre alrededor de 92% a
alrededor de 100%, entre alrededor de 93% a alrededor de
100%, entre alrededor de 94% a alrededor de 100%, entre
alrededor de 95% a alrededor de 100%, entre alrededor de
96% a alrededor de 100%, entre alrededor de 97% a alrededor
de 100%, entre alrededor de 98% a alrededor de 100%, entre

alrededor de 99% a alrededor de 100%

A
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42 Un aparato para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacién 41,
que comprende ademis una velocidad de evento separable en
donde dicha velocidad de evento separable seleccionada del
grupo que consiste de al menos 5000 eventos separables por
segundo, al menos 6000 eventos separables por segundo, al
menos 7000 eventos separables por segundo, al menos 8000
eventos separables por segundo, al menos 9000 eventos
separables por segundo, al menos 10 000 eventos separables
por segundo, al menos 11 000 eventos separables por
segundo, al menos 12 000 eventos separables por segundo, al
menos 13 000 eventos separables por segundo, al menos
14 000 eventos separables por segundo, al menos 15 000
eventos separables por segundo, al menos 16 000 eventos
separables por segundo, al menos 17 000 eventos separables
por segundo, al menos 18 000 eventos Beparables por
segundo, al menos 19 000 eventos separables por segundo, al
menos 20 000 eventos separables por segundo, al menos

21 000 eventos separables por segundo

43 Un aparato para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen

cromosoma Y tal como se deacribe en la reavindicacién 42,

288
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que comprende ademds una velocidad de separacidn
seleccionada del grupo que consiste de al menos 500
separaciones por segundo, al menos 1000 separaciones DOTY
segundo, al menos 2000 separaciones por segundo, al menos
3000 separaciones por segundo, al menos 4000 separaciones
por segundo, al menos 5000 separaciones por segundo, al
menos 6000 separaciones por segundo, al menos 7000
separaciones por segundo, al menos 8000 separaciones por
segundo, al menos 9000 separaciones por segundo, al menos
10 000 separaciones por segundo, al menos 11 000

separaciones por segundo

44 Un aparato para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacién 43,
que comprende adem&s una velocidad de formacidén de gotas
gseleccionada del grupo que consiste de al menos 10 000
gotas por segqundo, al menos 20 000 gotas por segundo, al
menos 30 000 gotas por segundo, al menos 40 000 gotas por
segqundo, al menos 50 000 gotas por segundo, al menos 60 000
gotas por segundo, al menos 70 000 gotas por segundo, al
menos 80 000 gotas por segundo, al menos 90 000 gotas por

segundo, al menos 100 000 gotas por segundo

%
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45 Un aparato para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacidn 44,
en donde dicho detector comprende al menos un tubo
fotomultiplicador en donde dicho al menos un tubo
fotomultiplicador convierte dicha luz coherente en al menos
una seiial, y en donde dicho tubo fotomultiplicador tiene un
rango de voltaje de operacidén tipico, y en donde dicho tubo
fotomultiplicador es operado fuera de dicho rango de

voltaje de operacién tipico

46 Un aparato para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma gque contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacidn 45,
en donde dicho rango de voltaje de operacién tipica de
dicho tubo multiplicador es desde alrededor de 400 voltios

a alrededor de 999 voltios

47 Un aparato para aislar células de esperma gque
contienen cromesoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacaidn 46,
en donde dicho tubo fotomultiplicador es operado en un

rango de alrededor de 0 voltios a alrededor de 300 voltios
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48 Un aparato para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacidn 41,
en donde dicha especie de mamifero comprende un mamifero

bovino

49 Un aparato para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacién 41,
en donde dicha especie de mamifero comprende un mamifero

equino

50 Un aparato para alslar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromogoma Y tal como se describe en la reivindicacidén 41,
en donde dicha especie de mamifero comprende un mamifero

OvV1Ilo

51 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y, que comprende los pasos de

a recolectar células de esperma de un macho de una
especlie de mamifero,

b evaluar un volumen de una cépsula que contiene

el ADN nuclear de dicha célula esperma

=
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¢ diferenciar entre dichas células de esperma gque
contienen cromosoma X Yy dichas células de esperma que
contienen cromosoma Y basado sobre el volumen de dicha

cdpsula que contiene dicho ADN nuclear de dichas células de

esperma

52 Un método para aislar células de esperma gque
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivaindicaciédn 51,
en donde dicho paso de evaluar el volumen de una cépsula
que contiene dicho ADN comprende determinar un cambio de

fase en dicha radiaciédn electromagnética

53 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivaindicacidn 52,
en donde dicho paso de evaluar el volumen de una cépsula
que rodea dicho ADN comprende

a generar un rayo de radiacibn electromagnética
que presenta caracteristicas de forma de onda inicial,

b atravesar dicho volumen de dicha cépsula que
contiene dicho ADN con dicho rayo de radiacidén
electromagnética que presenta caracterfsticas de forma de

onda 1inicial,

X\'\/
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c alterar dichas caracteristicas de forma de onda
inicial por medio de atravesar dicho volumen de dicha
capsula, y

d analizar las caracteristicas de forma de onda

alterada de dicho rayo de radiacién electromagnética

54 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacidédn 53,
en donde dicho paso de alterar dichas caracteristicas de
forma de onda por medio del atravesado del volumen de dicha
cdpsula comprende cambiar la fase de dichas formas de onda
caracteristicas 1iniciales de dicho rayo de radiacién

electromagnética

55 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivaindicacidn 54,
que comprende ademids el paso de superponer dichas
caracteristicas de forma de onda 1inicial y el cambio de

fase de las caracteristicas de forma de onda

56 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen

cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacibn 5S,
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que comprende ademis el paso de comparar una intensidad de
dichas caracteristicas de forma de onda inicial con la

superposicidn de caracteristicas de forma de onda

57 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacibdn 56,
que comprende ademis el paso de determinar dicho wvolumen de
dicha céapsula que contiene dicho ADN basado sobre la
diferencia de dicha 1intensidad entre dichos rayos
superpuestos caracterfsticas de forma de onda y dichas

caracteristicas i1niciales de forma de onda

58 Un método para alslar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma ¥ tal como se describe en la reivindicacién 57,
que comprende ademés los pasos de

a 1ntroducir dichas células de esperma dentro de
una corriente de fluido,

b formar gotas una pluralidad que presenta de
dichas células de esperma transportadas,

¢ cargar cada una de dichas gotas diferencialmente
basadas sobre el volumen evaluado de dicha cépsula gque
rodea el ADN nuclear de dichas células de esperma,

d desviar cada una de dichas gotas, y

-
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e recolectar cada una de dichas gotas basadas
sobre dicho volumen de dicha cépsula que rodea dicho ADN, y
f generando la poblacién que contiene cromosoma X

y cromosoma Y de dichas células de esperma

59 Un método para aislar células de esperma gue
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacidn 58,
que comprende ademéds el paso de mantener dicha cantidad de

ADN dentro del nficleo de dichas células de esperma sin

manchar

60 Un método para aislar células de esperma gque
contienen cromosoma X y células de esperma gque contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacidn 59,
que comprende ademés el paso de formar gotas gque presentan

el tamafio suficiente para encapsular dichas c¢é&lulas de

esperma

61 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacibén 60,
que comprende ademds el paso de expulsar dicha corriente de
fluido desde una boquilla que presenta un orificio, en

donde dicho orificio tiene un difmetro de 100 micréSmetros

R
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62 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contlenen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacién 58,
que comprende ademids los pasos de

a detectar una sefial que presenta caracteristicas
de orientacién de células de easperma,

b comparar dicha sefial presentando las
caracteristicas de orientacién de células de esperma hacia
una seflal que presenta caracteristicas de células de

esperma orientadas

c determinar que dichas células de esperma tienen
caracteristicas de células de esperma sin orientar, Yy

d daferencialmente recolectar dichas células de

esperma que presentan caracteristicas de células de esperma

81n orientar

63 Un método para aislar células de esperma gque
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reaivaindicacidn 58 o
62, en donde la puridad de dicha poblacidén que contiene
cromosoma X y cromosoma Y de dichas células ce esperma es
seleccionada del grupo que consiste de alrededor de 90% a
alrededor de 100%, entre alrededor de 91% a alrededor de

100%, entre alrededor de 92% alrededor de 100%, entre

%
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alrededor de 93% a alrededor de 100%, entre alrededor de
94% a alrededor de 100%, entre alrededor de 95% a alrededor
de 100%, entre alrededor de 96% a alrededor de 100%, entre
alrededor de 97% a alrededor de 100%, entre alrededor de
98% a alrededor de 100%, entre alrededor de 99% a alrededor

de 100%

64 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacidn 63,
que comprende ademds el paso de establecer una velocidad de
evento separable en donde dicha velocidad de evento
separable es seleccionada del grupo que consiste de al
menos 5000 eventos separables por segundo, al menos 6000
eventos separables por segundo, al menos 7000 eventos
separables por segundo, al menos 8000 eventos separables
por segundo, al menos 9000 eventos separablee por segundo,
al menos 10 000 eventos separables por segundo, al menos
1l 000 eventos separables por segundo, al menos 12 000
eventos separables por segundo, al menos 13 000 eventos
Beparables por segundo, al menos 14 000 eventos separables
por segundo, al menos 15 000 eventos separables por
segundo, al menos 16 000 eventos separables por segundo, al
menos 17 000 eventos separables por segundo, al menos

18 000 eventos separables por segundo, al menos 19 000

S

AR

=



120

eventos separables por segundo, al menos 20 000 eventos
separables por segundo, al menos 21 000 eventos separables

por segundo

65 Un método para aislar células de esperma dque
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacibén 64,
en donde dicho paso de separar dichas células de esperma
comprende una velocidad de separacién seleccionada del
grupo gque consiste de al wmenos 500 separaciones por
segundo, al menos 1000 separaciones por segundo, al menos
2000 separaciones por segundo, al menos 3000 separaciones
por segundo, al menoa 4000 separaciones por segundo, al
menos 5000 separaciones por segundo, al menos 6000
separaciones por sequndo, al menos 7000 separaciones por
segundo, al menos 8000 separaciones por segundo, al menos
9000 separaciones por segundo, al menos 10 000 separaciones

por segundo

66 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contlenen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacidn 65,
en donde dicho paso de formar gotas que tienen cada una
daichas células de esperma transportadas comprende una

velocidad de formacién de gotas seleccionada del grupo que
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consiste de al menos 10 000 gotas por sequndo, al menos
20 000 gotas por segundo, al menos 30 000 gotas por
segundo, al menos 40 000 gotas por segundo, al menos 50 000
gotas por segundo, al menos 60 000 gotas por segundo, al
menos 70 000 gotas por segundo, al menos 80 000 gotas por
segundo, al menos 90 000 gotas por segundo, al menos

100 000 gotas por segundo

67 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma ¥ tal como se describe en la reivindicacién 51,

en donde dicha especie de mamifero comprende un mamifero

bovino

68 Un método para aislar cé€lulas de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacién 51,
en donde dicha especie de mamifero comprende un mamifero

equino

69 Un método para aislar células de esperma que
contienen cromosoma X y células de esperma que contienen
cromosoma Y tal como se describe en la reivindicacaibdn 51,
en donde dicha especie de mamifero comprende un mamifero

ovlino
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70 Un método para diferenciar particulas, que
comprende los pasos de

a recolectar particulas asimétricas,

b establecer dicha corriente de fluido con un
citémetro de flujo,

¢ introducir dichas particulas asimétricas dentro
de dicha corriente de fluado,

d orientar dichas particulas asimétricas con
respecto a un detector,

e detectar la luz que presenta caracteristicas
diferenciales sensibles a la orientaciébn de particulas
asimétricas hacia dacho detector,

g convertir dicha luz que presenta caracteristicas
diferenciales sensibles a la orientaciébn de particulas
asimétricas dentro de al menos una sefial que contiene la
informacidén de orientacidédn de particula asimétraica,

h analizar la informacifn de orientacidén de
particula asimétraca, y

1 determinar la orientacién de dichas particulas

asimétricas con respecto a dicho detector

71 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicacién 70, en donde dicha

corriente de fluido comprende una vaina de fluido

%)
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72 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicaciébn 70, en donde dicho

detector comprende un tubo fotomultiplicador

73 Un método para diferenciar particulas tal como
gse describe en la reivindicacidn 72, en donde dicha 1luz

comprende luz fluorescente

74 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicacidn 73, en donde dicha luz
fluorescente emite desde un material de emisién de 1luz

unido a dichas particulas asimétricas

75 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicacién 70, en donde dicho paso de
analxrzar la 1nformacidén de orientacién de particula
asimétrica comprende los pasos de

a trazar una seflal electrfénica por un periodo de
tiempo,

b integrar las Areas de los trazos
correspondientes a dicha sefial electromagnética, y

c comparar las conformaciones de dichos trazos con

las conformaciones de particulas asimétricamente

orientadas

{4
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76 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicacién 70, que comprende ademis
remover dichas particulas asimétricas desde dicha corriente
de fluido basado sobre la orientacidén determinada de dichas

particulas asimétricas con respecto a dicho detector

77 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicacién 70, en donde dichas
particulas asimétricas son células de esperma de un macho

de una especie de mamifero

78 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicacidén 70, que comprende ademis
los pasos de

a evaluar el volumen de una capsula que rodea el
ADN nuclear de dichas células de esperma, y

b diferenciar entre dichas células de esperma que
contienen cromosoma X Yy dichas células de esperma que
contienen cromosoma Y basado sobre el volumen de dicha
cépsula que xodea el ADN nuclear de dicha célula de

esperma

79 Un método para diferenciar particulas tal como
se deacribe en la reivindicacibén 78, en donde dicha cépsula

que rodea dicho ADN comprende una cabeza de esperma

o
O
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80 Un método para diferenciar partfculas tal como
se describe en la reivindicacién 78, en donde dicho paso de
evaluar el wvolumen de una cépsula que rodea dicho ADN
comprende

a generar un rayo de luz coherente que presenta
caracteristicas de forma de onda inicial,

b atravesar dicho volumen de dicha céapsula gque
rodea dicho ADN con dicho rayo de 1luz coherente que
presenta caracteristicas de forma de onda 1inicial,

¢ alterar dichas caracteristicas de forma de onda
de dicho rayo coherente de luz por medio de atravesar dicho
volumen de dicha cépsula, y

d analizar las caracteristicas de forma de onda

alterada

81 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicaciédn 80, en donde dicho paso de
alterar dichas caracteristicas de forma de onda por medio
de atravesar dicho volumen de dicha cdpsula comprende
cambiar la fase de dichas caracteristicas de forma de onda

inticial

82 Un método para diferenciar particulas tal como

se describe en la reivindicacién 81, que comprende ademés

293
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el paso de superponer dichas caracteristicas de forma de
onda inaicial y dichos <cambios de fase de las

caracteristicas de forma de onda

83 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicacién 82, que comprende ademés
el paso de comparar una intensidad de dichas
caracteristicas de forma de onda inicial y superposicién de

las caracteristicas de forma de onda

84 Un método para diferenciar particulas tal como
e describe en la reivindicacién 83, que comprende ademas
el paso de determinar dicho volumen de dicha cépsula que
rodea dicho ADN basado sobre la diferencia de dicha

intensidad

85 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicacién 80, gque comprende ademis
los pasos de

a formar gotas gue presentan cada una de dichas
células de esperma transportadas,

b cargar cada una de dichas gotas diferencialmente
basado sobre el volumen determinado de dicha cépsula que
rodea el ADN nuclear de dichas células de esperma,

c desviar cada una de dichas gotas, y
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d recolectar cada una de dichas gotas basado sobre
la carga de dicha gota, en donde la recolecci6n de dichas
gotas y,

e generando al menos poblaciones que comprenden

cromosoma X y cromosoma Y de dichas células de esperma

86 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicaciébn 77, que comprende ademis
los pasos de

a formar gotas que presenta cada una de dichas
células de esperma transportadas,

b cargar cada una de dichas gotas diferencialmente
basado sobre una cantidad de ADN nuclear de dichas células
de esperma,

c desviar cada una de dichas gotas, y

d recolectar cada una de dichas gotas basado sobre
la carga de dicha gota, en donde la recoleccién de dichas
gotas vy,

e generando al menos poblaciones que comprenden

cromosoma X y cromosoma Y de dichas células de esperma

87 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicacibébnm 85 u 86, en donde dicho
paso de formar una pluralidad de gotas que tienen cada una

dichas células de esperma transportadas comprende 1la
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formacién de gotas que tienen el tamafio suficiente para
encapsular en su totalidad dichas células de esperma, en
donde dicha célula de esperma total comprende una célula de

esperma viva lntacta que presenta una cola

88 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicacidén 87, que comprende ademés
el paso de expulsar dicha corriente de fluido desde una
boquilla que presenta un orificio, en donde dicho orificio

tiene un di&metro de 100 micrémetros

89 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicacién 88, en donde dicha
poblacién que contiene cromosoma X y cromosoma Y de células
de esperma presenta una puridad seleccionada del grupo dque
consiste de entre alrededor de 90% a alrededor de 100%,
entre alrededor de 91% a alrededor de 100%, entre alrededor
de 92% a alrededor de 100%, entre alrededor de 93% a
alrededor de 100%, entre alrededor de 54% a alrededor de
100%, entre alrededor de 95% a alrededor de 100%, entre
alrededor de 96% a alrededor de 100%, entre alrededor de
97% a alrededor de 100%, entre alrededor de 98% a alrededor

de 100%, entre alrededor de 99% a alrededor de 100%

23T
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90 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicacién 88, que comprende ademés
el paso de establecer una velocidad de evento separable
donde dicha velocidad de evento separable es seleccionada
del grupo que consiste de al menos 5000 eventos separables
por segundo, al menos 6000 eventos separables por segundo,
al menos 7000 eventos separables por segundo, al menos 8000
eventos separables por segundo, al menos 9000 eventos
separables por segundo, al menos 10 000 eventos separables
por segundo, al menos 11 000 eventos separables por
segundo, al menos 12 000 eventos separables por segundo, al
menos 13 000 eventos separables por segundo, al menos
14 000 eventos separables por segundo, al menos 15 000
eventos separables por segundo, al mencos 16 000 eventos
separables por segundo, al menos 17 000 eventos separables
por segundo, al menos 18 000 eventos separables por
segqundo, al menos 19 000 eventos separables por segundo, al
menos 20 000 eventos separables por segundo, al wmenos

21 000 eventos separables por segundo

91 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicacién 88, en donde dicho paso de
separar dichas células de esperma comprende una velocidad
de separaci6n seleccionada del grupo que consiste de al

menos 500 separaciones por segundo, al menos 1000



130

separaciones por segundo, al menos 2000 separaciones por
sequndo, al menos 3000 separaciones por segundo, al menos
4000 separaciones por segundo, al menos 5000 separaciones
por segundo, al menos 6000 separaciones por segundo, al
menos 7000 separaciones por segundo, al menos 8000
separacicones por segundo, al menos 95000 separaciones por

segundo, al menos 10 000 separaciones por segundo

92 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivaindicacién 88, en donde dicho paso de
formar gotas que tiene cada una dichas células de esperma
transportadas comprende una velocidad de formacidn de gotas
seleccionada del grupo que consiste de al menos 10 000
gotas por segundo, al menos 20 000 gotas por segundo, al
menos 30 000 gotas por segundo, al menos 40 000 gotas por
segundo, al menos 50 000 gotas por segundo, al menos 60 000
gotas por segundo, al menos 70 000 gotas por segundo, al
menos 80 000 gotas por segundo, al menos 90 000 gotas por

segqundo, al menos 100 000 gotas por segundo

93 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivaindicacidn 77, en donde dicha especie

de mamifero comprende un mamifero bovino
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94 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicaciédn 77, en donde dicha especie

de mamifero comprende un mamifero equino

95 Un método para diferenciar particulas tal como
se describe en la reivindicaciébn 77, donde dicha especie de

mamifero comprende un mamifero ovino

96 Un aparato de diferenciaciédn de particula que
comprende

a al menos una particula asimétrica que presenta
caracteristicas de orientacién dentro de una corriente de
£fluido,

b una fuente de irradiacibén gque genera un rayo de
irradiacién sensible a dicha particula asimétrica,

¢ ©Opticas para enfocar dicho rayo de irradiacién,

d un material de emisi6n de luz acoplado a dicha
particula asimétrica, en donde dicho material de emisién de
Juz emite luz en respuesta a dicho rayo de airradiacidn,

e un detector sensible diferencialmente a dicha
luz emitida desde dicho material de emisidén de luz basado
sobre dichas caracteristicas de orientaciédn de particula, y

f un analizador acoplado a dicho detector, en

donde dicho analizador diferencia dichas particulas

A
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asimétricas basadas sobre la orientacidén dentro de dicha

corriente de fluido

97 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 96, en donde dicha al
menos una particula asimétrica comprende al menos una

célula de esperma

98 Un aparato de diferenciacidn de particula tal
como se describe en la reivaindicaciédn 96, en donde dichas
6pticas enfocan un patrén de rayo que presenta una altura
de alrededor 1gual a la longitud de dicha particula
asimétrica a lo largo del eje longitudinal alrededor de dos
veces la longitud de dicha particula asimétrica a lo largo

del eje longitudinal

99 Un aparato de diferenciacidn de particula tal
como se describe en la reivindicacidn 98, en donde dicha al
menos una célula de esperma tiene una cabeza que presenta
una longitud a lo large del eje longitudinal de alrededor
de 9 micrémetros, y en donde dicho patrén de irradiacién

tiene una altura de alrededor de 20 micrémetros

100 Un aparato de diferenciaci6dn de particula tal

como se describe en la reivindicacidn 96, en donde dicha al

29/
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menos una particula asimétrica presenta caracteristicas de
orientacidn gue comprende ademis al menos una

caracteristica de diferenciacibn de particula

101 Un aparato de diferenciaciédn de particula tal
como se descraibe en la reivindicacidén 96, en donde dicho
material de emisidén de luz unido a dicha al menos una
particula asimétrica comprende una mancha unida al ADN
nuclear de la célula de esperma de un macho de una especie

de mamifero

102 Un aparato de diferenciaciédn de particula tal
como se describe en la reivindicacibn 101, en donde dicha
caracteristica de diferenciacidn de particula comprende una
diferencia en cantidad de dicha mancha unida a dicho ADN
nuclear de las células de esperma que contienen cromosoma X
y dicho ADN nuclear de las células de esperma que contienen

cromosoma Y

103 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivaindicacién 96, en donae dicho
detector comprende al menos un tubo fotomultiplicaaor, y en
donde dicho tubo fotomultiplicador tiene un rango de

voltaje de operacién tipico, en donde dicho tubo
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fotomultiplicador esti& operado fuera de dicho rango de

voltaje de operacaiédn tipico

104 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacidn 103, en donde dicho
rango de voltaje de operacién tipico de dicho tubo
fotomultiplicador es desde alrededor de 400 voltios a

alrededor de 999 voltios

105 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivandicacibédn 104, en donde dicho
tubo fotomultiplicador estd operado en un rango de

alrededor de 0 voltios a alrededor de 300 voltios

106 Un aparato de diferenciacifn de particula tal
como se describe en la reivindicacibén 96, que comprende
ademis gotas que se destruyen desde dicha corriente de
fluido que presenta cada una al menos una de dichas

particulas asimétricas transportadas

107 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacidn 106, en donde dichas
gotas que se destruyen desde dicha corriente de fluade
presentan un tamafio suficiente para encapsular una de

dichas células de esperma, en donde dichas células de
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egsperma comprenden células de esperma vivas intactas que

presentan al menos una cabeza y un cuello y una cola

108 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicaciédn 107, que comprende
ademids una boquilla que presenta un orificio de un di&metro

de alrededor de 100 micrones

109 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 106, que comprende
ademis un cargador de gotas acoplado a dicho analizador, en
donde dichas gotas reciben una carga diferencial basada
sobre dicha diferencia en la cantidad de dicha mancha unida
al ADN nuclear de las células de esperma que contienen
cromosoma X y del ADN nuclear de las células de esperma que

contienen cromosoma Y

110 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivaindicacién 109, que comprende
ademds un cargador de gota acoplado a dicho analizador, en
donde dichas gotas reciben una carga diferencial basada
sobre dicha diferencia en el volumen de dichas particulas,
y en donde dicha diferencia en volumen de dichas particulas

comprende una diferencia entre las células de esperma que

th/
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contienen cromosoma X Yy las c¢élulas de esperma gque

contienen cromosoma Y

111 Un aparato de diferenciaciédn de particula tal
como se describe en la reivindicacién 110, que comprende
ademis un separador de gotas, en donde dicho separador de
gotas separa dichas gotas basada sobre la carga de dicha

gota

112 Un aparato de diferenciaciédn de particula tal
como se describe en la reivindicacién 111, que comprende
ademis al menos un contenedor de recoleccidén en el cual las
gotas que contienen dichas células de esperma que contienen
cromosoma X son recolectadas como una poblacidén que

contiene cromosoma X

113 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 111, que comprende
ademds al menos un contenedor de recoleccién en el cual las
gotas que contienen dichas cé&lulas de esperma que contienen
cromosoma Y son recolectadas como una poblaciébn que

contiene cromosoma Y

114 Un aparato de diferenciacién de particula tal

como se describe en la reivaindicacién 112 o 113, en donde

)
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dicha poblacién que contiene cromosoma X y cromosoma Y de
dichas células de esperma es seleccionada del grupo que
consiste de entre 90% a alrededor de 100%, entre 91% a
alrededor de 100%, entre 92% a alrededor de 100%, entre 93%
2 alrededor de 100%, entre 94% a alrededor de 100%, entre
95% a alrededor de 100%, entre 96% a alrededor de 100%,
entre 97% a alrededor de 100%, entre 98% a alrededor de

100%, entre 99% a alrededor de 100%

115 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como Be describe en la reivindicacidn 114, que comprende
ademids el paso de establecer una velocidad de evento
separable en donde dicha velocidad de evento separable es
seleccionada del grupo que consiste de al menos 5000
eventos separables por segundo, al menoas 6000 eventos
separables por segundo, al menos 7000 eventos separables
por segundo, al menos 8000 eventos separables por segundo,
al menos 95000 eventos separables por segundo, al menos
10 000 eventos separables por segundo, al menos 11 000
eventos separables por segundo, al menocs 12 000 eventos
separables por segundeo, al menos 13 000 eventos separables
por segundo, al menos 14 000 eventos separables por
segundo, al menos 15 000 eventos separables por segundo, al
menos 16 000 eventos separables por segundo, al menos

17 000 eventos separables por segundo, al menos 18 000
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eventos aeparables por segundo, al menos 19 000 eventos
separables por segundo, al menos 20 000 eventos separables
por segundo, al menos 21 000 eventos separables por

segundo

116 Un aparato de diferenciacidédn de particula tal
como se describe en la reivindicacidn 115, en donde dicho
paso de pseparar dichas células de esperma comprende una
velocidad de separacién seleccionada del grupo que consiste
de al menos 500 separaciones por segundo, al menos 1000
separaciones por segundo, al menos 2000 separaciones por
segundo, al menos 3000 separaciones por segundo, al menos
4000 separaciocnes por segundo, al menos 5000 separaciones
por segundo, al menos 6000 separaciones por segundo, al
menos 7000 separaciones por segundo, al menos 8000
separaciones por sequndo, al menos 9000 separaciones por
segundo, al menos 10 000 separaciones por segundo, al menos

11 000 separaciones por segundo

117 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicaciédm 116, en donde dicho
paso de formar gotas que tiene cada una de dichas células
de esperma transportadas comprende una velocidad de
formacién de gotas seleccionada del grupo que consiste de

al menos 10 000 gotas por segqundo, al menos 20 000 gotas

>
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por segundo, al menos 30 000 gotas por segundo, al menos
40 000 gotas por segundo, al menos 50 000 gotas por
segundo, al menos 60 000 gotas por segundo, al menos 70 000
gotas por segundo, al menos B0 000 gotasm por segundo, al
menos 90 000 gotas por segundo, al menos 100 000 gotas por

segundo

118 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicaciétn 102, en donde dichas

especies de mamifero comprende un mamifero bovino

119 Un aparato de diferenciacidén de particula tal
como se describe en la reivandicacién 102, en donde dichas

especles de mamifero comprende un mamifero equino

120 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 102, en donde dichas

especies de mamifero comprende un mamifero ovino

121 Un aparato de diferenciacién de particula, que

comprende
a una corriente de fluaido,

b células de esperma vivas intactas introducidas

dentro de dicha corriente de fluido,

5
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€ una boquilla que presenta un orificio a través
del cual dicha corriente de fluido sale,

d un oscilador que genera oscilaciones sensibles a
dicha corriente de fluido, y

e gotas que se excluyen desde dicha corriente de
fluido, en donde cada una de dichas gotas transportan
dichas células de esperma vivas intactas, y en donde dichas
gotas presentan el tamafio suficiente para encapsular una de

dichas células de easperma vivas

122 Un aparato de diferenciacidn de particula tal
como se describe en la reivindicacidén 121, en donde dicho

orilficio tiene un didmetro de 100 micrones

123 Un aparato de diferenciacifn de particula tal
como se describe en la reivindicacién 122, en donde dichas
gotas que se destruyen desde dicha corriente de fluido se
destruyen a una velocidad seleccionada del grupo dque
consiste de al menos 10 000 gotas por segundo, al menos
20 000 gotas por segundo, al menos 30 000 gotas por
segundo, al menos 40 000 gotas por segundo, al menos 50 000
gotas por segundo, al menos 60 000 gotas por segundo, al
menos 70 000 gotas por segundo, al menos 80 000 gotas por
segqundo, al menos 90 000 gotas por segundo, al menos

100 000 gotas por segundo
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124 Un aparato de diferenciacidén de particula tal
como se describe en la reivindicacidn 123, gque comprende

ademdas una fuente de emisién de luz que genera luz

125 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 124, que comprende

ademis un detector sensible a dicha luz

126 Un aparato de diferenciacitn de particula tal
como se describe en la reivindicacidén 125, en donde dicha
al menos una célula de esperma viva intacta tiene al menos

una caracteristica de diferenciaciédn de sexo

127 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacidén 126, en donde dicha
al menos una caracteristica de diferenciacién de sexo
comprende una diferencia de volumen de cabeza de célula de

esperma de dicha célula de esperma viva intacta

128 Un aparato de diferenciacibén de particula tal
como se describe en la reivindicacién 127, en donde dicha
fuente de emisidn de luz emite luz coherente, y en donde
dicha luz coherente atraviesa dicho volumen de dicha cabeza

de célula de esperma, y en donde dicha luz coherente tiene
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caracterfisticas de forma de onda diferenciales sensible a

dicha diferencia en volumen de dicha cabeza de célula de

esperma

129 Un aparato de diferenciaci6n de particula tal
como se describe en la reivindicacién 128, que comprende
ademids un analizador sensible a dicho detector, en donde
dicho analizador diferencia entre dichas células de esperma
vivas intactas basadas sobre dicha diferencia de volumen de

dichas cabezas de células de esperma

130 Un aparato de diferenciacidén de particula tal
como se describe en la reivindicacidn 129, en donde dicha
diferencia de volumen de dichas cabezas de células de
esperma en volumen comprenden una diferencia de células de
esperma 1ntactas vivas gque contienen cromosoma X Y

cromosoma Y

131 Un aparato de diferenciaci6n de particula tal
como se describe en la reavindicacidn 126, en donde una
fuente de 1rradiacifn genera un rayo de 1irradiacién

sensible a dichas células de esperma vivas intactas

132 Un aparato de diferenciracidn de particula tal

como se describe en la reivindicacién 131, que comprende
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ademis &pticas, en donde dichas épticas enfocan un patcrén
de rayo de irradiacidén que presenta una altura igual a
alrededor de la longitud de dichas cabezas de esperma a lo
largo del eje longitudinal hacia alrededor de dos veces la
longitud de dicha cabeza de esperma de dichos a lo largo

del eje longitudinal

133 Un aparato de diferenciacidédn de particula tal
como se describe en la reivindicacidn 132, en donde dichas
cabezas de esperma tienen una longitud a lo largo del eje
longitudinal que es de alrededor de 9 micrémetros, y en
donde dicho patrém de irradiacién tiene una altura de

alrededor de 20 micrémetros

134 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacidédn 131, en donde dicha
al menos una caracteristica de diferenciacién de sexo
comprende una diferencia en cantidad de ADN nuclear de
dichas células de esperma vivas 1ntactas, y en donde dicha
fuente de emisién de luz comprende un material de emisién
de luz unido al ADN nuclear, y en donde dicho material de
em1816n de luz emite luz diferencialmente basado sobre
dicha diferencia en la cantidad de dicho ADN nuclear, y en
donde dicho detector genera al menos una sefial en respuesta

a dicha luz

e
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135 Un aparato de diferenciaciédn de particula tal
como se describe en la reivindicacidén 134, que comprende
ademis un analizador sensible a dicho detector, en donde
dicho analizador diferencia entre dicha al menos una célula
de esperma viva intacta basada sobre dicha diferencia en la

cantidad de ADN nuclear

136 Un aparato de diferenciacidédn de particula tal
como se describe en la reivaindicacién 135, en donde dicha
diferencia en dicha cantidad de dicho ADN nuclear comprende
una diferencia entre las células de esperma que contienen
cromosoma X y las células de esperma que contiene cromosoma

Y

137 Un aparato de diferenciacidn de particula tal
como se describe en la reivindicacién 136, gque comprende
adem&s un cargador de gota acoplado a dicho analizador, en
donde dicho cargador de gota genera una carga en dichas
gotas diferencialmente basadas sobre dicha diferencia en la

cantidad de dicho ADN nuclear

138 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como Be describe en la reivindicacidn 129, que comprende

ademis un cargador de gota acoplado a dicho analizador, en

&
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donde dicho cargador de gota genera una carga en dichas
gotas diferencialmente basada sobre dicha diferencia de
volumen de dichas cabezas de células de esperma, y en donde
dicha diferencia de volumen de dichas cabezas de células de
esperma comprende una diferencia entre células de esperma
que contienen cromosoma X y células de esperma gue

contienen cromosoma Y

139 Un aparato de diferenciaciébn de particula tal
como se describe en la reivindicacidén 137 o 138, que
comprende ademds un separador de gotas, en donde dicho
separador de gotase separa dichas gotas basado sobre 1la

carga de dichas gotas

140 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivaindicacidén 139, que comprende
ademds al menos un contenedor de recoleccidn en el cual las
gotas que contienen las células de esperma que contienen
cromosoma X son recolectadas como poblacién gque contiene

cromosoma X

141 Un aparato de diferenciacidén de particula tal
como se describe en la reivindicacién 139, que comprende
ademis al menos un contenedor de recoleccién en el cual las

gotas que contienen las células de esperma gue contlenen
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cromosoma Y son recolectadas como poblacién que contiene

cromosoma Y

142 Un aparato de diferenciacidn de particula tal
como se describe en la reivindicacidn 125, en donde dicho
detector comprende al menos un tubo fotomultiplicador, y en
donde dicho al menos un tubo fotomultiplicador convierte la
luz desde dicha fuente de emisién de luz en al menos una
sefial, y en donde dicho tubo fotomultiplicador tiene un
rango de voltaje de operacién tipico, y en donde dicho tubo
fotomultiplicador es operado fuera de dicho rango de

voltaje de operacién tipico

143 Un aparato de diferenciaciébn de particula tal
como se describe en la reivindicacién 142, en donde dicho
rango de voltaje de operacién tipico de dicho tubo
fotomultiplicador es de alrededor de 400 voltios a

alrededor de 999 voltios

144 Un aparato de diferenciacidn de particula tal
como se deacribe en la reivindicacién 143, en donde dicho
tubo fotomultiplicador es operado en un rango de alrededor

de 0 voltios a alrededor de 300 voltios

5o
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145 Un aparato de diferenciacidén de particula tal
como se describe en la reivindicacién 140 o 141, en donde
dicha poblacién que contiene cromosoma X y cromosoma Y de
dichas c€lulas de @esperma presentan una puridad
seleccionada del grupo que consiste de entre 90% a
alrededor de 100%, entre 91% a alrededor de 100%, entre 92%
a alrededor de 100%, entre 93% a alrededor de 100%, entre
94% a alrededor de 100%, entre 95% a alrededor de 100%,
entre 96% a alrededor de 100%, entre 97% a alrededor de
100%, entre 98% a alrededor de 100%, entre 99% a alrededor

de 100%

146 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como pe describe en la reivindicacién 145, que comprende
ademis el paso de establecer una velocidad de evento
separable en donde dicha wvelocidad de evento separable
seleccionado del grupo que consiste de al menos 5000
eventos separables por segundo, al menos 6000 eventos
separables por segundo, al menos 7000 eventos separables
por segundo, al menos 8000 eventos separables por segundo,
al menos 9000 eventos Bseparables por segundo, al menos
10 000 eventos separables por segundo, al wmenos 11 000
eventos separables por segundo, al menos 12 000 eventos
separables por segundo, al menos 13 000 eventos separables

por segundo, al menos 14 000 eventos separables por
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segundo, al menos 15 000 eventos separables por segundo, al
menos 16 000 eventos separables por segundo, al menos
17 000 eventos separables por segundo, al menos 18 000
eventos separables por segundo, al menos 19 000 eventos
separables por segundo, al menos 20 000 eventos separables
por segundo, al menos 21 000 eventos separables por

sequndo

147 Un aparato de diferenciaciédn de particula tal
como se describe en la reivindicacién 146, en donde dicho
paso de separar dichas células de esperma comprende una
velocidad de separacidn seleccionada del grupo que consiste
de al menos 500 separaciones por segundo, al menos 1000
separaciones por segundo, al menos 2000 separaciones por
segundo, al menos 3000 separaciones por segundo, al menos
4000 separaciones por segundo, al menos 5000 separaciones
por segundo, al menos 6000 separaciones por segundo, al
menos 7000 Bseparaciones por segundo, al menos 8000
separaciones por segundo, al menos 9000 separaciones por
segqundo, al menos 10 000 separaciones por segundo, al menos

11 000 separaciones por segundo

148 Un aparato de diferenciacién de particula, que

comprende
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a partfculas que ©presentan al menos una
caracteristica de diferenciacién de particula,

b una fuente de emisién de luz diferencialmente
sensible a dichas caracteristicas de diferenciacién de

particula,

¢ al menos un tubo fotomultiplicador, en donde
dicho al menos un tubo fotomultiplicador convierte la luz
desde dicha fuente de emisién de luz en al menos una sefial,
y en donde dicho tubo fotomultiplicador tiene un rango de
voltaje de operaci6n tipico, y en donde dicho tubo
fotomultiplicador es operador fuera de dicho rango de
voltaje de operacibn tipico, y

d un analizador sensible a dicha al menos una
sefial la cual diferencia las particulas basadas sobre

dichas caracteristicas de diferenciacidédn de particula

149 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 148, en donde dicho
rango de +voltaje de operacién tipico de dicho tubo
fotomultiplicador es desde alrededor de 400 wvoltios a

alrededor de 599 voltios

150 Un aparato de diferenciacién de particula tal

como se describe en la reavindicacidén 149, en donde dicho

o
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tubo fotomultiplicador es operado en un rango desde

alrededor de 0 voltios a alrededor de 300 voltios

151 Un aparato de diferenciacidén de particula tal
como se deacribe en la reivindicacién 148, que comprende
ademds una fuente de irradiacibn que genera un rayo de

irradiacién sensible a dichas particulas

152 Un aparato de diferenciaciédn de particula tal
como se describe en la reivindicaciédn 151, en donde dicha
fuente de emisidén de luz comprende un material de emisidn
de luz unido a dichas particulas las cuales emiten dicha

luz en respuesta a dicho rayo de irradiacidn

153 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacidn 152, en donde dicho
material de emisién de luz estd unido a dichas particulas
comprende una mancha unida al ADN nuclear de las células de

esperma

154 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 153, en donde dicha
caracteristica de diferenciacidn de particula comprende una
diferencia en la cantidad de dicha mancha unida al ADN

nuclear de las células de esperma que contienen cromosoma X
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Yy el ADN nuclear de las células de esperma que contienen j;}

cromosoma Y

155 Un aparato de diferenciacidn de particula tal
como se describe en la reivindicacién 152, en donde dicha

particula comprende una partficula asimétrica

156 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 155, que comprende
ademds &pticas para enfocar dicho rayo de irradiacién
sensible a dicha particula, en donde dichas Spticas enfocan
un patréSn de irradiacién que presenta una altura casi igual
a la longitud de dicha particula asimétrica a lo largo del
eje longitudinal hacia casi el doble de la longitud de

dicha particula asimétrica a lo largo del eje longitudinal

157 Un aparato de diferenciacidn de particula tal
comc se describe en la reivindicacidén 156, que comprende
ademis una corriente de fluido dentro de la cual dichas

particulas son introducidas

158 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacidn 157, en donde dicha
al menos una caracteristica de diferenciacién de particula

comprende la orientacaén de dicha particula asimétrica
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dentro de dicha corriente de fluido, y en donde dicho tubo
fotomultiplicador es sensible diferencialmente a dicha luz
emitida desde dicho material de emisién de luz basado sobre
dichas caracteristicas de orientacidén de particula, y en
donde dicho analizador acoplado a dicho tubo
fotomultiplicador diferencia entre dichas particulas
asamétricas basadas sobre la orientacién dentro de dicha

corriente de fluido

159 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 158, en donde dichas
particulas asimétricas comprenden células de esperma gque

presentan cabezas de c&lulas de esperma

160 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 159, en donde dichas
cabezas de células de esperma de dichas células de esperma
presentan una longitud a lo largo del eje longitudinal de
alrededor de 9 micrdmetros, y en donde dicho patrén de

irradiacién tiene una altura de alrededor de 20

micrémetros

161 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se degscribe en la reivaindicacidn 148, en donde dichas

particulas presentan un volumen, y en donde dicha al menos



153

una caracteristica de diferenciacién de particula comprende

una diferencia de volumen de dichas particulas

162 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacibén 161, en donde dicha
fuente de emisi1én de luz emite luz coherente, y en donde
dicha 1luz coherente atraviesa dicho volumen de dicha
particula, y en donde dicha luz coherente tiene
caracteristicas de forma de onda alteradas por medio de

dicho volumen de dichas particulas

163 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 162, en donde dicho
tubo fotomultiplicador es sensible a dichas caracteristicas

de forma de onda alteradas por dicho volumen de dichas

particulas

164 Un aparato de diferenciacidn de particula tal
como se describe en la reivindicacidn 163, en donde dicho
analizador sensible a dicha al menos una sefilal, la cual se
diferencia de 1las ©particulas basadas sobre dichas
caracteristicas de diferenciacién de particula diferencia
entre dichas particulas basadas sobre dicha diferencia en

volumen

A
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165 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacidén 164, en donde dicha
diferencia de volumen comprende una diferencia entre las
células de esperma que contienen cromosoma X y las células

de esperma que contienen cromosoma Y

166 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicaciédn 160, gque comprende
ademids gotas que 8se destruyen desde dicha corriente de
fluido cada una de dichas gotas presentan una de dichas

células de esperma transportada

167 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 165, gque comprende
ademis gotas que s8e destruyen desde dicha corriente de
fluido cada una de dichas gotas presenta una de dichas

células de esperma transportada

168 Un aparato de diferenciacidén de particula tal
como se describe en la reivindicacidn 166, en donde dichas
gotas se destruyen desde dicha corriente de fluido que
presentan tamafio suficiente para encapsular una de dichas

células de esperma

NAYY



169 Un aparato de diferenciacidén de particula tal
como se describe en la reivindicacidn 168, que comprende
ademis una boquilla que presenta un orifico de alrededor de

100 micrémetros de di&metro

170 Un aparato de diferenciacidén de particula tal
como se describe en la reivindicacibn 166, que comprende
ademis un cargador de gotas acoplado a dicho analizador, en
donde dichas gotas reciben una carga diferencial basada
sobre dicha diferencia en la cantidad de dicha mancha unida
al ADN nuclear de las células de esperma gque contienen
cromosoma X y al ADN nuclear de las células de esperma que

contienen cromosoma Y

171 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacibn 167, que comprende
ademds un cargador de gotas acoplado a dicho analizador, en
donde dichas gotas reciben una carga diferencialmente
basada sobre dicha diferencia de volumen de dichas cabezas
de células de esperma, y en donde dicha diferencia en
volumen de dichas cabezas de células de esperma comprenden
una diferencia entre las células de esperma que contienen
cromoeoma X Yy las células de esperma gque contienen

cromosoma Y
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172 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 170, que comprende
adem&s un separador de gota, en donde dicho separador de
gota separa dichas gota basado sobre la carga de dicha

gota

173 Un aparato de diferenciacidn de particula tal
como se describe en la reivindicacién 171, gque comprende
ademds un separador de gota, en donde dicho separador de

gota separa dicha gota basado sobre la carga de dicha gota

174 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 172, que comprende
ademis un contenedor de recoleccidn sensible a dicho
separador de gota, en donde dichas células de esperma que
contienen cromosoma X Yy dichas células de esperma gque

contienen cromosoma Y son recolectadas

175 Un aparato de diferenciacitn de particula tal
como se describe en la reavindicacién 173, que comprende
ademis contenedores de recoleccién sensibles a dicho
separador de gota, en donde dichas células de esperma que
contienen cromosoma X Yy dichas células de esperma gque

contienen cromosoma Y son recolectadas

)
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176 Un aparato de diferenciracién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 174 o 175, en donde
dicha poblacién de células de esperma gque contienen
cromosoma X y dicha poblacién de células de esperma gque
contienen cromosoma Y son seleccionadas del grupo gque
consiste de entre 90% a 100%, entre alrededor de 91% a
alrededor de 100%, entre alrededor de 92% a alrededor de
100%, entre alrededor de 93% a alrededor de 100%, entre
alrededor de 94% a alrededor de 100%, entre alrededor de
95% a alrededor de 100%, entre alrededor de 96% a
alrededor de 100%, entre alrededor de 97% a alrededor de
100%, entre alrededor de 98% a alrededor de 100%, entre

alrededor de 99% a alrededor de 100%

177 Un aparato de diferenciaci6n de particula tal
como se describe en la reivaindicacibén 176, gque comprende
ademds el paso de establecer una velocidad de evento
separable en donde dicha velocidad de evento separable es
seleccionada del grupo que consiste en al menos 5000
eventos separables por segundo, al menos 6000 eventos
separables por segundo, al menos 7000 eventos separables
por segundo, al menos 8000 eventos separables por segundo,
al menos 9000 eventos separables por segundo, al menos
10 000 eventos separables por segundo, al menos 11 000

eventos separables por segundo, al menos 12 000 eventos
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separables por segundo, al menos 13 000 eventos separables
por segundo, al menos 14 000 eventos separables por
segundo, al menos 15 000 eventos separables por segundo, al
menos 16 000 eventos separables por segundo, al menos
17 000 eventos separables por segundo, al menos 18 000
eventos separables por segundo, al menos 19 000 eventos
separables por segundo, al menos 20 000 eventos separables

por segundo, al menos 21 000 eventos separables por

segundo

178 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como ee describe en la reivindicacidédn 177, en donde dicho
paso de separar dichas células de esperma comprende una
velocidad de separacidén seleccionada del grupo que consiste
de al menos 500 separaciones por segundo, al menos 1000
separaciones por segundo, al menos 2000 separaciones por
segundo, al menos 3000 separaciones por segundo, al menos
4000 separaciones por segundeo, al menos 5000 separaciones
por segundo, al menos 6000 separaciones por segundo, al
menos 7000 separaciones por segundo, al menos 8000
geparaciones por segundc, al menos 9000 separaciones por
segundo, al mencs 10 000 separaciones por segundo, al menos

11 000 eeparaciones por segundo
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179 Un aparato de diferenciacién de particula tal
comc se describe en la reivindicacidén 178, en donde dicho
paso de formar gotas que cada una contiene las células de
esperma transportadas comprende una velocidad de formacidn
de gota BsBeleccionada del grupo que consiste de al menos
10 000 gotas por segundo, al menos 20 000 gotas por
segundo, al menos 30 000 gotas por segundo, al menos 40 000
gotas por segundo, al menos 50 000 gotas por segundo, al
menos 60 000 gotas por segundo, al menos 70 000 gotas por
segundo, al menos 80 000 gotas por segundo, al menos 90 000

gotas por segundo, al menos 100 000 gotas por segundo

180 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 179, en donde dichas
células de esperma comprenden células de esperma de

mamifero bovino

181 Un aparato de diferenciacaién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 179, en donde dichas

células de esperma de mamifero equino

182 Un aparato de diferenciacién de particula tal
comc se describe en la reivaindicacidén 179, en donde dichas
células de esperma comprende células de esperma de mamifero

ovino

NG
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183 Un aparato de diferenciacién de particula, que
comprende

a particulas asimétricas,

b una fuente de irradiacidén que genera un rayo de
irradiacién sensible a dichas particulas asimétricas,

c Opticas para enfocar dicho rayo de irradiacidn
sensible a dichas particulas asimétricas, en donde dichas
6pticas enfocan un patrén de rayo que presenta una altura
casi 1gual a la longitud de dichas particulas asimétricas a
lo largo del eje longitudinal hacia casi dos veces la
longitud de dichas particulas asimétricas a lo largo del

eje longitudinal,

d un material de emisidén de luz acoplado a dachas
particulas asimétricas, en donde dicho material de emisitn
de luz emite luz en respuesta a dicho rayo de irradiacién,

e un detector sensible a dicha luz

184 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacidn 183, en donde dicha
al menos una particula asimétrica comprende al menos una

célula de esperma

185 Un aparato de diferenciacidn de particula tal

como se describe en la reivindicacibn 184, en donde dicha

29
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al menos una célula de esperma tiene una cabeza gque
presenta una longitud a lo largo del eje longitudinal de
alrededor de 9 micrémetros, y en donde dicho patrén de
irradiacién tiene una altura de alrededor de 20

micrémetros

186 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 183, en donde dicha
al menos una particula asimétrica tiene al menos una

caracteristica de diferenciacibédn de particula

187 Un aparato de diferenciacidén de particula tal
como se describe en la reivindicacibn 186, que comprende

ademids una corriente de fluido

188 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 187, en donde dicha
al menos una caracteristica de diferenciacién de particula
comprende la orientacién de dicha particula asimétrica
dentro de la corriente de fluido, y en donde dicho detector
es diferencial sensible a dicha luz emitida desde dicho
material de emisién de luz basado scbre dichas

caracteristicas de orientacién de particula

570
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189 Un aparato de diferenciacidn de particula tal
como se describe en la reaivindicacidén 188, que comprende

ademis un analizador acoplado a dicho detector

190 Un aparato de diferenciacidén de particula tal
como se describe en la reivindicaciédn 189, en donde dicho
analizador se diferencia entre dichas particulas
asimétricas basadas sobre dicha orientacién de dichas

particulas asimétricas dentro de dicha corriente de fluido

191 Un aparato de diferenciracibn de particula tal
como se describe en la reivindicacién 190, en donde dicho
material de emisién de luz unido a dicha al menos una
particula asimétrica comprende una mancha unida al ADN

nuclear de las células de esperma

192 Un aparato de diferenciacidén de particula tal
como se describe en la reivaindicacién 191, en donde dicha
caracteristica de diferenciacidn de particula comprende una
diferencia en la cantidad de dicha mancha unida al ADN
nuclear de las células de esperma que contienen cromosoma X
y el ADN nuclear de las células de esperma que contienen

cromosoma Y
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193 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 192, en donde dicho
detector comprende al menos un tubo fotomultiplicador, y en
donde dicho tubo fotomultiplicador tiene un rango de
voltaje de operacién tipico, y en donde dicho tubo
fotomultiplicador es operado fuera de dicho rango de

voltaje de operacidén tipico

194 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacidén 193, en donde dicho
rango de voltaje de operacién tipico de dicho tubo
fotomultiplicador es desde alrededor de 400 voltios a

alrededor de 999 voltios

195 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacidén 194, en donde dicho
tubo fotomultiplicador es operado en un rango desde

alrededor de 0 voltios a alrededor de 280 voltios

196 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivandicacidén 193, que comprende
ademds gotas que se destruyen desde dicha corriente de
fluido cada una presentando una de dichas particulas

transportada

#
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197 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacibn 196, en donde dichas
gotas que se destruyen desde dicha corriente de fluido
presentan el tamafio suficiente para encapsular una de dicha
células de esperma, en donde dichas células de esperma
comprenden células de esperma vivas intactas que presentan

al menos una cabeza, un cuello y una cola

198 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 197, gque comprende
ademés una boguilla que presenta un orificio de alrededor

de 100 micrSmetros de di&metro

199 Un aparato de diferenciacaidn de particula tal
como se describe en la reivindicaciédn 196, que comprende
ademis un cargador de gotas acoplado a dicho analizador, en
donde dichas gotas reciben una carga diferencialmente
basada sobre dicha diferencia en la cantidad de dicha
mancha unida al ADN nuclear de las células de esperma que
contienen cromosoma X y el ADN nuclear de las células de

esperma que contienen cromosoma Y

200 Un aparato de diferenciacidén de particula tal

como se describe en la reavaindicacién 199, dque comprende

A
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ademias un separador de gota, en donde dicho separador de

gota separa dicha gota basada sobre la carga de dicha gota

201 Un aparato de diferenciacibén de particula tal
como se describe en la reivindicacidédn 200, que comprende
ademds al menos un contenedor de recoleccién en el cual las
gotas que contienen dichas células de esperma que contienen
cromosoma X son recolectadas como una poblacién que

contiene cromecsoma X

202 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 200, que comprende
ademds al menos un contenedor de recoleccién en el cual las
gotas que contienen dichas células de esperma que contienen
cromosoma Y Bon recolectadas come una poblacién que

contiene cromcsoma Y

203 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 201 o 202, en donde
daicha poblacibén que contiene cromosoma X y cromosoma Y de
dichas células de esperma son seleccionadas del grupo que
consiste de entre 90% a 100%, entre 91% a 100%, entre 92% a
100%, entre 93% a 100%, entre 94% a 100%, entre 95% a 100%,
entre 96% a 100%, entre 97% a 100%, entre 958% a 100%, entre

99% a 100%
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204 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reavindicacién 203, que comprende
ademds el paso de establecer una velocidad de evento
separable en donde dicha velocidad de evento separable es
seleccicnada del grupe que consiste de al menos 5000
eventos separables por segundo, al menos 6000 eventos
separables por segundo, al menos 7000 eventos separables
por segundo, al menos 8000 eventos separables por segundo,
al menos 9000 eventos separables por segundo, al menos
10 000 eventos separables por segundo, al menos 11 000
eventos separables por segundo, al menos 12 000 eventos
separables por segundo, al menos 13 000 eventos separables
por segundo, al menos 14 000 eventos separables por
segundo, al menos 15 000 eventos separables por segundo, al
menos 16 000 eventos separables por segundeo, al menos
17 000 eventos separables por segundo, al menos 18 000
eventos separables por sequndo, al menos 19 000 eventos
separables por segundo, al menos 20 000 eventos separables
por segundo, al menos 21 000 eventos separables por

segundo

205 Un aparato de diferenciacidén de particula tal
como se define en la reivindicacién 204, en donde dicho

paso de separar dichas células de esperma comprende una

2
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velocidad de separacién seleccionada del grupo que consiste
de al menos 500 separaciones por segundo, al menos 1000
separaciones por segundo, al menos 2000 separaciones por
segundo, al menos 3000 separaciones por segundo, al menos
4000 separaciones por segundo, al menos 5000 separaciones
por segundo, al menos 6000 separaciones por segundo, al
menos 7000 separaciones por segundo, al menos 8000
separaciones por segundo, al menos 9000 separaciones por
segundo, al menos 10 000 separaciones por segundo, al menos

11 000 separaciones por segundo

206 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacién 205, en donde dicho
paso de formar gotas que contienen cada una dichas células
de esperma transportadas comprende una velocidad de
formacién de gotas seleccionada del grupo que consiste de
al menos 10 000 gotas por segundo, al menos 20 000 gotas
por segundo, al menos 30 000 gotas por segundo, al menos
40 000 gotas por segundo, al menos 50 000 gotas por
segundo, al menos 60 000 gotas por segundo, al menocs 70 000
gotas por segundo, al menos 80 000 gotas por segundo, al
menos 90 000 gotas por segundo, al menos 100 000 gotas por

segundo
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207 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como Be describe en la reaivindicacidn 206, en donde dichas

células de esperma comprende una célula de esperma bovina

208 Un aparato de diferenciacién de particula tal
como se describe en la reivindicacidn 206, en donde dichas
células de esperma comprenden células de esperma de un

mamifero equino

209 Un aparato de diferenciacidn de particula tal
como se describe en la reivindicacién 206, en donde dichas
células de esperma comprenden células de esperma de un

mamifero ovino
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Poblaciones de espermatozoides que suceden de la

RESUMEN

aislacién no natural que presentan una alta puridad y
tecnologias para diferenciar espermatozoides basados en las
caracteristicas tales como masa, volumen orientacién, o luz
emitida incluyendo los métodos de andlisis y aparatos tales

como Opticas de formacién de rayo y detectores
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