(]

CAVELIER
ABOGADOS
Teléfono: (67-1) 347 3011
EDIFICIO SISKI Toluf'::: g—l; ::'l :50
www.caveller.com CARRERA 4 Np. 72 - 35 (57-1) 540 OBBD
cavellan@cavalier.com POGUTA &, COLOMBIA Fax in U.S.A.: {1-306) 381 9660

' SUPERIN] ENCEENCIA DE INDUSTRIA ¥ COMSRCK)
Hll!: Fi-054825- -00005-0000

HOC. AAN-USRS 112854 Linp. S50 NUEUKEALUKUNES
Sefiora Jefe de |a O S T
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES At 444 KESVUESIARLOUE  Folos: 5
Superintendencia de Industria y Comercio
E. S. D.
Trémite : 002
Evento : 001

Actuacién : 444

Referencia : Expediente No. 03.054.825
Asunto : Solidtud de patente para DISPOSICION PARA
9 FERTILIZACION IN-VITRO CON ESPERMATOZOIDES

SEPARADOS DENTRO DE POBLACIONES QUE
CONTIENEN CROMOSOMA X Y CROMOSOMA Y.

Solicitante : COLORADO STATE UNIVERSITY AND XY, INC

Fecha de solicitud : 27 de junio de 2003.

1. Yo, Emilio FERRERO, obrando como apoderado del solicitante en el asunto antes

identificado, me refiero al Oficio No. 12403 notificado por fijacién en lista del 27 de

octubre de 2006,

2. Mediante el memorial radicado el 25 de enero de 2007, solicité oportunamente un

plazo de 30 dias para responder el Oficio No. 12403.

3. Medlante el Oficio No. 12403 se puso en conocimiento del solicitante el informe
que contiene las observaciones hechas por su Despacho sobre la presente solictud de
patente.
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Atlendo a las observaciones de la manera siguiente:
31 LA LA SOLI

Para subsanar las objeciones que sobre claridad hizo su Despacho, presento
nuevo pliego descriptivo y reivindicatorio con 19 relvindicaciones en el cual se han hecho
los cambios respectivos, sugeridos por su Despacho. Para estos efectos, se han efectuado
las siguientes modificaciones en el capitulo relvindicatorio:

- El nuevo pliego reivindicatorio se ha redactado eliminado el uso de términos
relativos e imprecisos como "aproximadamente” y “alrededor”. Adicionalmente, la nueva y
(nica reivindicacidn independiente 1 describe con claridad la secuenda légica de las
etapas que caracterizan al método para transportar oootos objeto de la presente solicitud
de patente.

De la misma forma, las relvindicaciones dependientes 2 a 19 se han redactado para
detallar las caracteristicas generales de la invenddn, lo anterior dentro del alcance del
objeto Inicialmente relvindicado.

- En el nuevo pliego descriptivo se describen las figuras de forma clara, lo cual
permite Identificar el objeto que se pretende proteger asi como a la vez permite que una
persona versada en la materia reproduzca sin inconveniente la Iinvencidn relvindicada. Asi
mismo se han incluldo nimeros de referencia en las figuras que fadilitan la interpretacion
de las mismas.

Con las anterlores modificaciones del capftulo reivindicatorfo quedan subsanadas las
objedones que por daridad hizo su Despacho ya que ahora cumplen con las disposiciones
de los articulos 28 y 30 de la Declsion 486.
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3. Por lo tanto, le solicito se sirva continuar con el tramite de la presente solicitud
pues tanto la descripcion como las relvindicaciones se presentan de una forma clara y en
consecuenda, con fundamento en las mismas una persona versada en la materia podria
realizar el examen de patentabilidad del producto objeto de esta invencién. A pesar que
las objeciones que sobre claridad planteé ese Despacho en el Oficio No. 12403 se deben
tener por superadas, en el evento que el Despacho considere que sea necesario,
respetuosamente le solicito hacer uso de la facultad que le otorga el articulo 45 inciso 2.
de la Decisibn 486 de la Comisibn de la Comunidad Andina a efecto de requerir
nuevamente de nuestra parte cualquler complementacién o aclaraclon que considere
necesaria.

4, Puesto que se han atendido a cabalidad las observaciones hechas por su
Despacho sobre la presente solicitud de patente, atentamente solicito que se contin(ie su
tramitacién.

Anexos:

Nuevo pliego relvindicatorio con 19 relvindicaciones.

Nuevo pliego descriptivo.

Formulario de modificaciones.

Recibo por valor de $99.000 por concepto de modificacones en solicitud
pendlente.

W N

Sefiora Jefe,

EMILIO FERRERO
T.P.A. No. 31.929
COLO 13577-841-002-1

NNJ/NNJ/ID-000016/WPC13577
Cns M-2007-00002782
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCI!A

FORMULARIO UNICO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES
2000-F03

Espacio resarvado para el adhesivo de radicacién

IO SOLICITUD DE:

[ comeccitn de Error Material Modificacién a una solicitud

Nombre: COLORADO STATE UNIVERSITY

.@ y XY, INC

sociedades constituidas y existentes bajo las leyes
SOLICITANTE del Estado de Colorado, Estados Unidos de
América.

Direcclén: Colorado State University,
Research Foundation,
Room 410, 801 South Howes Street, IDENTIFICACION
Fort Collins, Colorado 80522,
Estados Unidos de América. ce. O wr O

1108 North Lemay Avenue. ce [ ow [
Fort Colllns, Ntmero:

Colorado 80524

Estados Unidos de América

Domiclllos: Fort Collins,
Colorado,
Estados Unidos de América

Teléfono: 546 08 70 Fax: 547 3170
E-mall: clientes@camyp.com

——

IDENTIFICACION
Nombre: Emilio FERRERO

Direcclén: Carrera 4* No. 72-35 c.C. @ nr [

REPRESENTANTE | Teléfono: 347 36 11 Fax: 2118850 E O o

O APODERADO | .. i CE =
-mall: cavelier@cavelier.com

Namero: 438.018 TP 31.929

o Numero de expediente: 03.054 825

| Descripcién de la correcclén o modificaclén solicitada:
Se presentan nuevos capltulos descriptivo y reivindicatorio compuesto por 19 relvindicaciones con el
objelo de subsanar la posible falta de claridad de la solicitud.

o Comprobante de pago No. 07-14,841 Fecha: 19 de febrero de 2007

O Anexos
Comprobante de pago de la tasa por $ 96.000.00 por concepto de modificaciones.
Poderes, sl fuere el caso

D Documento que acredita la existencia y representacion legal de las partes, cuando sean
personas jurldicas.

- LY
NOMBRE:  EMILIO FERRERO FIRMA: é_ﬂ-—— C.;,__..._\_)

C.C. 438.018 de Usaquén T.P.A. 31.928
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DISPOSICION PARA FERTILIEACION IMN-VITRO CON ESPERMATOZOIDES
SEPARADOS DENTRO DE POBLACICONES QUE CONTIENEN CROMOSOMA X Y

CROMOBOMA Y

Esta solicitud reivindica el beneficio de 1la
solicitud de patente provisional de Estados Unidos N°
60/253,787 presentada en noviembre 29, 2000 y la solicitud
de patente provisional de los Estados Unidos N° 60/253,785
presentada en noviembre 29,2000, cada una de las cuales es

incorporada a la presente a modo de referencia.

I. CAMPO TECNICO

Dispositivos, composiciones y métodos que mejoran
la calidad de 1los embriones generados utilizando
fertilizacién in-vitro (IVF) con espermatozoides separados

en poblaciones que contienen cromosoma X y cromosocma Y.

II. ANTECEDENTE

Una caracteristica atractiva del IVF es gque muy
pocos espermatozoides pueden sSer requeridos para la
inseminacién a diferencia de la inseminacién artificilal.
Sin embargo, el IVF utiliza espermatozoldes separados
dentro de poblaciones que contienen cromosoma X y cromosoma
Y (espermatozoide separado) puede necesitar modificaciones

con respecto a las técnicas convencionales IVF. Esto puede
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deberse en parte a la pre-capaclitacioén de tal
espermatozoide.

En la mayoria de los casos, el porcentaje de
oocitos (oocito , ootide, u é6vulo, o una pluralidad de los
mismos tal comoc es apropiado para la solicitud)
fertilizados con espermatozoides separados y sin separar
son similares, y los eventos durante el primer ciclo de
célula son cronometrados similarmente para los
espermatozoides separados y sin separa. Sin embarge con
procedimientos convencionales, la produccidén del
blastocisto con espermatozoide separado puede ser del 70%-
90% de controles con espermatozoide que no han sido
separado. Por ejemplo, el desarrollo de blastocisto ha
mostrado ser del 17% con oositos bovinos inseminados con
espermatozoides separados, comparado con >25% el cual pude
esperarse con el IVF utilizando espermatozoide sin separar
tal como se describe en el articulo jornal intitulado
“Fertilizacién in-vitro con esperma bovino seleccionado por
citometria de flujo* Teriogeneologia 52: 1393, 1405 (1999),
incorporado a la presente a modo de referencia.

Varios factores pueden contribuix a estos
resultados. Un factor puede ser agquel gque pigmenta el
esperma con Hoechst 33342 aparentemente causa una
disminucién en la movilidad del espermatozoide. Otro factor

puede ser la fuerzas fislcas a la que los enﬁermatozoides



son sometidos durante el proceso de separacién. Como un
ejemplo, en la separacién por citometria de flujo del
espermatozoide, el mismo sale del citémetro de flujo a casi
100 km/h previo a impactar sobre la superficie del medio
recolector. Durante el transito a través del citémetro de
flujo el espermatozoide puede ser sometido a una luz laser
de una intensidad socbre 100mW. Mientras que el tiempo de
transito puede ser solo de 1-2usec, esto puede afectar el
ADN del espermatozoide, y de esta manera también afectar
subsecuentemente el desarrollo embridénico. El proceso de
separar esperma con citometria de £flujo puede dar como
resultado una muestra altamente diluida, 600.000
espermatozoides/ml, o menos, y los subsiguientes pasos de
centrifugado son necesarios para proveer espermatozoides
concentrados adecuados para la inseminacién.

Otro problema con la utilizacién de espermatozoides
en técnicas de IVF puede ser que la facillidad en la cual el
espermatozoide es separado puede ser en una ubicacién
diferente que en donde el mamifero hembra de la cual son
recolectados estén ubicados, los cuales pueden ser
diferentes desde donde el mamifero hembra desade la cual los
oositos son recolectados, estén ubicados, los cuales pueden
estar en una ublcacién diferente desde donde 1la
fertilizaclién in-vitro da a lugar, y la cual puede ser una

ubicacién diferente desde donde el mamifero hembra dentro

\S¥-



del cual los embriones cultivados in-vitro seran
transferidos. Convencionalmente, el esperma separado puede
ser crio-preservado y transportado congelado hacia 1la
ubicacién en donde la técnicas IVF son administradas. Los
ocositos en maduracién son convencionalmente transportados
hacia el establecimiento en el cual las técnicas de IVF son
administradas, siendo estos sistemas de incubacidn
portdtiles. Los oositos en maduracién son luego inseminados
con células de esperma previamente congelado~descongelado.
Para evitar la crlo preservacién de las células de esperma
o como una conveniencia para las varias instalaciones
incorporadas, puede ser beneficioso transportar los oositos
en maduracién directamente hacia el establecimiento de
separacién del espermatozoide, para dque las células de
esperma separadas puedan ser agregadas a los oositos sin la
crio preservaclén. Sin embargo, el IVF convencional y la
cultura in-vitro de 1la cigota resultante generalmente
comprende un juego separado de aparatos y procedimientos
que hacen inconveniente, dificil o imposible inseminar y
cultivar oositos de la misma manera en que se separan los
espermatozoides.

Incluso cuando los espermatozoides que contiene
cromosoma X Yy cromosoma Y han sido diferenciados y
separados basados sobre la diferencia de la fluorescencia

emitida, durante varios afios, e incluso cuando el



espermatozoide separado ha sido utilizado durante algtn
tiempo con las técnicas IVF, e incluso cuando existe un
gran mercado comercial para embriones producidos con
técnicas IVF y espermatozoides separados, los problemas
mencionados anteriormente todavia no han sido resueltos.
Con respecto a 1los problemas con técnicas
convencionales utilizando espermatozoides separados, y
especificamente espermatozolde separado, espermatozoide
pigmentado, o espermatozoide obtenido de esperma
previamente congelado, y con las estrategias convencionales
que incorporan el transporte de esperma separado y oositos
en maduracidén, la invencién se dirige a cada uno en una

manera practica.

III. DIVULGACION DE LA INVENCION

De esta manera, uno de los amplios objetos de las
realizaciones particulares de la invencién, puede ser
proveer dispositivos, composiciones y métodos que proveen
el transporte de oositos inseminados, promueve la fisura de
oosltos fertilizados y mejora la calidad de los embriones
generados con técnicas que utilizan espermatozoides
separados en poblaciones gque contienen cromosoma X ¥y
cromosoma Y

Otro amplio aspecto de las realizaclones

particulares de la invencién pede ser proveer dispositivos,
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composiciones y métodos que promueven la fisura y mejoran
la calidad de embriones generados utilizando IVF con
espermatozoides que son derivados de esperma previamente
congelados.

Otro objeto amplio de las realizaciones
particulares de la invencién puede ser proveer dispositivos
composiciones y métodos que promueven la fisura y mejoran
la calidad de los embriones generados utilizando IVF con
espermatozoides que han sido previamente pigmentados con
ADN unido con fluorocromo

Otro amplio aspecto de las relaciones particulares
de la invencién pueden ser proveer medios para el cultivo
embriénico que puede contener aminodcidos no esenciales.

Otro amplio aspecto de la invencién puede ser el
proveer aparatos y métodos para transportar oocitos en
maduracidén y oocitos fertilizados para la conveniencia del
usuario final o para evitar la criopreservacién del
espermatozoide utilizado en ovosltos fertilizados.

Los objetos naturalmente posteriores de 1la
invencién son divulgados a través de otras 4reas de 1la

memoria.

IV BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

|,



La figura 1 muestra una recesién de la invencién en
donde los espermatozoides son pigmentados a partir de
esperma fresco o previamente congelado y descongelado.

La figura 2 muestra una realizacién de la invencién
para separar espermatozoides pigmentados en poblaciones que
contienen cromosomas x y cromosomas Y.

La figura 3 muestra otra vista de una realizacién
de la invencién para separar espermatozoides pigmentados en
poblaciones que contiene cromosomas x y cromosomas Y.

La figqura 4 muestra una realizacién de 1la
disposici6tn de incubacién portdtil en donde los ovoaitos

pueden ser fertilizados.

V MODOS PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

La invencién incluye dispositivos, métodos y
composiciones para la inseminacién en vitro y 1la
fertilizacidén de ovositos (ovosito, ootides, u évulos o la
pluralidad de los mismos tal como sea apropiado para la
solicitud) y el cultivo de embriones resultando de tales
técnicas.

Las realizaclones de la invenciétn pueden incluir
espermatozoides frescos, o espermatozoides a partir de
esperma congelado y descongelado de varias especies de
mamiferos. La invencién puede ser interpretada no estando

limitada por las especies de mamiferos citados por los
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ejemplos especificos dentro de esta solicitud de patente.
Las realizaciones de la invencién, por ejemplo pueden
incluir espermatozoide fresco o espermatozoide a partir de
esperma congelado y descongelado de animales que presentan
para los comerciales de carne o productos diarios o lacteos
tales como porcinos, bovinos, equinos, bifalo o lo similar
(naturalmente los mamiferos wutilizados para carne o
productos diarios o lacteos que pueden variar de cultura a
cultura). Puede ademas incluir espermatozoide fresce o
espermatozoide a partir de esperma congelado - descongelado
a partir de individuales que presentan atributos raros o no
comunes, tales como caracteristicas morfoldgicas que
incluyen peso tamailo o conformacién u otras caracteristicas
deseadas tales como velocidad, agilidad, intelecto o 1lo
similar. Pueden incluir esperma congelado - descongelado a
partir de donantes muertos, o espermatozoide fresco o
congelado - descongelado a partir de mamiferos raros o
exbticos, tal como especimenes zooldgicos o especles en
peligro de extincién. Las realizaclones de la invencidn
pueden ademi&s incluir espermatozoide fresco o congelado y
descongelado recolectado de primates, incluyendo pero no
estando limitado a, humanos chimpansés, gorilas y 1lo
similar y puede ademds incluir espermatozoide fresco o
congelado y descongelado a partir de mamiferos marinos

tales como ballenas, marsopas y delfines.
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Haciendo ahora referencia principalmente a la
figura 1, en algunas realizaciones de la invencidn, 1la
pigmentacién a partir de Hoechst 33342 (2) puede ser
agregado al espermatozoide bovino contenido en el esperma
congelado - descongelado (1? para establecer una
concentracién de 224 uM. El tiempo de incubacién del
espermatozolde contenido en el esperma congelado -
descongelado (1) con la pigmentacién (2) puede ser
alrededor de 190 minutos. En otra realizacién de 1la
invencién, la pigmentacién (2) puede ser agregada al
esperma bovino (1) para establecer una concentracién de
2240 pM y luego incubado por un tiempo de 60 minutos. El
esperma congelado - descongelado tratado de cualquier
manera puede mejorar la resolucién del espermatozoide que
contiene en cromosoma x y el cromosoma y. Se puede
entender, que de aplicacién a aplicacién (tal como esperma
congelade - <descongelado de diferentes especies) 1la
cantidad de tilempo de incubacién y 1la concentracién
especifica del plgmento puede ajustarse para optimizar. la
resolucién de espermatozolde que contiene cromosoma x y
cromosoma Y.

Con respecto a los promedios de fisura de 1los
oocitos inseminados, el incremento en la concentraclédn de
pigmentacién hasta al menos 10 x no aparenta tener wun

efecto depresivo en ya sea la flsura o el desarrollo



embriénico. A mayores concentraciones de pigmentacién puede
actualmente ser benéfico con respecto a clertas
aplicaciones debido a la longitud de ciertos del tiempo de
incubacién que puede ser reducldo mejorando el porcentaje
de fisura. De aplicacién a aplicacién la longitud del
tiempo de incubacién puede ser ajustado para optimizar los
resultados de fisura o el desarrollo embriénico tal como se
desee.

Haciendo ahora referencia principalmente a las
figuras 2 y 3, una realizacién de citémetro de flujo de la
invencién es ilustrado el cual incluye una fuente de célula
de esperma 13 el cual actda para establecer o suministrar
espermatozoides pigmentados u otro tipo de células
pigmentadas para ser analizadas por el citémetro de fluljo.
Las células de esperma son depositadas dentro de una
boquilla (4) de una manera tal que las células son rodeadas
por una vaina de fluido (5). La vaina de fluido (5) esta
generalmente suministrada por alguna fuente de vaina de
fluido (6) para que mientras la fuente de célula (3)
suministra la célula de esperma, el fluido de vaina (5)
esti concurrentemente alimentado a través de la boquilla
(4). En esta manera puede ser facilmente entendido como la
vaina de fluido (5) forma un medio ambiente de vaina de
fluido para las células. Dado que varlos fluidos son

provistos al citémetro de flujo con algo de presién, estos



fluyen fuera de la boguilla (4) y salen del orificio de
bogquilla (7). Proveyendo algun tipo de oscilador (8) puede
ser controlado muy precisamente a través de un control de
oscllador (9), las ondas de presién pueden ser
establlizadas dentro de la boquilla (4) y transmitida a los
fluidos que salen de la boquilla en el orificio de boquilla
(7). Dado que el oscilador (9} de esta manera actda sobre
la vaina de fluido (5), la corriente (10) sale del orificio
de boquilla (7) eventualmente y regularmente forma gotas
(11). Debido a que las células de esperma son rodeadas por
una vaina de medio ambiente de vaina de fluido, las gotas
(11) pueden contenerse dentro de células ailsladas
individualmente (generalmente) u otros items.

Dado que las gotas (ll) generalmente contienen de
esperma aisladas, el citémetro de flujo puede distinguir y
separar las gotas basadas socbre ya sea o no la célula de
esperma aproplada que esté contenida dentro de la gota.
Esto es realizado a través de una disposicién de deteccién
de célula (12). La diasposicién de deteccién de célula
incorpora al menos algtn tipo de sensor (13) el cual
responde a las células contenidas de cada botédn tal como se
describe en la Patente Norteamericana US No. 5135759,
incorporada a la presente a modo de referencia. Mientras
que la patente de Johnson se basa sobre el espermatozoide o

célula de esperma, aunque la pigmentacién y las invenciones
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de separacién puede ser entendidas para ser utilizadas con
una variedad de células congeladas - descongeladas, la
disposicién de deteccidn de célula (12) puede causar una
accién dependiendo scbre la presencia relativa o 1la
ausencla relativa de fluorcromo incorporado el cual puede
ser excitado por algin estimulante tal como un excitador
laser (14). Mientras que cada tipo de célula de esperma
puede pigmentade por un pigmento o fluorocromo, tal como
fue descrito anteriormente, las diferentes longitudes del
cromosoma X y 8l cromosoma y causan diferentes cantidades
de pigmentos a ser unidos. De esta manera, detectando el
grado de fluorescencia emitida por el fluorocromo luege de
la excitacién es posible discriminar entre los
espermatozoldes que contienen x y los espermatozoides que
contienen y por sus difgrentes niveles de emisién de
fluorescencia.

Para realzar la separacién y aislacién de las
células de esperma apropiadas, las sefiales recibidas por el
sensor (13) son alimentadas a alqgiin tipo de disposicién de
discriminacién de seleccidén (15) el cual rédpidamente
realiza una decisién de diferenclacién y puede
diferencialmente cargar cada gota (ll) basada sobre ya sea
si ha decidido que la célula de esperma deseada sale o no
sale con aquella gota (ll). De esta manera la separacién o

disposicién de discriminacién (15) actda para permitir las
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placas de deflexidén electroestdticas (16) para que desvien
las gotas (ll) basadas en ya sea o no que estas contengan
la células de esperma apropiadas. Como resultado, el
citémetro de flujo actda para seleccionar las células de
esperma causando qgue las mismas aterricen en una o méis
colectores (17) de esta manera detectando alguna propiedad
de la célula de esperma del citémetro de f£flujo puede
discriminar entre las células de esperma basadas en una
caracteristica particular y ubicar las mismas en un
recolector apropiadoe (17). En 1la disposicién presente
utilizada para seleccionar espermatozoides, las gotas de
espermatozoides que contienen cromosoma x son cargadas
positivamente y de esta manera se desvian en una direccién,
y las gotas de espermatozoide que contienen el cromosoma y
son cargadas negativamente y de esta manera se desvian
hacia el otro lado, y en donde la corriente de desperdicio
(la que contiene células sin seleccionar) no es cargada y
de esta manera es recolectada en una corriente sin desviar
dentro de un tubo de succién o lo similar.

Haclendo ahora referencia principalmente a 1la
figura 3, el proceso puede ser incluso entendidoc de mejor
manera. Tal como se ilustra en aquella figura, la boquilla
{(4) emite una corriente (10) la cual debido al oscilador
(8) no ilustrado en la figura 3) forma las gotas (1l1l). Dado

que la fuente de célula (3) (no ilustrada en la figura 3)
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puede suministrar células de esperma (13) las cuales han
sido pigmentadas de acuerdo con la invencién, la magnitud
de la emisién fluorescente estimulada por el excitador
liser (14) es determinado diferencialmente por un sensor
(13) para que la existencia o la no existencla de una carga
en cada gota (11) sea separado de la corriente (10) que
puede sger controlada por el citémetro de flujo. Esate
control da como resultado una carga positiva, una carga
negativa y gotas Bsin cargar basado sobre la célula de
esperma encapsulada. Tal como se dicta en la figura 3,
ciertas gotas son ilustradas como gotas desviadas (18).
Estas gotas desviadas (18) son aquellas que contienen
células de esperma (15) diferenciadas por el contenido de
cromosoma x O cromosoma y. Los espermas separados son luego
depositados en un recolector aproplado (17) 'para su uso
posterior. Ver ademds la solicitud de Patente %nternacional
PCT/US98/27909, incorporada a la presente a modo de
referencia.

Mientras que la descripcidén anterior se enfoca en
la separacién de espermatozoldes con el citémetro de flujo,
la separacidn de espermatozoides que contienen el cromoaoma
X y espermatozoides que contiene el cromosoma y basados
sobre la diferencia en la mediclén de Jla ignicién de
fluorescencia puede ademas incluir varias otras tecnologias

tales como la cromatografia liquida, electroforesis de gel,
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y otras tecnologias que generalmente excitan la cantidad de
flurocromo incorporado para diferenciar entre el
espermatozoide que contiene el cromosoma x y el
espermatozoide que contiene el cromosoma y.

Las retenciones de la invencién también pueden
comprender la recoleccidétn de oocltos a partir del mamifero
hembra. Con respecto a ciertas realizaciones de 1la
invenclén, los oocitos pueden ser aspirades desde los
ovarios del mamifero hembra deseado o pueden ser obtenidos
a partir del matadero de ovarios. Los oocitos pueden ser
madurados en TCM 199 suplementados con alrededor de 10% de
suero de ternero fetal de 10% mas las hormonas (15 ng FSH,
1 pg LH, 1 pg Ea/ml) durante 22 a 24 horas a 39 °C, en
alrededor de 5% de CO; en aire.

Diez de los 15 oocitos pueden ser transferidos a
una gota de 50 pl de medio de fertilizacidén que contiene
aminodcidos no esenciales, tal como piruvato lactate
albumin tiroides (TALP} suplementado con aminocdcidos no
esenciales derivados de Agullas medianas, y en donde ademés
puede contener 0.6% de suero bovino de albimino, 29 pg de
heparina/mL y 5 mM de cafeina. Alternativamente, los
oocitos pueden ser fertilizados en otros medios que
contienen aminodcidos no esenciales tales como el medilo
definido quimicamente en el articule Jornal titulado

"Tensién de oxigeno reducida y EDTA mejorado del desarrollo
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de zygote bovino en un medio definido quimicamente", J Anim
Sci (1999), o el medio SOF descrito en el articule jornal
"cultura in vitro exitosa de 6vulo de ganado y ovejas", J
Reprod. Fertil. 30:493-497 (1972), cada articulo del jornal
incorporado a la presente a modo de referencia.

Luego de separar o seleccionar, la célula de
esperma puede ser lavada por centrifugado durante 10
minutos a 400 g en el medio de recoleccién (generalmente un
medio de piruvato lactatlo de albimina hepes-tiroide
suplementado con 2.0% suero bovino de albimina) seguido por
la suspensién en el medio de fertllizacién. El1 esperma
seleccionado descongelado puede ser preparado por
centrifugado durante 20 minutos a 700 g a través de un
percoll graduado (90%: 45%) para la separacidén de esperma
vivo y muerto. El pellet de eéperma puede ser luegec lavado
con el medio de fertilizaclén por el centrifugado a 400 g
durante 10 minutos. El esperma puede ser luego agregado al
medio de fertilizacién para dar una concentracién de 1 a 2

millones/mlL.

Tabla 1, Etapa de fisura del ovocito inseminado con
esperma separado en cuatro medios de fertilizacién

diferentes.

Medios No. 5 segment. | %2-célula %8 célula
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oocitos a2ih al2h
Fert-TALP 168 76 6" 66
Fert-TALP |176 71 26 67
+ a.c.n.e.
CDM 167 89 75¢ 70
SOF 145 86 49 69

4%¢d  Madios con diferentes superindice que

difieren (P<.05).

Haciendo ahora referencia principalmente a la tabla
1, tal como puede entenderse, los oocitos inseminados con
espermatozoide separado en un medio de fertilizacidén que
contiene aminodcidos no esenciales de acuerdo con la
invencién exhiben un promedio incrementado de un desarrollo

temprano a través de al menos dos etapas de células.

Tabla 2. Desarrolle embriénico y calidad de
blastocito resultante de la fertilizacién en cuatro medios
de fertilizacién diferentes (promediado sobre dos medios de

cultivo).
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Medios No. tblastocitos/oocitos | Sgrado 1
Oocitos blastocitos/total
de blastocitos !
Total D7
Fert- 326 20 17 52%¢
TALP
Fert- 221 20 17 6a®
TALP —aa
CDM 332 22 18 61°°
SOF 321 21 17 64 °

&b.¢ porecentajes sin superindice diferentes comunes
{P<.05)

4 Grado 1 indica los blastocistos con una masa de
célula interior distinta adecuada para la tranaferencia de

embriones.

Haciendo referencia ahora principalmente a la tabla
2, alguna realizaciones de la invencién en la cuales los
cocitos son fertilizados con espermatozoides seleccionados
en un medio de fertilizacién contienen aminodcidos no
esenciales suplementados que exhiben una calidad mejorada
de embriones. En las realizaciones de la invencién en la
cual oocitos fueron fertilizados en un piruvato lactatio
alumini tiroides (TALP) suplementado con aminodcidos Eo

esenciales derivados de Agqullas medianas, contienen ademis
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0.6% de albimina de suero bovino, 20 pg de heparina/mL y 5
mM de cafeina que fueron diferenciadas (P<.05) en 1la
calidad de los embriones comparados con el TALP son los
aminodcidos no esenciales.

Los supuestos cigotes pueden ser removidos del
cultivo y ubicados en un medio definido quimicamente (CDM-
1) tal como se discute en el jornal de clencia animal, 78,
152-157 (2000), incorporado a la presente a modo de
referencia, durante 6 - 7 horas luego de la inseminacién y
cultivado durante 65 a 66 horas. Los embriones que son
segmentados fueron ademas cultivado durante 96 horas en un
CDM 2 (ademds contenia MEM esencial y aminod&cidos no
esenciales y 2.0 mM de fructuosa) que contiene 0.12 IU de
insulina/mL. Los blastocistos fueron graduados
morfoldégicamente de acuerdo con el tamafio de la masa de
célula interna y pigmentados con Giemsa para determinar el
nimero de células en el séptimo dia luego de la
inseminacién.

Haciendo ahora referencia a la figura 4, 1la
invencién ademéis incorpora una disposicién de incubacién
portatil. Ciertas reallzaciones de la invencién pueden
comprender una canula (19) que presenta un volumen interior
entre alrededor de 0.1 mL y alrededor de 0.5 mL dentro del
cual el medio de fertilizaclén, y los oocitos recolectados

del miembro hembra, pueden ser transferidos. Mientras que



la cdnula 19 puede ser hecha de cualquier material
compatible con el medio de fertilizacién y loas oocitos
recolectados, la realizacién especificas de la cinula (19)
pueden ser hechas de plé&stico, tal como o similar a una
cdnula de inseminacién artificial. Los extremos de la
cdnula de plastico pueden ser sellados por calor luego del
medio de fertilizacién y los oocitos son transferidos ahi
dentro.

La invencién ademds puede comprender un elemento de
incubacién (20) configurado para encapsular la cénula (19)
0 una pluralidad de cdnulas insertadas dentro de la misma.
En algunas realizaciones de la invencién el elemento de
incubacién (20) puede ser un tubo de vidrio que presenta un
elemento de aberturas sellable tnicamente, el elemento de
abertura (21) puede ser sellado con una tapa (22), y en
algunas realizaciones la tapa (22) y el tubo pueden tener
roscas espirales (23) que pueden ser roscados por giro para
cerrar el elemento de incubacién (20}.

ILuego de transferir una cénula (19) o una
pluralidad de cénulas al volumen interior del elemento de
incubacién (20) las condiciocnes de incubacién pueden ser
eatablecidas dentro de las mismas. Las condiciones de
incubacién tipicas dentro del volumen interior del elemento
de incubacién puede comprender una atmésfera de 5% de

diéxido de carbono en aire y una temperatura de alrededor
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de 39 °C (37 °C a 41°C). Una vez que las condiciones de
incubacién son establecidas dentro del elemento de
incubacién, el elemento de incubacién (20) puede ser
sellado y los oocitos pueden ser luego transportados dentro
del elementos de incubacién (20).

En algunas realizaciones de 1la invencién, los
oocitos pueden ser transportados a una instalacién de
separacién de célula de esperma en donde el elemento de
incubacién (20) es abierto, la cénula (19) es abierta y una
pluralidad de célula de esperma (15) a partir de una
poblacién separada en base de el contenido de cromosoma x y
contenido de cromosoma y puede ser transferido dentro de la
cdnula (19) conteniendo los oocitos. Con respecto a algunas
realizaciones de la invencién una concentracién de células
de esperma separadas (15) pueden ser establecidas dentro de
alrededor de un millén a alrededor de dos millones/mL de
medios de fertilizacién. La cénula (19) que contiene los
oocitos y el espermatozoide en el medio de fertilizacién
pueden ser luego resellados y transferidos nuevamente al
elemento de incubacién (20). Las condiciones de incubacién
pueden ser reestablecidas y el elemento de incubacién
sellade nuevamente. El elemento de incubacién (20) que
contiene una canula o una pluralidad de canulas (19) pueden
luego ser transportado. Durante el transporte los oocitos

pueden ser fertilizados. Luego del arribo los cigotes



pueden ser transferidos desde la cénula para un cultivo
posterior. Con respecto a ciertas realizaciones de 1la
invencién, lo cocitos pueden ser primeramente inseminados
con espermatozoides separados o s8in separar en cuotas
convencionales de 50 mL y cargados en una c&nula o cé&nulas
de 0.25 mL (19) dentro de dos horas 1luego de 1la
inseminacién. Las cénulas (19) pueden ser selladas por
calor y puestas en el elemento de incubacién (20). El1
elemento de incubacién ablerto contiene cénulas con oocitos
inseminados que pueden ser equilibrados con 5% de diéxido
de carbono en aire y alrededor de 39 °C durante al menos
una hora y luego tapados a presién y cultivados bajo las
mismas condiciones durante alrededor de 18 a 20 horas. )

Haciendo referencia nuevamente a la tabla 2, muy
pecos oocitos (P<0.05) fertilizados en el Fert-TALP
desarrollaron a la etapa de dos células durante 24 horas
gue en cualquier otro medio. Notablemente, la vasta mayoria
de oocitos (75%) fertilizados en un medic CDM segmentados a
la etapa de dos células por este tiempo. Luego de 72 horas
de la post inseminacién, no existié diferencla entre
cualquiera de los medios, posiblemente debido a la tapa
larga de 8 células del ciclo de células.

No existe diferencia entre cualquiera de los medios
en el promedio de desarrcllo al blastocistos. Sin embargo,

existié una diferencia significante en la calidad de los
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embriones entre el Fert-TALP y el Fert-TALP + los
aminodcidos no esenciales.

La progresién del desarrollo embriénico temprano
del bovino utilizando espermas separados son similares a
los estudios con la fisura in vivo o in vitro de oocitos
fertilizados con espermatozoides sin separar. En la vaca,
la primer fisura in vivo sucede a las 24-28 horas
siguientes de la ovulacién, y la primer fisura in vitro
toma lugar a las 24-48 horas luego de la inseminacién.

La fisura temprana sucedié con losa oocitos
fertilizados en un medio CDM, SOF y Fert-TALP + aa que en
el medio convencional Fert-TALP. Esto puede ser debido a
que el CDM, SOF, y el Fert-TALP + los aminodcidos no
esenclales contenian todos aminodcidos no esenciales los
cuales pueden Jjugar un rol en como el espermatozoide
penetra rédpidamente el oocito, en la longitud del primer
ciclo de célula.

Tal como puede ser facilmente entendido a partir de
lo mencionado anteriormente, el concepto bésico de 1la
presente invencién puede ser realizado en la variedad de
modo. Incorpora la pigmentacién de espermatozoide en donde
el espermatozoide fresco o espermatozolde congelado -
descongelado, la separacién y técnicas de aleacién las
cuales pueden ser utilizadas con tales espermatozoides

pigmentados, asi como también dispositivos para realizar la
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pigmentacién, geparaclén, aislacién de tales
espermatozoides pigmentados dentro de poblaciones que
contienen cromosoma x y cromosoma Yy, Yy el transporte de
oocitos en maduracién y oocitos fertilizados. En esta
solicitud de patente, el pigmentado y las técnicas de
separacién utilizados con espermatozoides "son divulgados
como parte del resultado ilustrado para ser alcanzado por
varios dispositivos descritos y mientras que los pasos son
inherentes a la utilizacién. Estos son simplemente los
resultados naturales de la utilizacién del dispositivo tal
como son intencionados y descritos. AdeméAs, mientras que
algunos dispositivos son divulgados debe entenderse gque
estos no sé6lo realizan ciertos métodos que ademAs pueden
gser variados en un nimero de modos. Es importante con
respecto a todo lo antedicho, que todas estas facetas deben
ser entendidas para ser abarcada por esta divulgacién.

La discusién incluida en esta solicitud de patente
del Tratado de Cooperacién de Patente internacional es su
intencién servir como descripcién bésica. El lector debe
ser consciente de que la discusidén especifica no puede ser
explicitamente descrita con todas las realizaciones
posibles; varias alternativas son implicitas. También puede
no aplicar completamente la naturaleza genérica de 1la
invencién y puede no mostrar explicitamente como cada

caracteristica ] elemento puede actualmente ser
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representativo de una funcién mis amplia o de una mayor
variedad de alternativas o elementos equivalentes.
Nuevamente, estos son implicitamente incluidos en esta
divulgacion. En donde la invencién es descrita en base a la
terminologia orlentada funcionalmente, cada aspecto de la
funcién es realizado por un dispositivo su retina o
programa. Las reivindicaciones del aparato pueden no sdlo
ser incluidas para el dispositivo descrito, pero ademis las
reivindicaciones de métodos o procesos pueden ser incluidos
para dirigir las funciones de la invencién y cada elemento
que lo realiza. Ninguna de las desacripciones ni 1la
terminologia estd dirigida a limitar el alcance de 1las
reivindicaciones las cuales ahora son incluidas.

Ademds, cada uno de los varios elementos de 1la
invencién y reivindicaciones pueden adem&s ser alcanzados
de una variedad de maneras. Esta divulgacién debe ser
entendida para abarcar tal cada varlacién, puede ser una
variaclén de una realizacién o cuglquier realizaclén de
aparato, un método o realizacién de proceso, o 1incluso
meramente una variacién de cualquiera de los elementos de
estos. Particularmente, debe entenderse que mientras la
divulgacién se refiere a elementos de la invencién, las
palabras para cada elemento puede ser expresado por
términos de aparatos equivalentes o términos de métodos,

incluso sl sobre la funcidn el resultado es el mismo. Tales
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términos equivalentes mis amplios o incluso m&s genéricos
deben ser considerados para que abarquen en la descripcién
de cada elemento u opcién. Tales términos pueden ser
sustituidos cuando se lo desea para hacer explicito la
cobertura de amplitud implicita a la cual esta iﬁvencién
estd dirigida. Como un ejemplo debe.entenderse que todas
las accliones pueden ser expresadas como medio para tomar
aquella accién o como un elemento el cual realiza esa
accién. Similarmente, cada elemento fisico divulgade debe
ser entendldo para que abarque una divulgaclén de la acclén
la cual ese elemento fisico facillita. Respecto de este
Gltimo aspecto y sélo como un ejemplo, la divulgacién de un
seleccionador debe ser entendido para que abarque 1la
divulgacién del acto de seleccionar, en donde
explicitamente esté discutido o no, y a su vez en donde
sélo la divulgacién del acto de seleccionar tal como una
divulgacién debe ser entendida para abarcar la divulgacién
de un seleccionador o incluso un medioc para seleccionar.
Tales cambios y términos alternativos deben ser entendidos
para que sean incluidos explicitamente en la descripcién.
Adicionalmente, varias combinaciones Yy
permutaciones de todos los elementos o aplicaciones pueden
ser creadas y presentadas. Todas pueden ser realizadas para
optimizar el disefio o rendimiento en una solicitud

especifica.
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Cualquier acto de acto de ley estatuto regulacién o
reglas mencionadas en esta solicitud para la patente: o
patentes publicaciones u otras referencias mencionadas en
esta solicitud para patente son incorporadas a la presente
a modo de referencla. Especiflicamente, la Solicitud de
Patente Provisional US No. 60/253787, presentada en
Noviembre 29, y 2000 y la Solicitud de Patente Provisional
de Estados Unidos US No. 60/253785 presentada el 29 de
Noviembre de 2000 son incorporadas a la presente a modo de
referencia incluyendo cualquier figura o adjunto, cada una
de las referencias en la siguiente tabla de referencias son
incorporadas a la presente a modo de referencia.

La bibliografia que se menciona en la presente seri
respetada en su idioma original para facilitar 1la

identificacién de la misma.

Documentos de Patente de EE.UU.

DOCUMENTO | FECHA NOMBRE CLASE | SUBCLAS | FECHA

N® E PRESEN.

32,350 02/10/ | Bhattachary 11/22/74
87 a -

3,687,806 | 08/29/ |Van den 195 1.3 11/04/69
12 Bovenkamp _

3,829,216 |08/13/ | Persidsky 356 36 10/02/72
74

3,894,529 | 07/15/ | Shrimpton 128 1R 04/10/69
75 _

4,009,260 | 02/22/ |Ericsson 424 105 12/11/74
77
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5,700,692 {12/23/ | Sweet 436 50 09/27/94
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Ademas, para cada término utilizado debe entenderse
que a no ser que su utilizacién en esta solicitud sea
incosistente con tal interpretacién, 1la definiciones
comunes del dicclonario deben ser entendldas tal como son
incorporadas para cada término de todas sus definiciones,
términos alternativos y sinfénimos tales como los contenidos
en el diccionario Random House Webster's Unabridged, la
segunda edicién que es incorporada a la presente a modo de
referencia. Sin embargo a cada uno de lo mencionado
anteriormente, para la extensién de tal informacién o

divulgacién incorporada a modo de referencia debe ser




considerada inconsistente con el patentamiento de estas
invenciones cuyas divulgaciones 8son expresamente no
consideradas realizadas por el solicitante.

Ademds, a no ser que el contexto lo requiera de
otra manera, debe entenderse que el término comprende
variaciones tales como comprendiendo o comprenden, estéin
dirigidas para significar 1la inclusién de un elemento
mencionado o paso o grupo de elementos o pasos pero no la
exclusién de cualquier otro elemento o pasco © grupo de
elementos ¢ pasos. Tales términos deben ser interpretados
en su forma mis expansiva para alcanzar para otorgar al
solicitante la cobertura legal mas amplia posible en paises
tales como Australia y lo similar.

De esta manera el solicitante debe entender que
tiene el soporte para reivindicar al menos: 1) cada uno de
los procedimientos de pigmentacién, separacién,
aislamiento, inseminacién o fertilizacién tal como es
descrito aqui y divulgado, 1l1) los métodos relacionados
divulgados y descritos, 1iii) variaciones similares vy
equivalentes o© incluso implicitos de cada uno de estos
dispositivos y métodos, iv) aquellos diseflos alternativos
los cuales realizan cada uno de las funciones ilustradas
gque son divulgadas y deacritas, v) aquellos disefios
alternativos y métodos los cuales realizan cada una de las

funciones ilustradas 1las cuales son implicitas para



realizar aquella la cual es divulgada y descrita, vi) cada
caracteristica, componente y fase ilustrada como invencién
separada e independiente, vii) las solicitudes mejoradas
por varias disposiciones o componentes divulgados, viii)
los productos resultantes producidos por tales
disposiciones y componentes, ix) métodos y aparatos
especialmente descritos aqui anteriormente y con referencia
a cualgquiera de los ejemplos acompafiantes, y x) varias
combinaciones y permutaciones de cada uno de los elementos
divulgados.

Las reivindicaciones mencionadas en esta solicitud
son aquil incorporadas a modo de referencia como parte de la
descripciétn de la invenclén, y el solicitante se reserva
expresamente el derecho de utilizar todos o una porcién de
tal contenido incorporade en tales reivindicaciones como
descripcién adicional para soportar cualquiera de todas las
reilvindicaciones o cualquier elemento © componente de las
mismas, y el solicitante ademids se reserva expresamente el
derecho de mover cualquier porcién de, o la totalidad de,
el contenido incorporadc de tales reivindicaciones o
cualquier elemento componente de las mismas, desde la
descripcién hasta las reivindicaciones o viceversa en
medida que sea necesario para definir el objeto por el cual
se pretende proteccién por medio de esta solicitud o por

cualquier solicitud subsiguiente de continuacién, divisién



o solicitud de mejor con respecto a la misma, o para
obtener cualquier beneficio, reduccién de tasas, en base a
0o para cumplir con las leyes, reglas o regulaciones de
patentes de cualquier pais o tratado, y dicho contenido
incorporado a modo de referencia permanecerd vigente
durante la totalidad de la vigencia de esta solicitud
incluyendo cualquier solicitud subsiguiente de
continuacién, divisién, o solicitud adicional o de mejora
referida a la misma o cualquier extensién o re-concesidn de

la misma.
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REIVINDICACIONES CORREGIDAS

1. Un método que comprende las etapas de :

a) recolectar oocitos de un mamifero no humano hembra

b) suspender dichos oocitos en un medio de fertilizacion;

c) transferir dichos oocitos en dicho medio de fertilizacion en una
pajilla;

d) sellar dicha paijilla que contiene dichos oocitos

@) transferir dicha pajilla dentro de un elemento de incubacién;

f) estableces condiciones de incubacién dentro de dicho elemento de
incubacion;

g) sellar dicho elemento de incubacién y

h) transportar dicho elemento de incubacidn a otro sitio.

2. Un método como se describi6 en la reivindicacién 1, en donde dicho
mamifero no humano hembra se selecciona del grupo que consiste de

bovinos, ovinos, equinos, cerdos, y delfines.

3. Un método como se describié en la reivindicacién 1, en donde dicho medio
de fertilizacion comprende un medio de Tyrode modificado, suplementado
con 0.6% de seroalbimina bovina, 20 pg de eparina por mililitro por medio

de Tyrode, y una concentracién de cafelna 5 milimolar.



. Un método como se describié en la reivindicacidon 1, en donde entre 10y 15
de dichos oocitos estan contenidos en 50 microlitros de dicho medioc de

fertilizacion.

. Un método como se describié en la reivindicacién 1, en donde dicha paijilla

tiene elementos de abertura sellables con calor.

. Un método como se describié en la reivindicacidon 5, en donde dicha paijilla

tiene un volumen interior de 0.25 mililitros.

. Un método como se describi® en la reivindicacién 1, en donde dicho

elemento de incubacidon tiene elementos de abertura sellables.

. Un método como se describié en la reivindicacién 7, en dicho elemento de

incubacién comprende un tubo de vidrio.

. Un método como se describi®é en la reivindicacion 1, en donde dichas
condiciones de incubacién comprenden una atmésfera de 5% de didxido de
carbono en aire y una temperatura de 35 grados dentro de dicho elemento

de incubacion.

10.Un método como se describié en la reivindicaéién 1, que comprende
ademas la etapa de transferir células de esperma a dicha pajilla que

contiene dichos oocitos en dicho medio de fertilizacion.

11.Un método como se describid en la reivindicaciéon 10, en donde dicha etapa

de transferir células de esperma a dicha pajilla que contiene dichos oocitos

210



comprende establecer una concentracidn de células de esperma en dicho
medio de fertilizacién de 1 millén a 2 millones por mililitro de medio de

fertilizacidn.

12.Un método como se describi6 en la reivindicacion 1, que comprende
ademas la etapa de separar los espermatozoides en poblaciones

enriquecidas que llevan cromosoma X y cromosoma Y.

13.Un método como se describié en la reivindicacién 12, que comprende
ademas la etapa de transferir células separadas de esperma a dicha pajilla

que contiene oocitos.

14.Un método como se describid en la reivindicacién 13, en donde dicha etapa
de transferir células de esperma separadas a dicha pajilla que contiene
oocitos comprende establecer una concentracién de dichas células de
esperma separadas en dicho medio de fertilizacién de 1 millén a 2 millones

por mililitro de medio de fertilizacién.

15.Un método como se describié en la reivindicaciéon 10, 11, 12, 13 o0 14, que
comprende ademas la etapa de transferir dicha pajilla que contiene dichos

oocitos a dicho elemento de incubacion.

16.Un método como se describié en la reivindicacidn 15, que comprende
ademas la etapa de establecer condiciones de fertilizacién dentro de dicho

elemento de incubacion.

2|



17.Un método como se describié en la reivindicacién 16, en donde dicha etapa
de establecer condiciones de fertilizacibn dentro de dicho elemento de
incubacién comprende una atmésfera de 5% de didxido de carbono en aire
a una temperatura entre 37 °C y'41 *C para una duracién de 18 horas a 20

horas.

18.Un método como se describid® en la reivindicacion 16, que comprende
ademas la etapa de transportar dichos oocitos en dichas condiciones de

fertilizacion.

19.Un método como se describié en la reivindicacién 18, que comprende la

etapa de fertilizar al menos algunos de dichos oocitos durante el transporte.
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