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I@ SOLICITUD DE:

E Patente de Invenclon. D Patente de Modelo de Utllkiad.

D Capltulo 1. ECapltulo fl.
O Nombre: XY, INC. Y COLORADO STATE IDENTIFICACI N

UNIVERSITY, por medio de su agents,
COLORADO STATE UNIVERSITY C.C. D NIT D
SOLICITANTE RESEARCH FOUNDATION
(71) socledades constituidas y existentes bajo C.E. D Otro [:l
las leyas del estado de Colorado, Cual
Estados Unldos de América
Ndmero:

Direccién: 1108 North Lemay Avenue,
Fort Collins, Colorado 80524,
Estados Unidos de Amdrica y

Room 410, 601 South Howes
Street,

Fort Collina, Colorado 80522
Estados Unidos de América

Domiclllo:. Fort Collins, Colorado
Estados Unidos de América

IDENTIFICACION
@ Nombre: EMILIO FERRERO

Cc.C. E NIT D
REPRESENTANTE Direccién:  Carrera 4*. No. 72-35
O APODERADO Teléfono: 347 38 11 C.E. D Otro D
Fax:: 21792 11 Cusl
E-mall: clientes@camyp.com.
Domicllio: Bogoté, Colombia. Nimero: 438,018 TP, 31929

A 1- George, E. SEIDEL
I@ 2 -Kwang Tae SUH
INVENTOR (ES) 3- Kehuan LU

(72}

1,23
1108 North Lemay Avenue,
Fort Callins CO 80524,
Estados Unidos de América

Oy

Solicitud Internacional No. PCT7US01/45023 Fecha: 29 de noyviembre de 2001
Publicacién internacional No. WO 02/43574 A2 Fecha : 8 de junio de 2002
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Thulo (54) DISPOSICION PARA SEPARAR ESPERMATOZOIDES C NGELADOS EN POBLACI NES
QUE CONTIENEN CROMOSOMAS X y CROMOSOMAS Y

Clasificacién Internaclonal (31) A81B , AOILK 6! Q:al wlm_,i,ﬂﬂm.

©

Prioridad (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
| E NO D us 29 de noviembre de 2000 60/253.785
Uus 29 de noviembre de 2000 787

Comprobante de pago No.: 03-44.020 Fecha: 24 da junio de 2003

O OKO EII:IEIDIEIIEIEIDIEIIEIEIIEIO @

]

Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 400.000

Comprobante de pago por relvindicacion de prioridad.

Documento que acredita la existencla y representacién legal cuando el solicitante sea persona Juridica.
Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causants.

Declaraciones.

Copla de la solicitud intemacional. {Resumen, descripcion, relvindicaciones, dibujos)

Traducclén de la sollcitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos)
Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser sl caso, copla del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredita la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de
las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.

Arte final 12x12

De ser el caso, informacion sobre oiras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el

mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la Invenclién de esta salicitud.
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 October 1961)
1. Country: United Stales of America
This public document
2. has been signed by CHERYL A SWANSON
. 3 acting in the capacity of Notary Public, State of Colorado
4. bears the seal/stamp of the _CHERYL A SWANSON, Notary Public, State of Colorado
. ) CERTIFIED
5. at Denver, Colorado G.this _6th  dayof _May, 2003
1 By DONETTA DAVIDSON, Secretary of Staie, State of Colorado
8. Cenificate Number ____67398.
9. : (OFFICIAL SEAL) 10. Signature:
-- . . ngﬁ:ﬁ&::ﬁ:;. tll;."l"llﬁ
OF, GDGOTA, i/ 20 CUMETAR QU0 LA
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1 81 Representacién y Poder con autenticacién notarial y Apostille
para patentes, modelos de utilidad, disedos

industriales,

_ABOGADOS marcas de fibrica. nombres comercinles, ensefias, nombres

‘_EDIFICI‘? 31782515 de dominio, lemas comerciales, licenclas.

BIXGOTA, 8 - COLOMBIA
Representation and Power-of-Attorney with  notarial
authentication and Apostille for patenis, utility models,
industrial designs, trademarks, commercial names, trade
emblems, domain names, slogans, licenses.

REPRESENTACION Y PODER REPRESENTATION AND POWER-OF-ATT RNEY

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/1 (we), the undersigned

Mervyn Jacobson

domiciliado (s) en/of XY, Inc. FOrt Collins, Colorado 80524, Estados Unidos

hereby ratify the patent applications No, 02.101.971 and No,
on November 8, 2002, and December 12, 2002 respectively, and

po- ¢l presente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23355 y GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciliados en la Carrcra 4a
72-35, Bogotd, Colombia, cn obedecimiento a lo dispuesto en el
‘iylfn 1o del Articulo 543 del Cadigo de Comercio, ef primero como
pricipal y los demis como suplentes, en su orden, como mis (nuestros)
reg resentantes cn todos los nsuntos de propiedad industrial con focultad
pare recibir notificaciones y nombrar apoderados judicieles o
eximjudiciales. El pritner representante suplente reemplazard al principal
en caso de auscncia 0 impedimento temporal o definitivo de aquél. La
mi ma regla se aplicani cuando el scgundo representante suplente haya
de reemplazar al primero, o el tercero ol segundo. En tales casos, el
representante principal, o el primerg, o segundo suplente, en 3u caso, o
arvoo8, declarardn su intencidn de no ejercer ln representacién mediante
der laracién autenticada por Notario Piblica en Colombis, o por Noterio
u ctro Funcionario Pdblico, o Cénsul dc Calombia, cn el extranjero; vy si
se mare de impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los
noinbrados faltare definitivamente, el siguiente tomard su luger. Cuando
cerire la ausencia o impedimento del representante principal, o de su
prinero o segundo suplentes, en su caso, podrin ejercer la
representacién, cn su arden, uno u otrus segin el caso, asumiéndola por
lo hecho de cjercerls, cesando en ese momento el ejercicic de Ia
regresentacién por el primero, segundo o tercer suplente en su caso.
Ad:mis, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados,
par 1 obtener la proteceién de mi (nuestra) propiedad industrial y contra
la :ompetencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
apiderados para que me (nos) representen ante cuslesquiera entidades o
perionas, ejerzan © no jurisdiccién, especislmente ante las del onden
adr inistrative, contencioso- administrativo y judicial, asl como los
tritunales de arbitrarnento, en todo lo concemiente o los siguicntes
ssuitos: B) Obtencién de patentes de invencién, modelos de utilidad y
dis fos industriales; el regismo de marcas de fibrics, colectivas,
def msivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales,

ens fias, nombres de dominio, variedades vegetnles y denominaciones de
grien; su renovacidn, traspaso, cambio de nombre o domicilio,
cer:zelacién volunteria: y el registro de licencias de uso de esos derechos;
b} Las acciones de competencia deslesl, proteccién del consumidor,
opcsiciones u observaciones, cancelucidn edministrativa y judicial,
nul dad, medidas coutelares, concesién de licencias, ln tutels, la
pro-weccién de sccreros indusmrinles. y en general los juicios civiles.
per ales, ndministrativos o contencioso_administrativos relucionados con
esus derechos; acciones y procesos que promovamos © 8 nos

i.AVELIER ABOGADOS
WP *0ODEO1-181 (MINUTA N"12.1.1.2.6 USA)

02,112,918 filed by EMILIO FERRER(

in due compliance with the terms of paragraph Ist. of anticle 543 of the
Commercial Code, do hereby appaint EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555 and GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciled at Carrera 4o N°
7235, Bogotd, Colombia, the first as principal and the others as
altemnates, in the order of their appointment, &s our representatives for all
industrial property matters with faculty to receive notifications and to
appoint attoneys in and out of Count. The first alternate shall replace the
principal in case of his absence or of temporal or definitive impediment.
The same rule will apply when the second alternate representative is to
replace the first one, or when the third is to repleoe the first or second
alternates in their tumn, or both of them, second. In such cases, the
principal representative, or the first or second alternates in their tum, or
both of them, shall state their intention not 1o act 33 representutives
through a declaruation given before a Notary Public in Calombia, or before
& Notary or another Public Official or & Colombian Conaul abroad; and in
case of impediment, the appropriate certificate shall suffice. If any of the
appointees were to be definitely absent, the following alternate ghall take
his place. When the shsence or impediment of the principal
representative, or of the first or second alternate in their turn ceases, the
representation can be taken again in their sequence, by the principal, the
first or second alternate depending on case, and the mere fact or its
exercise will suffice. The exercise of the representation by the first,

second or third alternates in their turn shall end at such time. In addition,
we grant a Power of @' lon ia->fevor _oﬂ-.-,l.hee.'_a qve=named
atorneys—sat_lsw so that WWM&IT ‘_ (our)
industrial property and ag-i:{ai_ %un'ﬁ\mm"m (TR roF M urpase
1 (we) authorize the said :i;namql t me (us) before any
suthorities or persons, with <or Jwitklilt JdAiRRAS specially those
sdministrative, administrative contentilig and judicial, as well astbefore
Arbitration  Court, in all ing the. followidl: u)
Obtainment of patents, utility A'Yiad: S birP y the
registration  of  trademarff® eolleetivéi defénbive™n ice
marks,

slogans, commercial nemes, trade emblems, domain names, vegetal
varieties and denominations of origin; its renewal, assignment, change of
name or domicile, voluntary cancellation; and the registration of licenses
of use of the above rights; b) Actions of unfair competition, protection to
the consumer, oppositions or observations, administmtive or Court
cancellation, nullity, infringement, granting of licenses, the action for writ
mandamus, the protection of trcle xecrets, and in generl the civil, penal,
and sdministrative suits relating to those rights; sctions and suits
instituted by me (us) or ageinst me (us). And that in al] the above matters

UAN



'ﬁ‘:mlievnn.-Y para que en todos lof asuntos arriba determinados, puedan
. sudityir este mandato, transigir, conciliar, admitir los hechoy dcl
priccso, desistiv, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de

ag- ntes oficiosos.

Dado y firmado hey/Given ond signed tllis3 duy of

en/in Fort Collins, Colorado

G

they may substitute this Power of Atiorney, compromise, coneiliate,
admit the facts of the case, desist, cancel, reecive, resign, and mtify acts
donc by representatives without a pawer of attorncy.

A

2 w2

por/by _ Mcrvyn Jacabsgn

as _ President, XY, In
Firma :

CCAVELIER ABOGADOS
WP *0DEQL-18] (MINUTA N°12.1.1.2.6 USA)
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« CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUQ)

;Alos 3 diss del mesde Febrero

de 200_13 ante mi, Notario Piblico o Funcionario Awtorizado
del Estado de Colorado EEUU

comparecié{eron) personalmente

s quien(es) doy fe de conocer y mc consta que es{son) la(s)
persona(s) firmante(s) del documento que precede, y quien(es)
ticne(n) capacidad legal para otorgarlo

Notario Piblico o Funcionario Autorizado —Notary Public or Attesting Oficial

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Hoy 3 de_ FEBRERO

Comparecid(eron) ante mi

— Mervyn Jacobson
quien{es) conozco personslmente y que firma{n) este
documento en representncién de la  Sociedad/compuilla

denominada __ XY, Inc,

de2003

Certifico:

1. Que he visto los siguientes documentos:*

Informe de Ta Sociedad or Campafiia de
Responsabilidad Limitada fechado 20 Junio,
1998, presentado con el Secretario de Estado
del Estado de Colorado, 10 cual es una copla
fiel y corecta obtenida de www.sos.state.co.us

Y et P 4B ruetan o siguiene:

2.1. Que XY, Inc.

es uns Saciedad/Compafiia legalmente constitulda y existente
de acuerdo con las leyes de 1 EStado de Colorado,
Estados Unidos de America

2.2. Que el domicilio de dicha Sociedad/Compaiia e
1108 North iemay Avenue, Fort Collins,
_Colorado ROR24

2.3. Que el objeto u objetos para los cuales se otorga el presente
poder estin comprendidos dentro del objeto social de In
mencionada Sociedad/Compaiifa.

2.4. Que cl(los) Sr(Sres.) Mervyn Jacdbson, President

de XY, Ipc.
esti{n) autorizado(s) para otorgar el presente Poder.

Fort Collins

Ciudad
Estado Calorado, Estados Unidos de America

3 Febrero

Hoy de2003

CAVELIER ABOGADOS
WFPODEQ1-181 (MINUTA N°12.1.1.2.6 USA)
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NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL)

Ontis __3 _ day or_Zd:m%
200_3 before me, a Notary Public or Attesting Official of
fhe Siefe of Colorado USA

personally appeared
to me known, and known to

Onthis_ D dayof Totary HE{' 200_3
appeared befare me
Mervyn Jacobson
who(m) I know personally and who{m) signed this document as
representative(s) of the Corporation/Company named:
XY, Inc.

I certify:
1.  Thatl have seen the following documents:*

Biennia] Report of Corporation or Limited Liability
Company, dated June 20, 1998, end filed with the
Colorado Secretary of States office, a true and corect

copy of which was downloaded from
www.sos.state.co.us and read by the undersigned.

2. That the above documents duly prove the following:

2.1. That_XY, In¢.

is a Corporation/Company legally constituted and in existence
in sccordance with the laws of the State of Colorada, United
States of America.

2.2. ‘That the domicile of snid Corporation/Company is
1108 North Lemay Avenue, Fort Collins, Colorudo 80524

2.3. That the purpose or purposes for which the present Power
of Attornecy is granted are comprised within the corporation
purposes set forth in the charter of the mentioned
Corpormation/Company.

- -t . [
~ - T EL 'l-_-ﬂ

2.4, That Ml'-(Melm.)"-. forry "m 1o

Inc. is(are) -uunﬁudk}:; STt Ahtzy.
;'_'.,-'fh‘r..-" e . - . ':".i,
L 26 puN 2008

= PR

City: _Fort Collins

MyCemmmas=Icrac 09-21.200




TRADUCCION OFICIAL NOMERO 071/2003 REALIZADA POR EDUARDO CALADO
NOGUERA, TRADUCTOR OFICIAL APROBADO POR RESOLUCION 541 DEL 27 DE
FEBRERO DE 1976 Y DEBIDAMENTE INSCRITO ANTE EL MINISTERIO DE
RELACIONES EXTERIORES DE COLOMBIA, DE LOS SELLOS Y
AUTENTICACIONES QUE APARECEN EN EL DOCUMENTO DE REPRESENTACIGN,
RATIFICACION Y PODER OTORGADO POR MERVYN JOHNSON A NOMBRE DE XY
INC, DOMICILIADA EN FORT COLLINS, COLORADO 80524, ESTADOS UNIDOS
DE AMERICA, POR EL CUAL RATIFICAN LAS SOLICITUDES DE PATENTE
NOGMEROS 02.101.971 Y 02.112.918 , PRESENTADAS POR EL DOCTOR
EMILIO FERRERO LOS DIAS 8 DE NOVIEMBRE DE 2002 Y 12 DE DICIEMBRE
DE 2002, RESPECTIVAMENTE Y QUE IGUALMENTE OTORGA PODER A LOS
DOCTORES EMILIC FERRERC, TPA 31929, GONZALO PERDOMO, TPA 831, LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ, TPA 23555 Y GERMAN CAVELIER, TPAR 832. Dado Y
firmado hoy 3 de febrero de 2003 en Fort Collins, Colorado,
Mervyn Jacobson como presidente de XY, Inc. Firmado: ilegiblq.

Certificado notarial de fecha 3 de febrero de 2003 por el cual se
certifica la comparecencia de Mervyn Jacobson ante mi, notario

pGblico o funcionario autorizado del estado de Colorado, Estados

COMO NOTAMMY SLETG DG, SUACIAO
' O BOGOTA, NAGO COMGYL., QU LA

Unidos de América. Firmado: Cheryl A. Swansonfqz:-m‘:—m -.-.wn:.--orj
Sello: Cheryl A. Swanson, notario piblico, esé;é;‘"_.’qgéi’;m c.;;;,é-%ml-

Certificado notarial en inglés y en espai_ir'"_c'ilr,-’ %g" ecgggs Bsiée
febrero de 2003 para certificar 1la compa:t'z:ecenc-i de Jm'n'vﬁn
;:*;'5\- RTINS W I Ol acy
Jacobson como representante de XY, Inc., la existencia de 1la
empresa y su domicilio y la capacidad de dicha persona para
otorgar el presente poder. Ciudad : Fort Collins, Colorado,
Estados Unidos de America, 3 de febrero de 2003. Firmado: Craig

R. Miles, Santangelo Law Offices, P.C.

Firmado: Cheryl A. Swanson, 3 de febrero de 2003.



Sello: Estado de Colorado,

APOSTILLA:

1876

(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Estados Unidos de América

Este documento pilblico

2,
3.
COLORADO
4.
ESTADO DE COLCRADO
CERTIFICADO
5. en Denver,
6. el 6 de mayo de 2003
7.
Colorado.
8. NGmero 67398
9. Sello oficial

ha sido firmado por CHERYL A. SWANSON

quien acta en su calidad de NOTARIO PUBLICO,

lleva el sellc de CHERYL A.

por DONETTA DAVIDSON,

Colorado

10.Firma: DONETTA DAVIDSON

COLO-13534-841-001-4

WPCLOC2G ID 4468

Bogotd, 20 de mayo de 2003.
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LIE) INLERMNALIUNAL AFFLICATLIUN FUBLIDHALU UNULK [ NE FAILLNT CUUFLKATLIUN TREALY (L])

2N
(19) World Inteillectual Property Organization £ f’ e

International Burcau ,;‘-_“;J :’| JjaE
{43) International Publication Date T {10) International Publication Number
6 June 2002 (06.06.2002) PCT WO 02/43574 A2
(51) lawrnational Pateat Clnssification™ A6lB Us 60253, A7 (CONY
Filed on 29 November 2000 (29.1 1.2000)

{21} Iatevnationsal Application Number: PCT/USO1/45023

(71) Applicants (for all designaied Sictes excepr USy: XY,

(22) Ioternational Fillog Date: INC. [US/US]}; 1108 North Lemnay Avenue. Fort Collins,

29 November 2001 (29.11.2001) €O 80524 1US). COLORADO STATE UNIVERSITY.
! through [ts agent, COLORADO STATE UNIVERSITY
(25 Flling Language: English RESEARCH FOUNDATION (US/US]: Room 410, 601
(26) Publication Language: Einglish South Howes Street, Fort Collins, CO 80522 (US).
{72) Iaventors; and
Data:
30 :;'_'_;;::!m B o0 November 2000(29.112000) s (75) Isventors/Applicants for US ony: SEIDEL, George./
60253787 9 November 2000 (29.11.°000)  US E [US/US): XY. Inc, 1108 North Lemay Avenue, Fon
. Collins. CO 50524 (US). SUH, Tae Kwang [US/US}: XY.*
(63) Related by continmation (CON) or continuation-in-part I:s lllJ'I %onh Lemay Avenue. Font Collins, CO 80524 /
{CIP) ta eariler applications: (US). L1, Kebuan [US/US); XY. Inc.. 1108 North Lemay
Us 60253785 (CON) Avenue. Fort Colling, CO 80524 (US)
Filked on 29 Ngvember 2000 (29.11.2000)
[Continued on nex: page]

{54) Tile: SYSTEM TO SEPARATE FROZEN-THAWED SPERMATOZOA INTO X-CHROMOSOME BEARING AND
Y-CHROMOSOME BEARING POPULATIONS

{57) Abatract: Devices. compositions. and methods for handling, s=p-
arating. packsging, and udlization of spermatozoa (1) thot can be de-
rived from previously frozen sperm sampels collected forma male mam-
mel.Specifically. techniques 1o oniformily stin (2) spermatozoal DNA
even when derived fram previously frozen sperm and separation tech.
niques to seperate and isolae spermatoczoa even when derived from pre-
viously frozen sperm samples into X-chromosome bearing and Y-chro-
mosome bearing populations having high purity.

WO 02/43574 A2
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(74) Agent: MILES, Cruig, R.; Santangelo Law Offices, P.C.,
Third Foor, 125 Souh Howes, Fant Collins, CO 80521
(Us.

(81) Deslgnated Stutes frationai): AE. AG, AL. AM. AT, AT
(utility model), AU, AZ, BA. BB, BG, BR, BY. BZ CA.
CH. CN, CQ, CR. CU, CZ, CZ (uility model), DE. DE
(utility model, DK. DK (utitity model), DM. DZ. EC. BE,
BE (utilivy modal), ES. F1, F1 (utility model), GB, GD, GE.
GH, GM, HR, HU, ID, L. IN. IS, JP. KE. KG, KP. KR,
KZ LC, LK. LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG. MK,
MN, MW, MX, MZ, NO, NZ. OM. PH, PL, PT. RO. RU,
SD. SE, S0, SL SK. SK (utility modeb), SL, TJ, TM. TR,
TT. TZ UA. UG, US, UZ. VN, YU, ZA. ZM, ZW.
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SYSTEM TO SEPARATE FROZEN-THAWED SPERMATOZOA INTQ
X-CHROMOSOME BEARING AND Y-CHROMOSOME BEARING POPULATIONS
This application claims the benefit of United States Provisional Patent Application
No. 60/253,787, filed November 29, 2000 and United States Provisional Patent Application
No. 60/253,785, filed November 29, 2000, each hereby incorporated by reference herein.

L TECBNICAL FEILD

‘The invention involves the sabstantiaily uniform binding of fluorochrome(s) to the
DNA within mammalian spermatozoa (or sperm cells) allowing such labeled spermatozoa to
be separated into high purity X-chromosome bearing and Y-chromosome bearing
populations. Specifically, methods for the substantially uniform binding of fluorochrome(s)
to the DNA of mammalian spermatozoa contained within previously frozen and then thawed
semen. In addition, the invention further involves devices, methods, and compositions for
the use of high purity separated X-chromosome bearing and Y-chromosome bearing
populations of spermatozoa from previously frozen-thawed semen in processes invoiving, but
not limited to, artificial insemination, surgical insemination, and in-vitro fertilization and
embryo culturing techniques.

I. BACKGROUND .

Sperm can be collected from a great variety of mammals and then separated into X-
chromosome bearing and Y-chromosome bearing populations based upon the difference in
DNA content. In some conventional methods of spermatozos separation, the DNA content of
the spermatozoa to be separated can be stained with a fluorochrome(s) that upon excitation
emit(s) a measurable amount of flnorescence. Because X-chromosome bearing spermatozoa
contain a greater amount of DNA than Y-chromosome bearing spermatozos, each X-
chromosome bearing spermatozos has the capacity to bind a relatively greater amount of
fluorochrore than the corresponding Y-chromosome bearing spermatozoa. Comparison of
the relative magnitude of emitted fluorescence upon excitation of the flucrochrome(s) allows
the isolation of X-chromosome bearing spermatozos from Y-chromoscome bearing
spermatozoa as described by United States Patent No. 5,133, 759, hereby incorporated by
reference.
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Even though X-chromosome bearing spermatozoa and Y-chromosome bearing
spermatozoa have been differentiated by and separated based upon the difference in emitted
fluorescence for many years, and even though there is large commercial market for isolated
populations of X-chromosome bearing spermatozoa and Y-chromosome bearing
spermatozoa, there remain significant problems yet to be resolved.

A significant problem with conventional methods of separating X-chromosome
bearing spermatozoa from Y-chromosome bearing spermatozoa can be that each r.esulting
population contains a significant number of incorrectly separated spermatozoa that belong in
the other population. This problem in differentiating betwesn spermatozoa can, in part, be
attributed to the Iack of uniformity in the amount of fluorochrome bound to the spermatozoal
DNA. .As such, a range in the amount of fluorochrome bound by X-chromosome bearing
spermatozoa is generated and a range in the amount of fluorochrome bound by Y-
chromosome bearing spermatozoa is generated. When these ranges in the amount of
flucrochrome overlap or yield some values that are similar, it can be difficult or impossible to
classify those individual spermatozoa to one population or the other with any degree of
certainty and cross contamination of the populations can occur,

This particular problem can be exacerbated with regard to spermatozoa obtained from
frozen and subsequently thawed mammalien semen. The mean purity for separatedY-
chromosome bearing spermatozoa population derived from previously frozen-thawed semen
can be 85% or less, and the mean purity for separated X-chromosame bearing spermatozoa
population derived from previously frozen-thawed can be 82% or less.

Another significant problem associated with staining of spermatozoal DNA can be the
detrimentsal effects on fertilization rates and subsequent embryonic development of fertilized
oocyte(s) (oocyte, o;)ﬁd, or ovum, or & plurality of same, as may be appropriate within a
specific application). One aspect of thig problem may be that the amount of stain bound to
the DNA may effect the viability of the spermatozoa resulting in lower fertilization rates.
Another aspect of this problem can be that the amount of time that elapses during the staining
of the DNA may effect the viability of the sperm resulting in lower fertilization rates.
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Another aspect of this problem may be that the amount of time that elapses during staining of
the DNA may lower subsequent cleavage rates of oocytes fertilized with such stained
spermatozoa. A 20% decline in cleavage rates have been observed for oocytes when staining
time requires 190 minutes as compared to when staining time requires 60 minutes. Another
aspect of this problem may be that the percent of oocytes fertilized with stained spermatozoa
that proceed to blastulation may be lower as described in the journai article entitled "In vitro
Fertilization with Flow-Cytometrically-Sorted Bovine Sperm", Theriogenology 52: 1393-
1405 (1999), hereby incorporated by reference herein. '

Another significant problem may be that cryopreserved sperm may demostrate
increased capacitation, and the length of time such spermatozoa are viable may be shortened.
As such, if previously frozen spermatozoz are to be separated into X-chromosome bearing
and Y-chromosome bearing populations that are to be subsequentty used in applications such
as in-vitro fertilization, in-vivo artificial insemination, or the like, then routine staining
procediires may have to be abbreviated to maintain suitable number of viable sperm cells.

As relating to the problems of staining spermatozoa uniformly, even when
spermatozoa are obtained from previously frozen-thawed semen; maintaining sperm viability;
separating stained spermatozoa into X-chromosome bearing and Y-chromosome bearing
populations, even when the spermatozoa being separated are obtained from previously frozen
semen; generating populations of X-chromosome bearing and Y-chromosome bearing
spermatozoa having high purity; and successfully using separated spermatozoa for artificial
insemnination, surgical insemination, énd in-vitro fertilization techniques it can be vmderstood
there are significant problems with conventiona] technology which are addressed by the
instant invention.

. DISCLOSURE OF THE INVENTION

A broad object of embodiments of the invention can be to provide DNA staining
technology that allows substantially uniform amounts of fluorochrome to be bound to the
DNA of all individus] spermatozoa bearing an X-chromosome and substantially nniform

3

€42



15

20

30

W 0243574 PCT/USO1/45023

amounts of fiuorochrome to be bound to all individual spermatozoa bearing & Y-chromosome

within an amount of semen.

One aspect of this broad object of the invention can be to narrow the range in
magnitude of emitted fluorescence for each of the X-chromosome bearing population and the

Y-chrompsome bearing population of spermatozoa upon passing through a fluorochrome
excitation source.

Another aspect of this broad object of the invention can be to increase the difference
between the mean values of magnitude of emitted fluorescence for cach of the X-
chromosome bearing population and the Y-chromosome bearing population of spermatozoa
npon passing through a fluorochrome excitation source.

Another aspect of this broad object of the invention can be to decrease the number
of spermatozoa incorrectly asgigned to each of the X-chromozome bearing population and the
Y-chromosome bearing population of spermatozoe.

Another aspect of this broad object of the invention can be to generate separate X-
chromosome bearing and Y-chromosome bearing populations having greater than 85%
purity or grester than 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, or even 99% purity.

Another broad object of embodiment of the invention can be to allow assessment ofa
wids range of genetics. Rather than being limited to the genetics of individuals from species
of mammals having proximity to a spermatozoa separating or sorting facility, genetics
representing a wide variety of individuals from numerous species can be transported as
frozen semen to distant spermatozoa separation facilities-for subsequent separation into X-
chromosome bearing and into Y-chromosome bearing populations. These species of
mammals may include, but are not limited to primates, such as chimpanzees, gorillas,
humans, or the like; marine mammals, such as whales, porpoises, or the like; bovids; ovids;
swine; capids; felids; or cquids, as but a fow examples. It may also include genetics that are
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considered rare becanse the species of mammmal may be endangered or few in number; or
considered rare because the individual has desirable morphological, physiological, or
intellectual attributes. )

Another broad object of embodiments of the invention can provide separation
technology for differentiating between X-chromosome bearing and Y-chromosome bearing
spermatozoa obtained from frozen-thawed semen.

Another object of embodiments of the invention can be to provide DNA staining
technology to more uniformly stain the DNA. of spermatozoa contained in frozen-thawed
gemen to improve the epparent resolution between X-chromosome bearing and Y-
chromosome bearing spermatozoa.

Another object of embodiments of the invention can be to provide high purity
artificial insemination samples prepared from separated spermatozoa from frozen-thawed

Another object of embodiments of the invention can be to provide high purity low
dose atificial insemination samples prepared from separated spermatozoa from frozen-
thawed semen. '

Another object of embodiments of the invention cam be to provide high purity
insemination samples for surgical insemination procedures prepared from separated
spermatozoa from frozen-thawed semen,

Another objest of an embodiment of the invention can be to provide high purity
insemination samples for in-vitro fertilization procedures prepared from separated
spermatozoa from frozen-thawed semen.

Another object of an embodiment of the invention can be to provide high purity
insemination samples for in-vitro fertilization procedures prepared from separated

5
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spermatozoa from frozen-thawed human semen,

Another object of an embodiment of the invention can be to provide technology for
staining snd separation of spermstozoa from frozen-thawed sperm into X-chromosome
besring populations and Y-chromosome bearing populations for in-vitro fertilization of
oocytze(s) that is not detrimental to cleavage rates or embryonic development.

Naturally firther objects of the invention are disclosed throughout other areas of
specification.

IV.  BRIEF DESCRIFTION OF THE DRAWINGS
Figure 1 shows a particular embodiment of the invention for staining the DNA of
spermatozoa conteined in frozen-thawed semen.

Figure 2 shows a particular embodiment of the invention for separating spermatozoa
from frozen-thawed semen into X-chromosome bearing and Y-chromosome bearing
spermatozoa.

Figure 3 shows a further view of a particular embodiment of the imvention for
separaiing gpermatozoa from frozen-thawed semen into X-chromosome bearing and Y-
chromosome bearing spermatozoa.

V.  MODE(S) FOR CARRYING OUT THE INVENTION

To routinely separate spermatozoa (live, fixed, visble, non-viable, ormclei) into high
purity X-chromosome bearing samples and into Y-chromosome bearing samples, the method
used to sort the X-chromosome bearing and ‘Y-chromosome bearing spermatozoa must
provide sufficient resolution of the X-chromosome bearing spermatozoa from the Y-
chromosome bearing spermatozoa so that separation ar sorting step(s) can be achieved
without substantial cross contamination.

Resolution or differentiation of spennatozoa can be based upon ascertsining the
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difference in the fluorescent emission from the amount of fluorochrome bound to the DNA
within the X-chromosome bearing spermatozoa upon excitation and the flucrescent emission
ﬁomtheamountofﬂuurochmmebomdmtheDNAwithintheY-d;mmosomobeaﬁng
spermatozos upon excitation. Separation of X-chromosome bearing spermatozoa and Y-
chromosome bearing spermatozoa based upon this measurable difference may then be
achieved by a number of methods such as flow cytometry, liquid chromatography, gel
electrophoresis, and other techmologies that similarly compare the relative magnitude of
fluorescence to differentiate between X-chromosome bearing spermatozos and the Y-
chromosome bearing spermatozoa.

Spermatozoa separation systems can have problems differentiating between the
fluorescent emission generated by the fluorochrome bound to the DNA of X-spermatozoa,
and the fluorescent emission generated by the fluorochrome bound to the DNA of Y-
spermatozoa upon exmtnnon when the amount of the fluorochrome bound to the DNA of
individuali spermatozoa is not congistent within the Y-chromosome besring or X-
chromosome bearing populations. These difficulties in differentiating between the amount of
fluorescent emissions generated by the bound fluorochrome(s) become exacerbated when
spermatozoa arc obtsined from frozen-thawed sperm which are steined by conventional
techniques.

The failure to stain the spermatozoal DNA consistently can generate a broader range
of fluorescing species for both X-chromosome bearing and Y-chromosome bearing
populations of spermstozoa. This broader range of fluorescing species for the two
populations results in an increased range of apparent DNA molecular weights and a
decreased ability to resolve X-chromosome bearing from Y-chromosome bearing
spermatozoa. The decrease in resolution makes geparstion of the X-chromosome bearing
spermstozoa from the Y-chromosome bearing spermatozoa more difficult and results in cross
contamination between populations and a lower purity of separated spermatozoa samples are
obtained.

Particular embodiments of the invention provide technology to stain the DNA of live
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viable spermatozoa or the spermatozoal DNA of frozen-thawed semen specimens to allow
increased resolution of X-chromosome bearing from the Y-chromosome bearing spermatozoa
resulting in high purity X-chromosome bearing and high purity Y-chromosome bearing
populations of sperm cells. As such, it is understood that the term high purity can mean
greater resolution of the X-clnomosome bearing from the Y-chromosome bearing
spermatozoa compared to conventional steining technology for a given application. High
purity can also mean less cross contamination betweerl separated spermatozoa populations
compared to conventional separation technologies.

For example, in particuler flow cytometry embodiments of the invention, high purity
for stained frozen-thawed live spermatozos r.m mean sorted populations of X-chromosome
bearing spermatozoa and Y-chromosome bearing spermatozoa having a purity greater than
about 85%. However, if live viabje sperm or sperm nuclei are being sorted high purity may
mean X-chromosome bearing and Y-chromosome bearing populations having a purity greater
than about 90%. As canbe understood, the definition of high purity is contextual involving &
comparison of the results obtained from each embodiment of the invention compared to the
results obtained when utilizing convention technologies for a particular application. In the
context of spermatozoe having DNA that steins poorly, such as previously frozen-thawed
spermatozoal DNA, high purity can mean populations of isolated spermatozoa bearing
greater than 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
or 99% of either mX—chmmosomnoraY-chro:.nosome.

Embodiments of the invention can inciude spermatozoa collected from numerous
species of male mammals, and the invention should be understood not to be limited to the
species of male mammals described by the specific examples within this application. Rather
the gpecific examples within this application are intended to be illustrative of the varied and

" numerous species of male mammals from which semen can be collected and utilized in

certain embodiments of the invention. Embodiments of the invention, for example, may
include the spermatozoa of animals having commercial value for meat or dairy production
such as swine, ovids, bovids, equids, buffalo, or the like (naturally the mammals used for
mesat or dajiry production may vary from culture to culture). It may also include the
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spermatozoa of various domesticated mammalisn species encompassed by canids and felids,
It may also include spermatozoa from individuals of various mammalian species that have
uncommon attribute(s), such as morphological characteristics including weight, size, or
conformation, or other desired characteristics such as speed, agility, intellect, or the like. It
may also include spermatozoa of primates, including but not limited to chimpenzees, gorillas,
or humans and the spermatozoa from marine mammals such as whales and dolphins, It may
also include frozen-thawed spermatozoa from all the various mammals above-described and
further, including but not limited to, the spermatozoa of deceased donors, from rare or exotic
mammgels, zoological specimens, or endangered species.

_ Now referring primarily to Figure 1, particulsr embodiments of the invention can
comprise semen containing spermatozoa (1) collected from a male mammal, including but
not limited to, those above-described. The spermatozoa can be incubated in a concentration
of Hoechst 33342 stain (2) of greater than about 40 pM at a temperature between about 30 ©
Centigrade and about 40° Centigrade for a duration of time between 50 minutes to 200
minutes to stain spermatozoal DNA with sufficient aniformity to allow X-chromosome
bearing spermatozoa to be differentiated from Y-chromosome bearing spermatozoa based
upon the magnitude of fluorescence at a rate greater than about 85%.

The concentration of Hoechst 33342 stain between 40 uM and 2500 M , the
temperature between 30 ° Centigrade and about 40° Centigrade, and the duration of time
between 50 minutes and 200 minutes can be selected to adjust the purity of the separated X-
chromosome bearing and Y-chromosome bearing populations, or can be selected to promote
cleavage rates and embryonic development, as further discussed below.

For example, when staining spermatozoal DNA from certain bovine species, the
concentration of Hoechst 33342 can be increased to between about 200 pM and about
2500pM, incubated for a period of time between about 60 minutes to about 190 minutesata
temperature of about 37 ° Centigrade. Specifically with respect to certain frozen-thawed
bovine spermatozoa, the Hoechst 33342 stain (2) can be adjusted to establish a concentration
of 2240pM and then incubeted for about 60 minutes at about 39 ® Centigrade.

9
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With respect to the cleavage rates of oocytes inseminated with mammalian sperm
cells treated according to the invention, the increase in stain concentration up to at least
2240uM does not appear to have a depressive effect on either cleavage or embryonic
development. Higher stain concentrations may actualy be beneficial with respect to certain
embodiments of the invention because the length of incubation time may be decreased
improving percent cleavage or blastocyst formation. From application to application the
concentration of Hoechst 33342, the length of incubation time, or both can be adjusted to
obtain the maximal cleavage rate and blastocyst formation, if desired.

Now referring primarily to Figures 2 and 3, flow cytometric embodiments of the
invention can include a cell source (3) which acts to establish or supply stained spermatozoa
(fresh, frozen-thawed, sperm nuclei, or the like) to be analyzed by flow cytometry. The cells
are depogited within a nozzle (4) in a manner such that the stained sperm cells are surrounded
by a sheath fluid (5). The sheath fluid (5) is usually supplied by a sheath fluid source (6) so
that as the cell source (3) supplies sperm cells, the sheath fluid (5) is concurrently fed through
the nozzle (4). In this manner the aheath fluid (5) forms a sheath fluid enviroroment for the
sperm cells. Since the various fluids are provided to the flow cytometer &t some pressure,
they flow out of the nozzle (4) and exit at the nozzle orifice (7). By providing a type of
oscillator (8) which may be very precisely controlled through an oscillator control (9),
pressure waves may be established within the nozzle (4) and transriitted to the fluids exiting
the nozzle (4) at the nozzle orifice (7). Since the oscillator () acts upon the sheath fluid (5),
the stream (10) exiting the nozzle orifice (7) eventually and regularly forms drops (11).
Because the sperm cells are at least partially surrounded by a sheath fluid environment, the
drops (11) can contein within them individually isolated spetm cells.

Since the drops (11) generally contain individual isolated sperm cells, the flow
cytometer can distinguish and separate droplets based upon the magnitude of fluorescence
emiited from the flucrochrome bound to the spermatozoal DNA. This is accomplished
through a cell sensing system (12). The cell sensing system involves at least some type of
sensor (13) which responds to the magnitude of flnorescence emitted by each sperm cell
contained within each drop (11). The sperm cell sensing system (13) may cause an action
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depending upon the relative presence or relative absence of fluorescence emitted by the
bound fluorochrome upon excitation by some stimulant such as the laser exciter (14). While
each spermatozoon can be stained by the fluorochrome, such as Hoechst 33342, as deseribed
above, the differing amount of DNA comprising the X-chromosome and ths Y-chromosome
causes different amounts of stain to be bound. Thus,byunsingth;-.dcgreeofﬂuomcence
emitted by the fluorochrome upon excitation it is possible to discriminate between X-bearing
spermatozos and Y-bearing spermatozoa by their differing emission levels.

In order to achieve separation and isolation of the appropriate sperm cells, the signals
received by sensor (14) are fed to some type of sorter discrimination system (15) which very
rapidly makes a differentiation decision and can differentially charge each drop (11) based
upon whether it has decided that the desired sperm cell does or does not exist within that drop
(11). In this mamer the separation or discriminstion system (15) acts to permit the
electrostatic deflection plates (16) to deflect drops (11) based on whether or not they contain
the appropriate spexm cell. As aresult, the flow cytometer acts to sort cells by causing them
to land in one or more collectors or containment elements (17). Thus by sensing some
propexty of the sperm cells (such as magnitude of fluarescense), the flow cytometer can
discriminate between sperm cells based on that particular characteristic and place thern in the
appropriate collector or containment element (17). In particular embodiments of the
invention using flow cytometry to sort spermatozoa, the X-bearing sperm cell containing
droplets are charged positively and thus deflect in one direction, and the Y-bearing sperm cell
containing droplets are charged negatively and thus deflect the other way, and the wasted
stream (containing unsortable sperm cells) remain uncharged and thus can be collected in an
undeflected stream into a suction tube, or the like,

Now referring primarily to Figure 3, the nozzle (4) emits a stream (10) which because
of the oscillator (8) (not shown in Figure 3) forms drops (11). Since the sperm cell source (3)
(not shown in Figure 3) may supply sperm cells (1) which may be stained according to the
above-described invention, the light emission from the bound flucrochrome excited by laser
exciter (13) can be differentially determined by sensor (14) so that the existence or
nonexistence of a charge on each drop (11) as it separates from stream (10) can be controlled
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by the flow cytometer. This control results in positively charged, negatively charged, or
uncharged drops (8) based upon the sperm cell contained within each drop (11). As shown
by Figure 3, certain drops are shown as deflected drops (18). These deflected drops (18) are
those containing spermatozoon differentiated by bearing either an X-chromosome or & Y-
chromosome. Separated spermatozoa are then isolated in an appropriate collection element
or containment element (17) for later use.

Embodiments of the invention can comprise droplets (11) each containing a sperm
cell (15) bearing either an X-chromosome or a Y-chromosome. Droplets containing X-
chromosome bearing sperm cells can be isolated into containment element(s) (17) at a rate of
at least 1000 per second or at a rate greater than about 1000 per second, such as 2000 per
second, 3000 per secand, 4000 per second, 5000 per second, or higher. Similarly Y-
chromoeome bearing sperm cells can be isolated at a rate of at least 1000 per second orata
mte greater than about 1000 per second, such as 2000 per second, 3000 per second, 4000 per
second, 5000 per second, or higher. In some embodiments of the invention, droplets
containing X-chromosome bearing sperm cells and droplets containing Y-chromosome
bearing sperm cells are simultaneously seperated and isolated into containment elements each
at a rate of at least 1000 per second, or greater than 1000 per second, snch as 2000 per
second, 3000 per second, 4000 per second, 5000 per second, or at even higher rates.

Embodiments of the invention can elso inciunde artificial ingemination samples
prepared from sperm cells collected from mele memmals (which can be frozen and thawed
with respect to some embodiments of the invention) that are then stained and separated
according to embodiments of the invention above-described. The artificial insemination
samples can then be utilization in artificial insemination protocols. For example, 8 bovine
artificial insemination sample prepared from separated spermatozoa according to the
invention can comprise fewer than 10 x 10° viable spermatozoa contained within a straw.
Low dose artificial insemination samples for bovine artificial insemination can contain as few
as 1-3 x 10° viable spermatozoa, or even as few as 150,000 spermatozoa as described in
United States Patent Application 09/001,394, or PCT Patent Application US98/27909, each
hereby incorporated by reference. Artificial insemination samples, having a regular number
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of separated sperm cells or 2 low dose of separated sperm cells can be used in animsl
breeding programs, such as those described in United States Patent Applications 60/224,050
and 60/21,093, each hersby incorporated by reference.  Artificial insemination samples
containing previously frozen and thawed spermatozoa stained and separated according to the
invention can also be utilized in conjunction with synchronized breeding programs using
superovulated animals as described in United States patent Application 09/001,454, hereby
incorporated by reference herein. Naturally, for frozen sperm cells that are of limited
availability because the male mammal is deceased, or the male mammal is a rare or exotic
animal, an artificial insemination sample prepared according to the invention may contain
even fewer spermatozoa.

The number of viable separated spermatozoa that are stained, separated, and isolated
into X-chromosome bearing or Y-chromosome bearing populations according to the
invention that are used in an artificial insemination semple can very based upon the apecies of
mammal to be artificially inseminated. For example, equine artificial insemination samples
prepared from separated spermatozoa may require a higher number of viable separated
spermatozoa relative to the bovine application, as described in PCT Patent Application
1US99/17165, hereby incorporated by reference. An embodiment of an equine insemination
sample may, as but one example, contain between about forty million to about one-hundred
million spermatozoa. '

In certain embodiments of the invention, the insemination semple containing
separated spermatozoa collected from a male mammal or obtained from frozen-thawed sperm
may be packaged for use with surgical insemination procedures

Sperm cells stzined, separated, or isolated according to the invention can also be used
to fertilize oocyte(s) in-vitro (IVF). An attractive feature of IVF can be that fewer separated
sperm are need than for artificial insemination. It may be desirable to use the fewest sperm
possible, especially if the male mammal is deceased, rare, or exotic or if the spermatozoa are
stained or separated in accordapnce with various embodiments of the invention. Also,
commercial availebility of sparm cells separated into X-chromosome bearing and Y-
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chromosome bearing populations, especially when the male mammasl is located a distance
from the female mammal, or is exotic, rare, or has desirable attributes, will likely result in
greatly expanded use of IVF in breeding programs. Certain embodiments of the invention
can include devices and methodologies for the use of separated spermatozoa, inclnding but
not limited to frozen-thawed sperm cells, with respect to the in-vitro fertilization of oocytes,
the in-vitro cocyte maturation, or the in-vitro culture of zygotes, such as those described in
the journal article by Lu, K.H., Cran D.G., and Seidel, G. E., In-vitro Fertilization With Flow
Cytometrically-Sorted Bovine Speom, Theriogenology, 52, 1393-1405 (1999), hereby
incorporated by reference.

Certain embodiments of the invention involving the production or éene.ration of
mammalian embryos can comprise collection of semen (1) from a male mammal or obtaining
semen or spermatozos (1) that are or have been previously frozen According to
embodiments of the invention described above, the semen is combined wtih Boechst 33342
(2) stain to establish a concentration of between 40 uM and 2500 pM. The sperm cells are
incubated with the Hoechst 33342 stain at a temperature between about 30 ° Centigrade and
about 40° Centigrade for a duration of between about 50 minutes to about 200 minutes. The
stained sperm cells may be sepamated and isolated into X-chromosome bearing and Y-
chromosome bearing populations according to embodiments of the invention described above
or by other spexm cell separation techniques that also differentiate X-chromosome bearing
spermstozoa from Y-chromosome bearing spermatozoa based upon the magritude of
fluorescence. The isolated sperm cells may then be used to fertilize oocytes from a female
mammal of the same species, and in some cases from female mammals of different species,
in-vitro.

As an example of an application of embodiments of the invention involving frozen
bull sperm i IVF applications, sperm samples from two bulls were stained either at a
concentration of 224 pM or 2,240 uM of Hoechst 33342 and the stained spermatozoa were
then bulk sorted on a flow cytometer at 1000 sperm/sec into 2% egg yolk citrate.
Spermatozoa were inseminated at 1x10°/mL and embryos were cultured in the mSOF system
described by Tervit HR. et al., Successful Culture In-Vitro of Sheep snd Cattle Ova, J.
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Reprod. Fertil., 30:493-497 (1992), hereby incorporated by refermm- Threereplicates were
carried out for bull 1 and one replicate for bull 2 (Table 1).

Table 1. Effect of stain concentration on cleavage and developmental rates of oocytes
inseminated with separated stained spermatozoa from frozen-thawed sperm.

No. Hoechst 33342 Staining time No. %cleave %
Bull Ejaculates conc. (uM) required (min) oocytes blastocysts/
oocyte
1 3 224 190 368 44° 17
1 3 2240 60 373 60° 23
2 1 224 190 86 23 o
2 1 2240 60 81 42" 16*

%> Percentages within bulls within columns with different superseripts differ (P<.025, ')

As can be understood , It can take much longer to stain frozen-thawed sperm so that
they can be resolved during separation at the lower stain concentration than at 10X stain
concentration. The differences observed in cleavage rates between the two stain
concentrations most likely can be atiributed to the extended incubation time at the lower stain
level. It appears that a 10-fold increase in stain concentration does not have depressive effect

on either cleavage of embryonic development.

As can be casily understood from the foregoing, the basic concepts of the present
invention may be embodied in a variety of ways. It involves the staining of spermatozos,
whether fresh spermatozoa or frozen-thawed spermatozos, separation and isolation
techniques which may be used with such stamed spermatozoa, as well as devices to
accomplish the staining, separation, and isolation of such stained spermatozoa into X-
chromosome bearing and Y-chromosome bearing populations, In this patent spplication, the
staining and separating techniques used with spermatozoa are disclosed as part of the results

15
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shown to be achieved by the various devices described and as steps which are inherent to
utilization. They are simply the natural result of utilizing the devices as intended and
described. In addition, while some devices are disclosed, it should be understood that these
not only sccomplish certain methods but also can be varied in a number of ways.
Importantly, as to all of the foregoing, all of these facets should be understood to be
encompassed by this disclosure.

The discussion included in thig infernstional Patent Cooperation Treaty patent
application is intended to serve as a basic description. The reader should be aware that the
specific discussion may not explicitly describe all embodiments possible; many alternatives
are implicit. It also may not fully expiain the generic nature of the invention and may not
explicitly show how each feature or element can actually be representative of a broader
fugction or of a great veriety of alternative or equivalent elements. Agun. these are
implicitly included in this disclosure. Where the invention is described in functionally-
oriented terminology, each aspect of the function is accomplished by a device, subroutine, or
program. Apparatus claims may not only be included for the devices described, but also
method or process claims may be included to address the functions the invention and each
element performs. Neither the description nor the terminology is intended to limit the scope
of the cleims which now be included. ;

Further, each of the verious elements of the invention and claims may aiso be
achieved in a variety of manners. This disclosure should be understood to encompass each
such variation, be it a veriation of an embodiment of any spparatus embodiment, a method or
process embodiment, or even merely 2 variation of any element of these. Particularly, it
should be understood that as the disclosure relates to elements of the invention, the words for
each element may be expressed by equivalent apperatus terms ormethod terms -- even if only
the function or result is the same. Such equivalent, broader, or even more generic terms
should be considered to be encompassed in the deseription of each element or action. Such
terms can be substituted where desired to make explicit the implicitly broad coverage to
which this invention is entitled. As but one example, it should be understood that all actions
may be expressed 2s a means for taking that action or as an element which canses that action.

16
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Similarly, each physical element disclosed should be understood to encompass a disclosure
of the action which that physical element facilitates. Regarding this last aspect, as but one
example, the disclosure of a "sorter” should be understood to encompass disclosure of the act
of "sorting" — whether explicitly discussed or not -~ and, conversely, were there only
disclosure of the act of "sorting”, such a disclosure should be imderstood to encompass
disclosure of a "sorter” and even a "means for sorting”. Such changes and alternative terms
are to be understood to be explicitly included in the description. Additionally, the various
combinations and permutations of all elements or applications can be created and presented.
All can be done to optimize the design or performance in a specific application.

Any acts of law, statutes, regulations, or rules mentioned in this application for patent:
or patents, publications, or other references mentioned in this application for patent are
hereby incarporated by reference. Specifically, United States Provisional Patent Application
No. 60/253,787, filed November 29, 2000 and United States Provisional Patent Application
No. 60/253,785, filed November 29, 2000, are hereby incorporated by reference including
any figures or attachments, and each of references in the following table of references are
hereby incorporated by reference.

US Patent Documents
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32,350 Q2/10/87 Bhattacharva 1122774
3,687,806 08/29/72 Van den Bovenkamp 195 1.3 11/04/69
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3,894,529 0715775 | Shrimpton 128 1R 04/10/69
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In addition, as to each term used it should be understood that unless its utilization in
this application is inconsistent with such interpretation, common dictionary definitions
should be understood as incorporated for each term and all definjtions, alternative terms, end
synonyins such as contained in the Rendom House Webster's Unabridged Dictionary, second
edition are hereby incorporated by reference. However, as to each of the sbove, to the extent
that such information or statements incorporated by reference might be considered
inconsistent with the patenting of this/these invention(s) such statements are expressly not to
be considered as made by the applicant(s).

In addition, unless the context requires otherwise, it should be mnderstood that the
term “comprise™ or variations such as “comprises™ or “comprising”, are intended to imply the
inclusion of a stated element or step or group of elements or steps but not the exclusion of
any other element or step or group of elements or steps. Such tenms should be interpreted in
their most expansive form so 85 to afford the applicant the broadest coverage legally
permissible in countries such as Australia and the like.

Thus, the applicant(s) should be understood to have support to claim at least: i) each
of the staining, separation, isolation, insemination, or fertilization procedures as herein
disclosed and described, ii) the related methods disclosed and described, iii) similar,
equivalent, and even implicit variations of each of these devices and methods, iv) those
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alternative designs which accomplish each of the functions shown as are disclosed apd
described, v) those alternative designs and methods which accomplish each of the fimctions
shown as are implicit to accomplish that which is disclosed and described, vi) each feature,
component, and step shown as separate and independent inventions, vii) the applications
enhanced by the various systems or components disclosed, viii) the resulting products
produced by such systems or components, ix) methods and apparatuses substantially as
described hereinbefore and mm: to any of the accompenying exampies, and x) the
various combinations and permutations of each of the clements disclosed.

The claims set forth in this specification are hereby incorporated by reference as part
of this description of the invention, and the applicant expressly reserves the right to use all of
or a portion of such incorporated content of such claims as additional description to support
any of or all of the claims or any element or component thereof, and the spplicant further
expressly reserves the right to move any portion of or all of the incorporated content of such
claims or any element or component thereof from the description into the claims or vice-
versa as necessary to define the subject matter for which protection is sought by this
spplication or by any subsequent continuation, division, or continuation-in-part applicatian
thereof, or to obtain any benefit of, reduction in fees pursuant to, or to comply with the patent
laws, rules, or regulations of any country or treaty, and such content incorporated by
reference shall survive during the entire pendency of this epplication including any
subsequent continuation, division, or continuation-in-part application thereof or any reissue
orextenﬂonthereon
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VL CLAIMS

I claim:

A method of staining sperm cells collected from marmmals, comprising the steps of:

a
b.

collecting semen from a male mammal,

incubating sperm cells contained within said semen in a concentration of
Hoechst 33342 stain of g:uta‘thnnllomicm-molr,.

establishing the temperature at which said sperm cells in said concentration of
Hoechst 33342 stain are incubated between about 30 degrees centigrade and
about 40 degrees centigrade;

adjusting a duration of time said sperm cells are incubated with said
concentration of Hoechst 33342 stain between about 50 mimmites and about
200 minutes; and

staining DNA within said sperm cells with sufficient uniformity to allow X- |
chromosome bearing sperm cells to be differentiated from Y-chromosome
bearing sperm cells based upon the magnitude of fluorescence at a rate of
greater than sbout 85%.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 1,
wherein said male mammal is selected from the group of mammals consisting of
primates, bumens, swine, ovids, bovids, equids, canids, felids, and dolphins, -

A method of staining sperm ceils collected from mammals as described in claim 2,
wherein said male mammal comprises said bovid and said concentration of Hoechst
33342 stain is between about 200 micro-molar and about 2500 micro-molar.

A method of staining sperm cells collected from memmals as described in claim 2,
wherein said male mammal comprises said bovid and said concentration of Hoechst
33342 stain js 224 micro-molar.
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10.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 2,
wherein said male mammal comprises said bovid and said concentration of Hoechst
3342 stain is 2240 micro-molar.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 4,
wherein said step of adjusting a duration of time said sperm cells are incubated with
said concentration of Hoechst 33342 stain between about 50 minutes and about 200
minutes comprises adjusting said duration of time said sperm cells are incubated with
said concentration of Hoechst 33342 stain to about 190 minutes.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 5,
wherein said step of adjusting a duration of time said sperm cells are incubated with
said concentration of Hoechst 33342 stain between about 50 minmtes and about 200
minutes comprises adjusting said duration of time said sperm cells are incubated with
said concentration of Hoechst 33342 stain to about 60 minutes.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 1,
wherein said step of staining DNA within said sperm cells with sufficient uniformity
to allow X-chromosome bearing sperm cells to be differentisted from Y-chromosome
bearing sperm cells based upon the magnitude of fluorescence at arate of greater than
sbout 85% comprises differentiating said Y-chromosome bearing sperm ceils from
said X-chromosome bearing sperm cells based upon the magnitude of fluorescence at
a rate selected from the group consisting of 86%, 87%, 38%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, or 99%.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 8,
wherein said X-chromosome bearing sperm cells differentiated from said Y-
chromosome bearing sperm cells comprize viable sperm cells.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claims 1,
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11.

12.

13.

14,

2,6, 7, 8, or 9, further comprising the step of freezing said semen.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 10,
further comprising the step of thawing said semen.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 11,
wherein said step of staining DNA within said sperm cells with sufficient uniformity
to allow X-chromosome bearing spexm cells to be differentiated from Y-chromosome
bearing sperm cells based upon the magnitude of fluorescence at a rate of greater than
about 85% comprises differentiating said magnitude of fluorescence with a flow
cytometer. '

A method of staining DNA within frozen-thawed sperm cells, comprising the steps

of:

L collecting semen containing sperm cells from a mele mammal;

b. ﬁuezingmidsqnm containing said sperm cells;

c. thawing said semen containing said sperm cells;

d combining frozen-thawed semen with Hoechst 33342 stain;

e. establishing a concentration of said Hoechst 33342 stain between about 200
micro-molar and about 2500 micro-molar;

£ adjusting the temperature of said frozen-thawed semen in gaid concentration
of Hoechst 33342 stain to between sbout 30 degrees Centigrade and about 40
degrees Centigrade; and

g adjusting the duration of time said frozen-thawed semen in said concentration
of Hoechst 33342 stain incubates to between about 50 minutes and 200
minutes, whereby DNA within sperm cells contained in said frozen-thawed
ere stained with sufficient uniformity to differentiate between X-chromosome
bearing sperm cells and Y-chromosome bearing sperm cells on the basis of
magnitude of fluorescence.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 13,

34



15

25

30

W 024354 PCT/USO1/45023

15.

16.

17.

18.

15.

20.

wherein said male mammal is selected from the group of mammals consisting of
primates, humans, swine, ovids, bovids, equids, canids, felids, and dolphins.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 14,
wherein said male mammal comprises said bovid and said concentration of Hoechst
33342 stain is between about 200 micro-molar and about 2500 micro-molar.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 14,
wherein said male mammal comprises said bovid and said concentration of Hoechst
33342 stain i5 224 micro-molar.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 14,
wherein said male mammal comprises said bovid and said concentration of Hoechst
3342 stain is 2240 miczo-molar.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 14,
wherein said step of adjusting a duration of time gaid sperm cells are incubated with
said concentration of Hoechst 33342 stain between about 50 minutes and about 200
minutes comprises adjusting said duration of time said sperm cells are incubated with
said concentration of Hoechst 33342 stain to about 190 minutes.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 17,
wherein said step of adjusting a duration of time said sperm cells are incubated with
said concentration of Hoechst 33342 stain between abont 50 minutes and about 200
minutes comprises adjusting said duration of time said sperm cells are incubated with
said concentration of Hoechst 33342 stain to about 60 minntes.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claims 13,
15, 16, 17, 18, 19, or 20, wherein said step of staining DNA within said sperm cells
with sufficient uniformity to allow X-chromosome bearing sperm cells to be
differentiated from Y-chromosome bearing sperm celis based upon the magnituds of
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21.

23.

fluorescence at a rate of greater than about 85% comprises differentiating said Y-
chromosome bearing sperm cells from said X-chromosome bearing sperm cells based
upon the magnitude of fluorescence at a rate selected from the group consisting of
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, or 99%.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 20,
wherein said X-chromosome bearing sperm cells differentiated from said Y-
chromosome bearing sperm cells comprise viable sperm cells.

A method of staining sperm cells collected from mammals a5 described in claim 20,
wherein said step of staining DNA within said sperm cells with sufficient uniformity
to allow X-chromosome bearing sperm cells fo be differentiated from Y-chromosome
bearing sperm cells based upon the magnitude of fluorescence at a rate of greater than
about 85% comprises differentiating ssid magnitude of fluorescence with a flow
cytometer.

A method of generating mammalian embryos, comprising the steps of:

e collecting semen from 2 male mammal;

b. combining said semen from said male mammal with an amount of Hoechst
33342 stain;

c. establishing a concentration of Hoechst 33342 stain combined with said
semen to a concentration between about 40 mricro-molar snd about 2500
micro-molar;

d adjusting the temperature at which said sperm cells are incobated with said
Hoechst 33342 stain between sbout 30 degrees centigrade and about 40
degrees centigrade;

e adjusting the duration of time said sperm cells are incubated in said
concentration of Hoechst 33342 between about 60 minutes and about 200
minutes;

£  staining DNA within sperm cells contained in said semen with seid Hoechst
33342 stain; and
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26.

27.

28,

29,

g fertilizing oocytes with stained sperm celis,
whereby increasing the concentration of Hoechst 33342 stain and decreasing
the duration of time said sperm cells are incubated in said concentration of
Hoechst 33342 stain increases the percentage of said mammalian embryos
produced.

A method of staining sperm celis coltected from mammals as described in claim 23,
wherein said male mammal is selected from the group of marmmals consisting of
primates, humans, swine, ovids, bovids, equids, canids, felids, and dolphins.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 24,
wherein said male mammal comprises said bovid and said concentration of Hoechst
33342 stain is between about 200 micro-molar and about 2500 micro-molar.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 24,
wherein said male mammal comprises seid bovid and said concentration of Hoechst
33342 stain is 224 micro-molar.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 24,
wherein said male mammal comprises said bovid and said concentration of Hoechst
3342 stain is 2240 micro-molar.

A method of staining spexm cells collected from mammals as described in claim 26,
wherein said step of adjusting a duration of time said sperm cells are incubated with
said concentration of Hoechst 33342 stain between about 50 minutes and sbout 200
minutes comprises adjusting said duration of time said sperm cells are incubated with
said concentration of Hoechst 33342 stain to about 190 minntes.

A method of staining sperm cells coliected from mammals as described in claim 27,
wherein said step of adjusting & duration of time said sperm cells are incubated with
said concentration of Hoechst 33342 stain between about 50 minutes and about 200
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30.

31

32.

33.

34.

minutes comprises adjusting said duration of time said sperm cells ere incubated with
said concentration of Hoechst 33342 stain to about 60 minutes.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claims 23,
25, 26, 27, 28, 29, or 30, wherein said step of staining DNA within said sperm cells
with sufficient uniformity to allow X-chromosome bearing sperm cells to be
differentiated from Y-chromosome bearing sperm cells based upon the magnitude of
flucrescence at a rate of greater than about 85% comprises differentiating said Y-
chromosome bearing sperm cells from said X-chromosome bearing sperm cells based
upon the magnitude of fluorescence at a rate selected from the group consisting of
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, or 99%.

A method of staining sperm cejls collected from mammals as described in claim 30,
wherein s2id X-chromosome bearing sperm cells differentiated from said Y-
chromosome bearing sperm cells comprise viable sperm cells.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 30,
wherein said step of staining DNA within said sperm cells with sufficient uniformity
to allow X-chromosome bearing sperm cells to be differentiated from Y-clromosome
bearing sperm cells based upon the magnitude of fluorescence at a rate of greater than
about 85% comprises differentisting said magnitude of fluorescence with a fiow
cytometer,

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 32,
further comprising the step of isolating differentiated X-chromosome bearing sperm
cells and Y-chromosome bearing sperm cells into separate collection elements.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 33,
wherein said step of isolating differentiated X-chromosome bearing sperm cells and
Y-chromosome bearing sperm cells into separate collection elements comprises
isolating Y-chromosome bearing sperm cells into a separate collection element at a

38



10

15

30

WO 02/43574 PCT/US01/45023

35.

36.

37.

38,

39.

rate of about 1000 per second.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 33,
wherein said step of isolating differentiated X-chromosome bearing sperm celis and
'Y-chromosome bearing sperm cells into separate collection clements comprises
isolating X-chromosome bearing sperm cells into a separate collection element at a
rate of about 1000 per second.

A method of generating mammalian embryos as described in claims 23, further
comprising the step of freezing said semen.

A method of generating mammalian embryos- as described in claims 30, further
comprising the step of freezing said semen.

A method of genersting mammalian embryos as described in claim 36, further
comprising the step of thawing said semen.
A method of generating mammalisn embryos as described in claim 37, further

comprising the step of thawing said semen.

A flow cytometer system for isolating desired sperm cells, comprising:
a sperm cells obtained by thawing previously frozen semen, wherein said sperm

cells are incubated with a concentration of Hoechst 33342 stain between -

about 200 micro-molar and about 2500 micro-moler until DNA within said
sperm cells are stained with sufSicient vmiformity to allow X-chromosome
bearing sperm cells to be differentiated from Y-chromosome bearing sperm
cells based upon the magnitude of finorescence at a rate of greater than about
85%; _

b. a sperm cell source that supplies said sperm cells to a flow cytometer;

c. a sheath fluid source that creates a sheath fluid environment within said flow
cytometer in which said sperm cells are entrained;
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41.

42,

43,

45.

d. a nozzle through which said sperm cells pass while entrained in said sheath
fluid environment;
an oscillator that acts upon said sheath fluid as it passes through said nozzie;

f a spermcell sensing system responsive to said sperm cells;

g a separation discrimination system that acts to separate said sperms cells
having & desired characteristic; and

h a containment clement into which said sperm.cells having said desired
characteristic are collected.

A flow cytometer system for isolating desired sperm cells as described in claim 40,
wherein said sperm cells obtained by thawing previously frozen semen are obtained
from male mammals selected from the group consisting of primates, humans, swine,
ovids, bovids, equids, canids, felids, and dolphins.

A flow cytometer system for isolating desired sperm cells as described in claim 41,
wherein said male mammal comprises said bovid, and wherein said concentration of
Hoechst 33342 stain is between about 200 micro-molar and about 2500 micro-molar.

A flow cytometer system for isolating desired sperm cells as described in claim 41,
wherein said male mammal comprises said bovid, and wherein said concentration of
Hoechst 33342 stain is about 224 micro-molar.

A flow cytometer gystem for isolating desired sperm cells as described in claim 41,
wherein said male mammal comprises said bovid, and wherein said concentration of
Hoechst 3342 stain is 2240 micro-molar.

A flow cytometer system for isolating desired sperm cells as described in claim 42,
further comprising a duration of time said sperm cells are incubated with said
concentration of Hoechst 33342 stain between about 50 minutes and about 200
minutes.
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46.

47,

49,

50.

51.

52,

53.

A flow cytometer system for isolating desired sperm cells as described in claim 43,
wherein said duration of time about 190 minutes.

A flow cytometer system for isolating desired sperm cells as described in claim 44, i
wherein said duration of time about 60 minutes,

A flow cytometer system for isolating desired sperm cells ag described in claims 40,
42, 43, 45, or 48, wherein said X-chromosome bearing sperm cells to be
differentiated from Y-chromosome bearing sperm cells based upon the magnitude of
fluorescence at a rate of greater than about 85% is a rate selected from the group
consisting of 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, or 99%.

A flow cytometer system for isolating desired sperm cells as described in claim 48,
further comprising a collection element into which differentiated X-chromosome
bearing sperm cells are isolated.

A flow cytometer system for isolating desired sperm cells as described in claim 48,
further comprising a collection element into which differentiated Y-chromosome
bearing sperm are isolated.

A flow cytometer system for isolating desired sperm cells as described in claim 49,
further comprising a rate at which X-chromosome bearing sperm cells are isolated
greater than about 1000 per second.

A flow cytometer system for isolating desired sperm cells as described in claim 50,
further comprising a rate at which Y-chromosome bearing sperm cells are isolated
greater than about 1000 per second.

A method of generating mammalian embryos as described in claim 40, further
comprising the step of freezing said semen.
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55.

56.

57.

58.
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A method of generating mammalian embryos as described in claims 51, further
comprising the step of freezing said semen.

A method of generating mammalian embryos as deseribed in claim 53, further
comprising the step of thawing said semen.

A method of generating mammalisn embryos as described in claim 54, further
comprising the step of thawing said semen.

A method of producing a mammal having a predetermined sex comprising the steps

of:

o
b.

f.
-2

collecting semen from a male mammal;

freezing said semen;

determining the sex characteristic of a phurality of sperm cells contained
within said frozen-thawed semen;

geparating said sperm cells according to the determination of their sex
characteristic;

isolating sperm cells separated sccording to the determination of their sex in a
collection element;

eatablishing an artificial insemination sample from said sperm cells isolated
in said collection element;

inserting said artificial insemination sample into a female mammal of the
same species from which said semen was collected;
fertilizing at least one egg within said female mammal; and

producing an offspring mammal of the desired sex,

A method of producing a mammal having a predetermined sex as described in claim
57, wherein said male mammal is selected from the group of mammals consisting of
primates, humans, swine, ovids, bovids, equids, canids, felids, and doiphins.
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61.

62.

63.

65.

A method of producing a mammal having a predetermined sex as described in claim
58, further comprising the step of staining DNA within said sperm cells with a
concentration of Hoechst 33342 greater than 40 micro-moler.

A method of producing a mammal having a predetermined sex s described in claim
59, wherein said step of staining DNA within said sperm cells with a concentration of
Hoechst 33342 greater than 40 micro-molar comprises staining of sufficient
uniformity to allow X-chromosome bearing sperm cells to be differentiated from Y-
chromosome bearing sperm cells based upon the magnitude of fluorescence at a rate
of greater than about 85%.

A method of producing a memmal having a predetermined sex as described in claim
59, wherein said male memmal comprises said bovid, and wherein said concentration
of Hoechst 33342 stain is between about 200 micro-molar and about 2500 micro-
molar.

A method of producing a mammal having a predetermined sex as described in claim
61, wherein said male mammal comprises said bovid, and wherein said concentration

" of Hoechst 33342 stain is 224 micro-molar.

A method of producing a menumal having a predetermined sex as described in claim
61, wherein said male memmal comprises said bovid and wherein said concentration
of Hoechst 3342 stain is 2240 micro-molar.

A method of producing & mammal having a predetermined gex as described in claim
61, further comprising the step of adjusting a duration of time said sperm cells are
incubated with said concentration of Hoechst 33342 stain between about 50 mirmtes
and about 200 minutes.

A method of producing 8 mammal having a predetermined sex as described in claim
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68.

69.

62, wherein said step of adjusting a duration of time said sperm cells are incubated
with said concentration of Hoechst 33342 stain between about 50 minutes and about
200 minutes comprises adjusting said duration of time said sperm cells are incubated
with said concentration of Hoechst 33342 stain to about 190 minutes.

A method of producing a mammal having a predetermined sex as described in claim
63, wherein said step of adjusting a duration of time said sperm cells are incubated
with said concentration of Hoechst 33342 stain between about 50 minutes and about
200 minutes comprises adjusting said duration of time said sperm cells are incubated
with said concentration of Hoechst 33342 stain to about 60 minntes.

A method of producing a mammal having a predetermined sex as described in claims
57, 58, 61, 62, 63, 64, 65, or 66, wherein said step of staining DNA within said sperm
cells with a concentration of Hoechst 33342 greater than 40 micro-molar comprises
staining of sufficient uniformity to allow X-chromosome bearing sperm cells to be
differentiated from Y-chromosome bearing sperm cells based upon the magnitude of
flucrescence at a rate of greater than about 85% comprises a rate selected from the
group consisting of 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%., 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, or 99%.

A method of producing s mamnal having & predetermined sex as described in claim
67, wherein said step of staining DNA within said sperm cells with sufficient
uniformity to allow X-chromosome bearing sperm cells to be differentiated from Y-
chromosome bearing sperm cells based upon the magnituds of finorescence at a rate
of greater than about 85% comprises differentiating said magnitude of fluorescence
with & flow cytometer.

A method of staining sperm cells collected from mammals as described in claim 68,
wherein said step of isolating sperm ceills separated according to the determination of
their sex in a collection eletnent comprises isolating Y-chromosome bearing sperm
cells into a separate collection element at a rate of about 1000 per second.
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70.

71.

73.

74.

75.

A method of staining speym cells collected from mammals as described in claim 68,
wherein said step of isolating sperm cells separated according to the determination of
their sex in a collection element comprises isolating X-chromosome bearing sperm
cells into a separate collection element at a rate of about 1000 per second.

A method of producing a mammal having a predetermined sex as described in claim
57, further compriging the step of limiting the number of isolated sperm cells in said
artificial insemination sample to about 10% to about 50% of the mumber of said
sperm cells relative to a typical unseparated artificial insemination semple.

A method of producing a mammal having a predetermined sex as described in claim
58, wherein said mammal comprises said bovid and wherein said artificial
insemination sample has the number of isolated sperm cells limited to about one
million to three million.

A method of producing a mammal having a predetermined sex as described in claim
58, wherein said mammal is a bovid and wherein said artificial insemination sample
has the number of isolated sperm cells limited to between about one-hundred and
fifty thousand and about one million.

A method of producing a mammal having a predetermined sex as described in claim
57, wherein said mammal comprises said equid and wherein said artificial
insemination sample has the number of isolated sperm cells limited to between about
forty million and about one hundred million.

A method of producing a mammal having a predetermined sex as described in claims
71, 72, 73 or 74, further comprising the step of creating superovulation in said female
mammal fo create at least two eggs comprising the step of using an ovulatory
pharmaceutical to cause multiple eggs to be produced, and wherein said ovulatory
phamnaceutical is injected in half day increments between any of days 2 and 18 of
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Internasional Seorching Authorisy):
Dute (daw/mancivyear) Nisnber Courtry {ar regional Officy)

Box No. VIIT DECLARATIONS

The following declaratons are contuined in Boxes Nos. VIII (i) to (v) (inark the applicadis Number of
chech-boxes below and isficare in che right colisxn e mmmber of exch type of declaration): decisrations

Box No. V111 (i) Declaration as to the identity of the mventar

Box No. VIl (i) Declaration as to the applicant’s entitiement, as at the hrematiosal Sling
daw, to spply for and be granted a patem

Box No. VIII (iii) Declaration as to the applicant®s entitlement, ag at the inmternational filing
date, to tlaim the prioriry of the cxrlier application

B 0O 00

Box No. VI (iv) Declaration of inventorship (only for the purposes of the designation of the
United States of America)

[0 BoxNo.vmt (v Declarazion a3 to noo-prejudicial disclosures or exceptions to isck of savelty -

Forma PCT/RO/101 (third sheer) (March J001; reprine hay 2001) Sew Novas 1o the request form

é |



3ox Ne. VTl {ivi DECLARATION: [NVENTORSHIP [ouly for e sorosss of the desgmtnon of the Usiosd St of Agwereay

P dacaranan s CORTOTM I e 1oilowamryg S:anaarai=ed woralyg proveiad for v Seczan 114: e Nowas 1o doxes Vax, YTIL YT 0 o tv)
% gureray cove che speerie Notex 2 dox Vo. 771 tive. fckix 3o 1 mosueed cisit chest snoead not 26 ncTNGSd in the reqmess

Dectaragien of {nvesmraidp (Rudes 4,17/l and 518 Liax(}r))
fov tiw purpeses of te designacien of the Unted Stases of Amerse:

{ bareivy ceclare thu { believe | apt tte crvginal, o and sole (if only ous igwenstor 15 sz batow) or joing ( 1 are than one izvenpor
iy liszes] balgw) imvenmor of the scbyecs maser wirich is ciaimed el for wisich & pumt is songne.

This declxazion is directed o the internmsicasl appiicavion of which it Sy a part (if Sing declaterion with applicsrion).
m;:zmnmmmmmm.ﬂﬁ@.lf.@@?% ............ (if furnisking decisearion purssent
-] 2feer).

[ bersby declare tat oy residence. mailing Mddresy, and citbenship ave 19 sered et ™ oy came,

Ih&ymhlhemnﬂﬂﬂ“hmufhwmﬂmlhnnmlhdﬂm
aof sid applicarion. [have idensified in the resuest of said appiicstion. in carsplimnce wich PCT Ruie 4.10, any clsim o priarizy,
and | bave idamified below, under e heading “Prier Applicazions,” by applicxtion mmber, coustry or Member of the Wartd Trade
Omuhy.mﬂaﬂmof'ﬂml,mq@nhamnﬁsmﬁnﬂﬂdunmﬂyaﬂuhhﬂnﬂ
S-Hofmn.mlm ﬁmmmm_mmyoﬁ:hthum%ofm
baving 2 dute besoro thar applicarien on

Prior Applicasioa S, 60/253,783 , US 60/233,7 ; E filed 29 November 2000

------------------------------------------------------------------------------------

[ hereby axcknowiedge the dury @ disclose information thas is knows by me 0 be mmerizl m paenmbility an defined by
37CFR. § .96, including for contimusion-in-part applicarions, marerial informasion which beerme svailsble berween the filing date
af the prior application and the PCT internadonal Aling date of e corimmron-in-part applicasion.

T hereby declare thar all smrements made herein of my own imowledge are xoe and thar all srapements mads on information and belied
are belicved m be tue: and (ordher thar these statemenss were mads with the knowledge thae willful faise seaternenrs and she ke so
rasde are punishable by fine or imprisonmens, ar both, under Seczien 1001 of Tisle 1§ of the Uniced States Code and that such willful
fulse srazements mxy jeopardize S validity of the applicarion or any patest fesued thevesn

(-lyudaﬂwrus e ﬂ'qrphublc. w:mnﬂ)
3101 Arrowhead Road

---------------------------------------------------------------------------------

[nventor’s Signatare:
(if not conmiged in mwdhmuunadu hfnpm-h:humnmdmumuofm
added under Rule ZScer after the filing of the intermational  declzrarion tharis comrected or addad weder Rule 26t afer the
applicarion, The signarure must be thar of the invenror, aot therof ﬂu;ofhm:ppllm

the agem)

Residence , 2044 Glemmoor Drive, Fort Collims, Colorado 80321 USA

{city and either US staze, if applicable, or counzy)

Mailing Address: . 2044 Glermqor. Drive, ... ..., ittt teirinteensansiaaaretanra e
.Fort.Callins, Colorado.. BOS21. USA. ... . ... i it iiinenannas
Cisizenship: . . SOUth, Korea . . -

s Tonbet

(lfulmmnadmdumﬂ:unfd: mm:seumndor {of dgnature which [s not contained in the request. or of Be
added under Rule 26/er after the filing of the interasrional  declsrarion tharis correcsed oradded urder Rule 26cer after the
application. The signasure must be that of he inventor. sottharol  filing of the international spplicaton)

the agemt)

de

This declaration is cenzinued on the following sheet. “Contizuation of Bax No. VIII |iv)".

Forma PCT.ROVION (declaration sheet (ivj) (March 2001 mprinx July 2001) Sue Noves 2o :he requast form



U3z

Comtiemasion of Bog No. VIR (D w (v) DECLARATION

s respusr of rww or merw £ MPENE CORNRSUEN S Nt b sl
Shonis nut bet inciied in dhe rag—s

I —,—.—g—hm 9w 00 plremsh il oo wfaraman. sucinsiing st e Case e svove han e invaresry
-’:::.—-h!h VIIT o, tm swch cnon, 2--::—- [ L ¥ A:-.—qﬂuﬁi—dm
o om ﬁ-_-. S - o M p

iAo onch sagh dovinrenion.

iy may upgdd, this siwes

Nams: Kebuan Lu

Tasidencer 14 Burrough Fleld
g Togrl rem, Camiv-idge AL ORI

U
Mailing Addves 14 Burrough Field
o , Cambridga C34 9RW

 Unitsd Kingdom
Citizenship: Unized Kingdom o\

N

Inventor's Signature:

Date: Nevembop———pmd00l.
Geb (1,002

Form PCT/RO/101 (contimution shant for deslaracion) (Masch 2001 mpxine July 2001)

ﬁlMﬂ‘lMﬂlﬁm.



Box No. !X CHECK LIST: LANGUAGE OF FILING

This mormanensi appiicanon contnina:
(a) die fallowmy munoer of
sheets in paper form:

ddlm:nuhlal : 3
description (exchuiing
saqmeace listing put) :31
clxime 115
abstrags o |
tdrwings L I
Sub-total oumber of sheets : 53

listi of
e
f g mrlyr

=gy T

Total aumberof sheets : 58

() sequence lising purt of descrigeion Mled in
computer form

®Q mlv(udars:ﬁnnm(-xi))

a0 ndllunn filed in
(ldﬂ'S:mMI(l] u);
and nomber of carriers (diskete,
mm-llwdH)mwh?ldn
sequence: liting pary is conmined foddirional
copley 1y be indieated under ivews 1), in
right colunn):

This imermanontil application it accosfioamyd by the followng Numper
itemi 8} fmark the appiicaile chech-boaxes beiow und ingicze v of {temms

rigis coluwe the rasnbar of each itany
1. ] feccalcniangn sheet :
2§l original separste power of antemey (2) arrl Power : 4
1. O original general power of utmmey M(Z) :
4.0 wwofpu:lpwualm:rm’uu:mber
11

5. ] wxtement cxpiuizing lack of signarare
6. Ww-;m.:mmw::

LT ) H
7.0 tenlation of international spplicarion imo

(lOMgIOge): . . ... iiiiniren e iiare i,

3 mmﬂlﬂnumupmuw
= ar other biological material

9.[] sequence lining in compuzer readble form (indlcatz also type
and mumber of carriers (dizkene, CD-ROM, CD-R or other )
® [ copy sulumined for the of inteynarional search

udn-hlsl:lnrwly ﬂ mputofthe

incernational application) :
& Od (ﬂdyuh'mrb)ma-m{m is morked in left

colrmey) additional eopics including, where applicable,

the copy for the purposes of taternarional search under

Rule 13rer :
(i) O nm:mmrdmnmammldmm

the copy or copics with the sequence listing part
Mnlﬂﬂm

...................... 10. g_mw—lﬁmld:terofhmtual m.h:g
Figare of the drawings which . Language of filing of the
M:mhm Fig. 2 inremationel spplicxion: E_ngl:.sh

BoxNo. X SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REFRESENTATIVE
Next 0 wach signomry, indlicate the nome of the person sigxing and the cxparioy bn wiich the pertom sigre (if sach copariy 1s not ovises fram receling the reqees).

For receiving Office use only

1. Dare of actual receipt of the
I b uppr""- purporeed

e Pt

3. Canuuddﬂof:uh:::pthnhnm
received papers or drawings completing
international ppl:gmn.

* m“”“’!&mlﬁ“ i(2):

D fot received:

5, [mterpational Searching Authority
(if rovo or more are comperensy: IS A /

Transminal of search
until scarch fex & updmm

“0O

Date of receipt of the recard copy
by the Tazernational Bureau:

For [nternational Bureau use onty

Forra PCT/RO/101 (Last sheer) (March 2001; reprine July 2001)

See Nores to the regquest form



This sheet is not part of and doss not count s a sheet of the internanional appllcarion.

PCT

. _For receiving Office use only ———————
FEE CALCULATION SHEET _ o
Annex to the Request Imernational Application No.
hl
‘ﬂ‘hwrﬂ:;;ea.w’ XYFrozSorPCT Date samp of the receiving Office
Applican: Colorado State University through its agent
XY, Inc. and colorado State Universitv Research Foundation
CALCULATION OF PRESCRIBED FEES
I TRANSMITTALFEE . .« v v v o v vv e e e eeenn s |___240.00 [T]
Z SEARCHFEE . . . . . v i v v v e n t v tn on e e ne 700,00 [5]
[nternationat search o be carried out by
mmﬁmqumu&n-q:ﬁfﬂhm
3. INTERNATIONAL FEE '
Baslc Fea
Where item (b) of Box No. X applics, enter Sub-total number of shests
Where item (b) of Box No. IX does not apply, enver Total numbrer of sheets
Blamsoahees . ... ............. 382.00 _[b1 Il
[ 28 x 9.00 | 252.00 [w2]
mumber of sheets fies per shess
E _noﬂo . . . .
i e (ol s g i
mtnmthnﬂmm.ws:ﬁmml(l)fliﬁ;
400 x -l E]
fee per sheet
Add smounts entered at bi, hland b3 and encer ol atB . . . I 634.00 m
Desigoation Fees
The intemational appHcationt containg ______ designations.
6_ x 82.00 - |_492,00 [o]
mmber of designation fess amourt of designation fes
payable (naximn & "
Addamomnts entered t Band Dandepertosad 2t © . . . . . .. .. I 1126.00 m
o i oy m.."'",."“ﬂh“ﬂ“.a;u:mmﬂ”ﬁ:f.ﬁ
o be at [ is 25% of mdgmnugaﬁadm
4. FEE FOR PRIORITY DOCUMENT (f applicable) . . . . . . . . .. L 30.00 [7]
5, TOTALFEESPAYABLE . . . . . . . . . -t vt v v e s v n e 209.00
Add amounts entered 2t T, 8, { and P, and enter total in the TOTAL box TOTAL
L] The designaton fees are not peid at this time.
MODE OF PAYMENT
cheque ] vank dratt L] revemme stamps ] other (apecify:
AUTHORIZATION TO CHARGE (OR CREDIT) DEPOSIT ACCOUNT L.
(Tkis mada of payment may not be awailoble at all receiving Offices) Reeeiving Office: RO/
[] Authorization ts charge the total fees indiczzed sbove. Depock Accoust No.
[ (This check-box may be marked only if the conditions for deposir accounzs Duz=:
e caach , g  cor : X
gmmmm "u: total fees indlcated mmv{tﬁ‘m Name:
[ Authorization to charge the fee for priority document., Signature:
Form PCT/RO/101 (Annex) (March 2001; reprine July 2001) See Notes (0 the fas calculation shest

ur
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PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY - -
Ta: CRAIG R. MILES

SANTANGELO LAW OFFICES. P.C PCT

185 SOUTH HOWES, THIRD FLOOR

FORT COLLINS, COLORADO sosg1 NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF

THE INTEANATIONAL SEARCH REPOBT
OB THE DECLARATION
{(PCT Rule #.1)

iy 03 JUL 2002

FOR FURTHER ACTION  Scc puragraphs 1 and 4 below

Applicant's or agenct’s file reference

XYFROZSORPCT
Internationsl spplication No. Internationnl filing date

PCT/US0V/ 45098 19 NOYEMBER 2001
Applicant

XY, INC

'R @ ‘The applicant i hereby notified that the international search report has been established and js transmitted herewith.

Filing of amendments snd statement under Article 19:
The applicaat is entitled. if he so wighes, to smend the cluims of the international application {see Rule 48}

Whea? The time limit for filing such amendments in normally § months from the dace of trassmiteal of the
international search report; however, for more decails, see the notes on the accompanying sheet

Where? Directly to the International Buresu of WIPO
34, chemin der Colombettes
1211 Geneva 90, Switzerland
Facsimile No: (41-22) 740.14.85

For more detiled instructivns, see the nowes on the accompanying sheet.

L E] The applicant is kereby norified that ne international search repore will be estabiished and that the declarstion under
Artiele 17(2)(a) to that effeet is transmitted berewith.

s D With regard to the protest against payment of (an) additional fee(s) under Rule 40.9, the applicant ir notified thas:

D the protest rogether with the decision thereon has been transmitted to the International Bureau together with
the applicant’s request to forward the texes of both the protest and the decision thereen to the designated

D Offices.

uo decision bas been made yet on the protese; the applicant will be aotified as s00n ax 1 decision is made,

4. Funher action(s): The applicant is reminded of the ollowing:

Shortly after 18 months from the prierity date, the international application will be published by the International Bureau.
If the applicaat wishes to avoid or postpone publication. & nesice of withdrawal of the internazional spplication, or of the
priority claim, must reach the International Buresu as provided in rules D0 bis 1 and 0O bis 3, respectively, before the
compietion of the technical preparations for internationg] publication.

Within 1% moaths from the priority duce, 2 demand for international preliminary examination muse be filed if the applicant
wishes to postpone the eatry into the nutionsl phase varil 30 monchs from the priority dute (in seme Offices even later)

Within 20 monthe fram the priority date, the applicant must perfcrm the prescribed aets for entry into the national phrse
before all designated Offices which have not been elected in the demand or in a Incer election within 19 monche from the
priority date or could not be elected because they are not bound by Chapter 1L

Name and mailing address of the 1SA/US Authorized officer - \ u'u '?M {r
wdm-uﬂm PETER PARAS JR l?- I <
‘Washington, D.C. 80831 v

Facsimile No. {708) 305-3430 Telephone No.  (708) s08-0188
Form PCT/ISA/880 {(July 1888)w (See notas on accompanying shess)




PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(ECT Article 18 and Rales 43 aod 44)

Applicant’s or agent's file reference FOR FURTHER see Notification of Transmittal of Internationsl Semrch
XYFROZSORPCT ACTION il";-l'n PCT/ISA/a90) ma well a3, where applicable, item 8

Iacernazionsl spplication Na. International filing dure {daytmonth/year) | (Earliest) Priority Dare jlayinonth/year}
PCT/US01/+8088 49 NOVEMBER =001 19 NOYEMABER g000

Applicant

XY, INC

“This international search report has been prepared by this Interaational Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Arvicle 18. A copy is being transmitted to the Internasional Burem.

‘This international search reporc consists of a total of Qz—__lluell.

m It is also accompanied by a copy of each prior art document cited in chis report.

1. Basis of the report

& With regurd 1o the language, the internacional search was carried out on the besis of the incernational spplication in the
language in which it was flzd, unless otherwise indieated under chia item.
D the international search was carried out on the baxis of a translation of the international application farnished to this
Autherity (Rule 38.1(b))

b. With regard to any sucieotide and/or amino asid sequence disclosed in the inemational sapplication, the international search
was carried out on the bsis of the soquence listing:

contained in the internarional applicarion in writven form.

filed rogecher with the internationnl application in computer readable form.
furnished subseqoently 1o this Authority in writteg form.
fumished subsequently to this Authority In computer readable form.

the stazement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclomure in

the

the staaement that the information recorded in computer readable form is identical to the writhen soquence listing bas been
fomished.

Cevtain claims were found unsenrchable (See Box ).

Unity of invention is lucking (See Box 1)

ith regard to the title,

OoOoOo0Oo0on

# oon
£

the text is approved a3 submirted by the applicant.

O Ed

the rext has been eptablished by this Authority 1o read ar follows:

8. 'With regard to the abstmr, .
the text is spproved as submitted by the applicant.

D the text has been escablished, sccording ta Rule 38.2(b), by thix Authority as it sppears ia
Box 1I1. The applicant may, within one month from the date of mailing of this international
search report, submit comments to this Authority.

8. The figure of the drawings to be published with the abstract is Figure Ne.

D as suggested by the spplicant. m None o the figures.
D because the spplicant failed to suggest a figure,

D because this figure better characterizer che invention.

Form PCT/ISA/w10 {first sheet} (July 1808}



wy

INTERNATIONAL SEARCH REPORT International spplication Ne.
PCT/CS501/45023

e = -

A CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

1IPC{7) CiaN 5/00, 3/08, 13/00; C19M 1/00; A0IK aT/00, 87/033
US CL : +35/395, 960.1. 288.5; 500/8, 31
According to [aternacional Patent Classification (1PC) or te both national classificarion and IPC

B. PIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (clasification sysem followed by classification symbols)
US. : +35/385, 2403.1, 288.5; 800/3, 21

Ducumaentation searched other then minimum documentstion to the extent that mch documents are included in the fie
rearched .-

Electronic daca baze consulted during the internacional search (name of data base and, where practicable, search cerms usec
WEST, MEDLINE, BIOSIS, EMBASE, SCISEARCH, CAPLUS

C  DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catsgury® |  Citation of document, with indicatian, where spproprinte, of the relevant passager Relevast 1o clsin

Y US 5,439,362 A (SPAULDING) 08 August 1995, see entire| 1-75
document.

Y US 5,780,230 A (LI et al) 14 July 1998, see entire document. 1-75

Y US 5,919,621 A (BROWN) 06 July 1999, see entire document. 1-75

Y US 6,071,689 A (SEIDEL et al) 06 June 2000, see entire document, | 1-75

Y US 6,149,867 A (SEIDEL et al) 21 November 2000, see entire| 1-75

document.

D Further documents are listed in the continuarion of Box C. D See putent fumily annex.

- Bpglal salageries of clind desunwmix -, later docwasnt published affer ibe Intanational filing date or geic

data and sl In ssuflisl with the applinatias Il elird ts andemi
- doomment the slai of the srt whish i xct pensidersd
o "Hll_h:"l 2 the prinalple or theary nnderlying che Invenilen
- austler doemmynt publisked ow or affer the inwmacional flling date X At o peatlonlar miemace: S clalmes inveution ssene
L dnpmmant whish sy Uoew lmbn e pieriy cladads) w wikh b whew the Asansmemi s kb aloo
olwd ® splablish the pablimtion dale of smsther clistien or sibar . ‘ol tar vha alaimed [xvmutian
o ommakdsred e [nvelve sn lnventive sy whas the dosupent s sunln
- damment wiyring t» ap ezl dslsmm, s, mhbitiss o sthey with ¢se or mews mthar oovh dowmmmiy, ek sombination
SR abvioms to & pemmg skilind in tha art
- decuzows| Ushad e isterpatioms] dota bt lamr -
‘ll‘ﬁlﬁ '..Fh'“ -rn, Oling x Secumynt mewber of the sams palest fumlly
Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the international search report
o1 JUNE 2002 0 3 JUL 2002
Name and mailing address of the ISA/US Authorized officer -
Commissioner of Patens sand Trademarks ; LLC ¥
Bax PCT PETER PARAS JR
Washingsen, D.C. 20231
Fucrimile No.  (709) s05-3830 Telephone No.  (703) 308-8340

Form PCT/ISA/7210 (sccand sheer) (uly 1998)w



Express M1 .. EV0844484675US u ?

The demand must b jilad ciractly with the compessns Interrational Prefistinery Exowining Aushority or, f rwo or more Awthorities are
with the ong chasen by the cppiicant. The fidl nome or two-leter code of dut Awhorty may be indicaed by the appiicas: an the ling beiow:

IPEA/US - y

PCT CHAPTER II

DEMAND
under Article 31 of the Patent Cooperation Treaty:
The undersigned request that the internationsl spplication specified below be the subject of
inmﬁonﬂpnlmuymmmdm;mhrungupulﬁmnuymd

hereby elects all aligible States (except where atherwise indi

For intcrnetional Preliminery Exsmining Anshority use only
Identificarion of IPEA | Date of receipt of DEMAND

BexNo.I DENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION Ax"'fﬁ;rz.z.go.:;grmm
Itemarional application Ne. " | intemational flling date (dawinonthper) | (Earlicst) Priority date (depivanthienr)
PCT/US01/45023 29 November 2001 28 November 2000

Title of mvention

Sysiam To Separats Frozen-Thawed Spermatozoa Into X-Chramosome Bearing And Y-Chromosome Bearing
Populstions

*| Box Na. I APPLICANT(S)

: =) a Te No.
e e e o e . | 3113
XY, Inc. [ Facsimile No.
1108 North Lemay Avenue (970) 453-3114
Fort Collins, Colorado 80524 Teleprinter No.
United States of America |
Applicant’s registration No. with the Office
Stata fthat Iy, cownery) of nationality: State that i, esuntry) of residence:
us us

Name and address: (Fanlly sems followed by ghven asar; S o lege sty fill afficiol decignudion. The asbivese west inchule pestal cods and nowg of coumarp)

COLORADO STATE UNIVERSITY through its agent
Colorado State University Research Foundation

601 South Howes, Room 410

Fort Collins, Colorado 80525

United States of America
State fthat is, country) of nationality: State (Mhat Ix, country) of residence:
us us

Name snd address: (Fadly naver folowaed dy ghoen seny: for @ agel entiy, full official designation. The ssidrexs mwat Inchuis possl cnde and nmwe of comrs)
SEIDEL, George E.

3101 Amrowhead Road -

Fart Collins, Colorado 80535

United States of America

State (that is, couniry) of nationalicy: Smre (thot iz, country) of residence:
us us

m Further applicants ave indicated om a contimuation sheet.
Form PCT/IPEA/4D] ({first shee) (March 2001; reprint July 2001) Sea Notes 1o the demand form




Internationa) application No.

SwerNo. 2° ° | poTAIS01/45023

Contizuation of Bax No. I  APPLICANT(S)
'ona of the flllawing ssai-icuees it usesl, thix share shoid ot b inclided in the deowamed.

Name und address: (Family nmes fulkowed by ghven rom: for o legal outin fill official designation. The alirmg masst inckads ponal code sud nems of comry)
SUH, Tae Kwang

2044 Glenmoor Drive

Fort Collins, Colorado 80521

United States of America

State {thos x, counrry) of nationality: State fikat is, comnry} of meaidence:
KR us

Name md address: (Family nme followad by given namg: for & igul snsily, Al official desiguetion. The cxidres wous inchuly poase] code avd moms of ey )

LU, Kehaun

14 Burrough Field

Impington, Cambridge CB4 SNW
United Kingdom

State (the iz, enovry) of natiouallty: State (ot ir. counsry) of residence:
UK UK

Name sod address: (Faily nems followad by gives nens; for o isgel sty /ol officiel doigmation, The askires snnt incinde posd code wad mane of cneury)

State fhat is, country) of natienality: Stutz (thar is, country) of residence

Name and address: (Family sume filowed by given neme for o sgal ey, A oificidl deignazion, The addres: st inchude prstol codds and e of anery)

State fhat iy, country) of nationglity: Statz (ikar Is, counery) of residence:

D Further spplicants are indicated on another continustion sheet.

Form PCTAPEA/O! (concimmtion sheet) (March 2001; repriac July 2001) Sew Notex ro the damand form




sucte. - - | BCTIUSOTAS023
Box No.Il AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE
The following persan is agrmt D common representative
and [3€] has been appoinied earlier nd represcnts the spplicani(s) also for intemationl preliminery examination.
[7] is beretry appoinsed and any eastier sppointment of (aa) agesi(s)conmon representarive is hereby revoked.

! :.m;y(' i ﬁmﬁzuguwummwwmmu

addresy: name followed r fora dasgnurion. ﬁqllll. Na.

MILES, Craig R. Facuimils No.

Santangelo Law Officas, P.C. 970-224-3175

125 South Howes, Third Floor Teleprinter No.

Fort Collins, CO 80521 .

United States of America Agenl's registrazion No, with the Office. |

45,954

T v i ) Ao o oo B . PP e

Box No.IV BASIS FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION

Statement concerning amendments:*

I The applicant wishes the international preliminary examinarion to start oa the bash of:
the international application as originally filed
the description a8 originally filed

a8 amended under Article 34

o8 originally fited
as amended under Article 19 (gether with snry sccompanying saement)
as amended under Asticle 34

as criginally filed
s amended under Article 34

the claims

the dmwings

O OO0k [

2. [[] The applicant wishes any amendment to the claims under Article 19 t be comsidered as revesaad

3. D The spplicant wishes the start of the internationa) preliminary exxmination to be postponed until the expération of 20 months
from tha prioricy date inless the nternstional Prelimizary Examining Antharity receives & copy of any amendments made
under Article 19 or a notice from the applicant that be does not wish to make such amendments (Rule 69.1(d)). (This check-
box may be marked anly where tha time Himis undar Article 19 kas not yet expired)

*  Where no check-box is marked, international preliminary examination will start on the basis of the international spplication
s originally filed or, where a copy of amendments to the claims under Article 19 and/or smendments of the international application
under Article 34 are received by the Intemational Preliminery Examining Anthority before it has begun to drew up 2 writhen opinion
or the intemational preliminsry exarnination report, a8 50 ameneded.

Languags for the purposss of internationsl preliminary examination: English
[X] which is the language in which the internations] spplication was filed.
D which is the lanpumge of a transliation furnished for the purposes of intemational search.

D which iy the language of publication of the international spplication,
[] which is the language of the translation (t be) furpished for the prrposes of international preliminary examination.

Box No.V ELECTION OF STATES

The applicant heveby elects all eligible Seates (that is, all Sutes which kave bean designated and which ars bound by Chapter I of
the PCT)

excluding the following Stazes which the applicant wishes nat to elect:
None

Form PCT/IPEA/401 (sccomd sheet) (March 2001; reprint July 2001) Sew Notes 1o the dewand form



{atemnationad application No.
SheetNo. .4 PCT/US01/45237
Box No. VT CHKCK LIST ‘
The demand is accompmied by the following element, in the langrage refirred to in For Intemational Preliminary
hhlvl;zmwbifmlimym Examining Autharity usc only
received ant recefved
1. tausistion of intemational spplication : shects (. O
1 wmendments under Article 34 sheens Ol O
L R {or, where required, tmnalarion) of
:zmwmw sheens [ (.
4, (or, where required, translarion) of
mmmw : sheety O D
S, teoer sheets O I:l
6. other Apeclfy) Firm Letter of Tranemittal and : sheets a O
Exprass Mall Certificates for sech document
‘The demand is alwo accompanied by the item(s) marked below:
1. [K] fee caknlation sheet 5.[] sutement explaining lack of signature
2[J crigimal scparate power of attorney 6. ] sequence listing in computer readble form

3.0 original general power of attomey 7.0 other Gpecify:

4.[7] copy of genenal power of attomney:
reference number, If any:

Box No. YII SIGNATURE QF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Next 2 ench signarsre. Indice she aame of the parssn signing snd the capecity ia wiich the person signs (ff nuch oapacity i not abviows from resding s devwesd).

ralgR es,

5

For Intemational Preliminary Examining Authority use anly
[. Daw of sctual receipt of DEMAND:

2. Adjosted dare of receipt of demand due
to CORRECTIONS under Rute 60.!(b):

3 D ‘The date of receipt of the demand is AFTER, the expimtion of 19 months D ‘The applicant has been
) firom the priority date and item 4 or 5, below, does not apply. informed accordingly.

" D mauofmpurﬂwdmmluWrmmﬂumdufl!mﬂ-ﬁmupnmlyﬁuumwmd

s, D Although the date of receipt of the demand is after the expiration of 19 moaths from the priority date, the delay in arrival
is EXCUSED pursuant 1o Rule 82.

For [nternational Buresu use only

5

Demand received from [PEA on:

Form PCT/TPEA/01 (last sheet) (March 2001; reprine July 2001) See Notes 1o the demand form



PATENT COOPERATION TREATY

From the
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY - -
To:
CRAIG R. MILES
SANTANGELO LAW OFFICES, P.C. P CT
123 SOUTH HOWES
THIRD FLOOR RITTEN
FORT COLLINS. CO 30521 v OPINION
(PCT Rule 66)
___ ee=os  IBAPRZI0
Applicant’s or agent’s [ile reference REPLY DUE
within | momthe/days from
XYFROZSORPCT o o above daie of maili
Incerparional application No. Internationa] fiing cate fdayAmonch/venr) | Priority datn (doy/month/year)
PCT/USOL/45023 29 Novernber 2001 (29.11.2001) 29 November 2000 (29.11.2000)

Imeroationst h-mtll'c;ur bk cazionsl classificaion end IPC

Applice
XY, INC.

IPC(7): CI2N 5/00, 5/02, 15/00: C12M 1/00: AOLK 67/00, 67/033 and US Cl.: 435/324, 283.1, 288.5; 800V8, 21

[.
2.

This written opigion s the first _(firs, exc.) drawn by this Inpermusiooal Prelfiminery Exmining Auchority.
This opizion conmins indicarions relating ® the following fms

1 D4 Basis of te opinica

1 [ Prioey

I Nen-esablistament of apinion with regard @ povelty, inventive step aad indegtrial spplicabilicy
v [ ] Lackof unity of iavemion

v @ hudnmmmﬁ.lmﬁbﬁﬁwﬂumﬁq.m-wum“wz
cimrions and explanatons mippaning such swEment

v [] Cerwais documesrs cloed

VIl [ Corein defecrs in the ermations] spplicarion

v [:I Ceronin observations on the interoational spplication

“The applicant is hereby lavited to reply w this opinion.

When? Scc e time tmit indicaed above.

How? By submitting a written reply, accompagied, whers approprinie, by smendments, according to Rule 68,3,
For the form and the Janguags of the smendmenes, yee Rules 65.8 and 66.9.

Aho For an additions! gppormnity to submit smendmenss, see Rule 66.4.

For the examiner’s obligation © consider avendmenty snd/or argrments, see Rule 66.4 bis.

For an informal commumicarion with the gxaminer, pee Ruds 66.6
1f ng reply % filled, the imemational prelimioary exsmination repart will ba csublished on the besis of this optnica.
The final date by which the intemarional preliminsry _
mdmmmhﬂ&dmﬂw%ﬂ!tﬂmm@g 2008)

Neme and muailing e-ddress of the IPEA/US Authorized officer
Cordmicasr of Paents md Tralemaris M
Bax ICT Peter Paras, Jr.
Wagipgen, D.C. 3021
Fecsimile No. (703)305-3230 Telephowas No. 7(03-308-1123

Form PCT/IPEA/408 (cover sheet)(July 199%)

v




Inzerrmticaal application No. }
WRITTEN OFINION PCT/USO1/43023 |
I. Basis of the opinion
I. With regard o the elemems of the internationnl application:*
E the international applicarion as originaily fled
the descxiption:
pages 1-31 . 0 originally filed .~
pages NONE . filed with the demand
puges NONE , filed with the leter of
B the claims:
pages 3236 , 85 originally filed
pages NONE , a8 amended (together with aoy smtement) under Article 19
pages NONE + filed with the demand
puges NONE , filed with the letter of
E the drawings: .
pages (-3 , 23 origially flad
puges NONE . filed with the dermand
puges NONE . filed with the leger of
D the sequence listing part of the Jescriprion:
puges NONE , a5 originally filed
puges NONE » Hlad with the demand
pages NONE » filed with the legter of

2, With regard to the language, all the elements marked sbove were available or furnished o this Anthority in the
languege in which the imternarional spplication was filed, 1nless otherwise indicared under this itemn
These alements were availahle or fismished to this Anrharity in the following language which is:
[} the tanguege of a ranslarion fucnished for the purposes of inmeroatiooal search (wnder Rule3. 1(b).
[} the Langnage of publicasion of the istermtioaal application (under Rule 48.3(b).
D the language of the translation fiurnished for the purposes of international preliminary examination{under Rules
55.2 and/or 55.3).
3. With regard to any mudegtide snd/or smino acld sequence discloged in the inermarional applicarion, the writen
opinion was drawn on the basis of the sequence listing:
containad in the inzernational application in printed form.
filed vogerher with the intemational spplicarion in computer readabls form
[] tumished subsequentty to this Auhority in written form.
[[] furnished subsequenty 1 this Authority in compues readable form.
D The statemnent that the subsequently firnighad written sequence listing does not go beyond the disclosure in the
inemational application as filed bas been firnished.
7] The satement that the tnformasion recorded in computer seadabls fiorm is identical to the written sequence listing]
bas been flrmished.
4. [[] The smendments have resulted in ths cancellarion of:

[0  the description. pages NoNE
the claims, Nos. NONE
the drawings, sheers/fig NONE .
5. [_] Tuis opinion hes boen drawa a8 if (scme of) the amendnects bad oot been matt, sime they bave boen coosidered 1 go
Deyond the discosure s filed, an tndicarsd in the Supplermental Box (Rule 70.2(cY).

¢ Replacement sheeis whick have been furnivhed io the receiving Office in resporus 1o an Inviczion under Arsicle 14 are referred in In
this oginion as “originally filed *

Form PCT/IPEA/408 (Boa 1) (July 1998)



Internaticnal w;rnnm No.

WRITTEN OPINION PCTIUSONASI

FL

0L Non-estshlishment of opinion with regard to novelly, investive step and Industrial applieshllity
1, The question whether the claimed investion appears 1 be novel, 1o involve an inventive step (to be non-obvious), or
m be induscrially applicabie have oot been examined in respect of:

[] e eaires ool xoplicas
B4 clims Nos. 10-12.20-22.24.39.48-56.67-70 and 78

because:

[[] the sid interacional application. or the sid claim Noa. ____ relate to the following subject macter which does
ot require intemational prelimingry examination (specify):

the description, claims ot drawings (indicare pardcular elenents below) or said claims Nos. 10-12.20-0 24-
39,48-35,67-70 and 75 are 50 unclegr that no megningful opiniga coulkd be formed (spechfy):

Claims 10-12, 20-72, 30-39. 48-52, 54-36, 67-70 md 73 are improper muitiple dependent claims as per PCT Rule 6.4(a). Claims 24-
29 and 53-56 are unclesr bocnuse they are Erected m dilferest methods than the methods from which they depend.

D hchim.wnﬂdahsﬂu._mnhdquﬂywwhhiﬁmhmw;gﬁﬂ
opinion could be formed. ]

[[] 10 iternarional search report bas been established for said claims Nos. .

2. A wrigen gpinion caomot be drawn due to the filure of the mieleotide and/or amino acid sequence listing 10 comply
with the standard provided for in Amex C of the Administretive Ingmructions:

[[] the written form bas not been firnished or does not comply with the standard,
the computer readable form bes not been furnished or does not comply with the standard,

Form PCT/IPEA/408 (Bow; TII) {3aly 1998)
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| [ntermmisnal apeiiearion No. i
WRITTEN OPINION e . PCT/US01/45023 :

V. Reasoned siarement under Rule 66.2(a)(H) with regard io novelty, Inventive step or industrial applicability;
citations and explanstions supporting such statement

1. STATEMENT
Nowelty (N) Claims NONE _ YES
Claims 1-9. 1319, 23, 30-47. 57-68, xod 71-74 NO
Inventive Step (IS) Claims NONE YES
Claims |-9. 13-19, 23, 30-17, 57-66, xud 71-74 NO
ladustrial Applicability (LA) Claimas 1-9, 13-19, 23, 40-47, 57-66. md 71-74 YES
Claims NONE NO

2. CITATIONS AND EXPLANATIONS

Claims 1-9. 13-19, and 40-47 lack novelty under PCT Article 33(2) as being axricipated by Schenk ot al.  Schenk et al teach staining
of bovine spermatoena with Hoechsr 33342 dye. See page 378. Schenk et al fither tesch sorting of the stained spermatcros with a
How cyweneter (o separaie sperm baving X and Y chromosomes. See throughout the entire docoonent.  Schenk et al also teach
suining of previnuly frosen spermscozos with Hoechst dye. See pages 1380-1388.  The flow cytameter used by Schenk anticipares
the claimed cymmeter as both cyxaneters appest o be cxpable of sorting spermamzos stained by Heoclst dye under the same
conditiors. Thus, the eachings of Schenk ex al anticipate all of the instant claim lbmimdons.

Clains 1-9, 13-19, 23, 4047, 57-66 mod 71-74 lack noveity under PCT Articls 33(2) as being anticipated by Seidel ctal. Seidel et ol
teach methods of producing bovine emhryos heving a predesermined sex comprising using spern that had been previoly stained
with Hoechit dye and sared by flow cytometry as per the methodnlogy of Schenk as discussed shave. See page 1408, where the
method of Schenk et al is referenced. Thus, the teachings of Seidel et al anricipute sll of the instant claim limitions.

————————— NEWCITATIONS ———serreeeree
SEIDEL Q.E. etal. Inseminasion of beifers with sexed sperm.  Theriogennlogy. 1999, Val. 52, pages 1407-1420, see extire
docomers

SCHENK I.L. etal. Cryopreservaton of flow-sorted hovine spermatozos. Theriogemology. 1999, Val. 52, pages 1373-1391, sou
extitre docurment.

Form PCT/IPEA/4CE (Box V) (July 1998)
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* Iatermtional spplication No.
WRITTEN OPINION PCT/USOL/45023

Fr - -

[ Supplemmial Box
{To be used when the space in any of te preceding boxes is not sufficiens)

TIME LIMIT:

The e Limit get for responss 1 & Wrinen Opinion may not be exiended. 37 CFR 1.434(d). Any respanse received after the
expiration of the time Limit set in te Wrinen Opizion will aot be considered in preparing the Intermational Preliminary Exsmication
Report.

Form PCT/IPEA/408 (Supplemental Box) (fuly 1998)



DISPOSICION PARA SEPARAR ESPERMATOZOIDES CONGELADOS EN

POBLACIONES QUE CONTIENEN CROMOSOMAS X Y CROMOSOMAS Y

I. CAMPO TECNICO

La invencién se refiere a la unién substancialmente
uniforme de fluorocromo (8) al ADN dentro de espermatozoides
de mamiferos (o células de esperma) que permiten que tales
espermatozoides etiquetados sean separados en poblaciones de
alta pureza que contienen cromosomas X Yy gque contienen
cromosomas Y. Especificamente, se refiere a métodos para unir
en forma substancialmente uniforme fluorocromo (8) al ADN de
espermatozoides de mamiferos contenidos dentro del semen
previamente congelados y luego descongelados. Ademés, 1la
invencién se refiere adicionalmente a dispositivos métodos y
composicionea para elsl uso de poblaciones de espermatozoides
separados en grupos que contienen cromosomas X y grupos Qque
contienen cromosomas Y, de alta pureza, y que han sido
separados de semen previamente congelado y descongelado en
procedimientos que comprenden, aunque no est&n limitados a
eato, inseminacién artificial, inseminacién quirtrgica, vy
fertilizacién invitro y técnicas de cultivo embrionario.

ESTADO DEL ARTE DE LA INVENCION

El esperma puede ser recolectado a partir de una gran
variedad de mamifercs y luego puede ser separado en
poblaciones gque contienen cromosomas X y poblaciones que
contienen cromosomas Y, basadase en la diferencia en el
contenido de ADN. En algunos wétodos convencionales de
separacién de espermatozoides, el contenido de ADN de los
espermatozoides a ser separados puede ser tefiido o coloreado
con fluorocromo (8) que frente a una excitacién emite (8) una
cantidad medible de fluoxescencia. Debido a que los

espermatozoides que contienen cromosomas X tienen una mayor



cantidad de ADN que los espermatozoides que contienen
cromosomas Y, cada espermatozoide que contiene cromosomas X
tiene la capacidad de unirse a una cantidad relativamente
mayor de fluorocromo que el espermatozoide correspondiente
que contiene cromosomas Y. La comparacién de la magnitud
relativa de la fluorescencia emitida ante la excitacidén del
fluorocromo (s) permita la aislamiento de los espermatozoides
portadores de cromoscmas X de agquellos espermatozoides que
son portadores de cromosomas Y, tal como se deacribe en la
patente de los Estados Unidoa de Norteamérica N° 5,135,759
que se incorpora a la presente a modo de referencia.

Alin cuando los espermatozoides que contienen
cromosomas X y los espermatozoides que contienen cromosomas Y
han 8ido diferenciados por, y separados en base a, 1la
diferencia en la fluorescencia emitida, durante muchos afios,
y afin cuando hay un gran mercado comercial para las
poblaciones aisladas de espermatozoides gque contienen
cromosomas X y de espermatozoides que contienen cromoaémas Y,
todavia persisten problemas significativos que deben ser
resueltos.

Un problema significativo con los mécodos
convencionales de separacifn de espermatozoides que contienen
cromogomas X de espermatozoides que contienen cromosomas Y
puede ser que cada poblacién resultante contenga un niimero
significativo de espermatozoides mseparados incorrectamente
que pertenezcan a la otra poblacién. Este problema en la
diferenciacidén entre los espermatozoides puede, en parte, ser
atribuido a la falta de uniformidad en la cantidad de
fluorocromo que se adhiere al ADN de los espermatozoides.
Como tal, se genera un rango en la cantidad de fluorocromo
que se adhiere a los espermatozoides que contienen cromosomas

X y se genera un rango en la cantidad de fluorocromo que se



adhiere a los espermatozoidee que contienen cromosomas Y,
Cuando éstos rangos en la cantidad de fluorocromo superan o
dan como resultados algunos valores que son muy similares,
puede ser dificil o imposible clasificar aquellos
espermatozoides individuales como correspondientes a una
poblacién o la otra, con cualquier grado de certeza y puede
suceder una contaminacién cruzada de las poblaciones.

Este particular problema puede verse exacerbado con
respecto a los espermatozoides obtenidos a partir de semen de
mamiferos congelado y subsecuentemente descongelado o
derretido. La pureza media para la poblacidn de
espermatozoides separada que contiene cromosomas Y, derivada
de semen previamente congelado y descongelado puede ser del
85% o menos, y la pureza media para una poblacién separada de
espermatozoides que contienen cromosomas X, derivada de semen
previamente congelado y descongelado, puede ser del 82% o
menos.

Otro problema significativo que esta asociado con la
coloracién del ADN de los espermatozoides puede ser los
problemas perjudiciales en los rangos de fertilizacién y el
subsecuente desarrollo embrionario de oocito (8) (oocito,
ob6tide, 6vulo o una pluralidad de los mismoe, como pueda
resultar apropiado dentro de una aplicacién especifica). Un
agpecto de éste problema puede ser que la cantidad de tintura
o colorante adherido al ADN puede afectar la wviabilidad de
los espermatozoides dando como resultado rangos de
fertilizacién inferiores. Otro aspecto de éste problema puede
ser la cantidad de tiempo que pasa durante el tefiildo o
coloracién del ADN puede afectar la viabilidad del esperma
que da como resultado rangos inferiores de fertilizacién.
Otro aspecto de é&ste problema puede ser que la cantidad de

tiempo que pasa durante la coloracifn o tefiido del ADN puede
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disminuir los rangos de la subsecuente segmentacifn de los
oocitos fertilizados con dichos espermatozoides tefiidos o
coloreados. Se ha observado un 20% de declinacién en los
rangos de segmentacién para los oocitos cuando los tiempos de
tincién o coloracién requieren 190 wminutos, en comparacién
con lo que sucede cuando los tiempos de coloracién requieren
de 60 minutos. Otro aspecto de éste prcblema puede ser que el
porcentaje de oocitos fertilizados c¢ocn espermatozoides
tefiidos pueda resultar en una blastulacién inferior, tal como
se describe en el articulo de 1la publicacidén titulado
*fertilizacién in-vitro con esperma bovino seleccionado con
citémetro de flujo”, Theriogenology 52: 1393-1405 (1999), que
Be incorpora a la presente a modo de referencia.

Otro problema significativo puede Ber que el esperma
criopreservado puede demostrar una capacitacidn, mayor, y el
lapso de tiempo en que tal espermatozoide es viable ase puede
ver acortado. Por esto, Bl los espermatozoides previamente
congelados deben ser separados en poblaciones que contienen
cromoscmas X y poblaciones que contienen cromosomaz Y que
luego han de eer utilizadas en aplicaciones tale como
fertilizacién in-vitro, inseminacién artificial in-vivo, o lo
similar, entonces los procedimientos rutinarios de coloracién
pueden tener gque ser abreviados para mantener un nlmero
adecuado de células de esperma viables.

BEn relacién con 1los problemas de 1la ccloracién
uniforme de los espermatozoides, aun cuando los
espermatozoides son obtenidos a partir de semen congelado-
descongelado; ccn el mantenimiento de la viabilidad del
esperma; la separacién de los espermatozoides colcreados en
poblaciones que contienernn cromcsomas X y poblaciones dque
contienen cromosomas Y, aun cuandc los espermatozoides que

son separados son obtenidos a parctir de semen previamente
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congelado; la generacién de poblaciones de espermatozoides
que contienen cromosomas X y espermatozoides’ que contienen
cromogsomas Y, con alta pureza; y la utilizacién exitosa de
egpermatozoides separados para inseminacién artificial,
inseminacién quirtrgica, y técnicas de fertilizacién in-
vitro, puede entenderse que existen problemas significativos
con la tecnologia convencional, los cuales son tratados por

la presente invencién para su resolucidn.

DESCRIPCION DE LA INVENCIGON

Un amplio objeto de las realizaciones de la invencidn
puede sBer proveer una tecnologia de coloracién de ADN que
permita que cantidades sustancialmente uniformes de
fluorocromo se adhieran o se unan al ADN de espermatozoides
individuales que contienen cromosomas X Yy cantidades
sustancialmente uniformes de fluorocromo se adhieran a
espermatozoides individuales que contienen cromosomas Y,
dentro de una cantidad de semen.

Un aspecto de este amplio objeto de la invencién
puede Ber el de estrechar el rango de magnitud de
fluorescencia emitida para cada una de las poblaciones que
contienen cromosomas X y cromosomas Y, de espermatozoides, al
pasar a través de una fuente de excitacién de fluorocromo.

Otro aspecto de este amplio objeto de la invencién
puede ser aumentar la diferencia entre los valores medios de
magnitud de la fluorescencia emitida para cada una de las
poblaciones, es decir la poblacién que contiene cromosomas X
Y la poblacién que contiene cromoscmas Y, de espermatozoides,
al pasar a través de una fuente de excitacién de fluorocromo.

Otro aspecto de este amplio objeto de la invencién
puede per disminuir el numero de espermatozoides

incorrectamente asignados a cada una de las poblaciones de
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espermatozoides, es decir 1la poblacién que contiene
cromosomas X y la poblaciédn que contiene cromosomas Y.

Otro aspecto de este amplio objeté de la invencién
puede sger generar poblaciones 8separadas gque contienen
cromosomas X y cromosomas Y, que tengan una pureza mayor del
85%, o0 una pureza mayor del 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o aun 99%,

Otro amplio objeto de la realizaciém de la invencién
puede ser permitir la determinacién de una genética de alto
rango. En lugar de limitarse a la genética de individuos
provenientes de especies de mamifero que tengan proximidad a
una instalacién de seleccién o separacifn de espermatozoides,
la genética que represente una amplia variedad de individuos
de numerosas especies puede ser transportada como semen
congelado a instalaciones distantes de separacién de
espermatozoides para la subsigquiente separacién en
poblaciones que contienen cromosomas X y poblaciones que
contienen cromoecmas Y. Estas especies de mamiferos pueden
incluir, aunque no est&n limitadas a los mismos, primates,
tales como chimpancés, gorilas, humanos, o lo similar;
mamiferos marinos, tales como ballenas, marsopas y delfines,
o los similares; b&vidos, ovinos, cerdos, felinos; o equinos,
86lo a modo de pocos ejemploe. También se puede incluir los
materiales genéticos que son considerados raros porque las
especies de mamiferos pueden estar en peligro o pueden
comprender un pequefio numero de animales; o considerados
raros porque los individuos tienen deseables atributos
morfoldgicon, fisioléSdgicos o intelectuales.

Otro amplio objeto de 1las realizaciones de 1la
invencién puede proveer la tecnologla de separacién para la

diferenciacién entre espermatozoides que contienen cromosomas
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X y espermatozoides que contienen cromosomas Y, obtenidos a
partir de semen congelado y luego descongelado.

Otro objeto de las realizaciones de la invencién
puede ser proveer una tecnologia de coloracién o tincién de
ADN para colorear mas uniformemente el ADN de espermatozoides
contenidos en el semen congelado-descongelado para mejorar la
resolucién aparente ente los espermatozoides que contienen
cromosomas X y espermatozoides que contienen cromosomas que
contienen cromosomas Y.

Otro objeto de las realizaciones de 1la invencién
puede ser proveer muestras de inseminacién artificial de ‘alta
pureza preparadas a partir de espermatozoides separados de
semen congelado-descongelado.

Otro objeto de las realizaciones de 1la invencidén
puede ser proveer muestras de inseminacién artificial de alta
pureza Yy de Dbajas dosis, preparadas a partir de
espermatozoldes separados obtenidos de semen congelado-
descongelado.

Otro objeto de las realizaciones de la invencién
puede ser proveer muestras de inseminacién de alta pureza
para procedimientos de inseminacién quiridrgica, preparados a
partir de espermatozoides separados que se obtienen de semen
congelado-descongelado.

Otro objeto de una realizacién de la invencién puede
ser proveer muestras de inseminacién de alta pureza para
procedimientos de fertilizacién in-vitro, preparados a partir
de espermatozoides separados de semen congelado-descongelado.

Otro objeto de una realizacién de la invencién puede
ser proveer muestras de inseminacién de alta pureza, para
procedimientos de fertilizacién in-vitro, preparados a partir
de espermatozoides separados y provenientes humano congelado-

descongelado.
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Otro cbjeto de una realizacién de la invencién puede
ser proveer tecnologia para la coloraciém y separacidén de
egpermatozoides a partir de esperma congelado-descongelado,
en poblaciones que contienen cromosomas X y poblaciones que
contienen cromosomas Y, para fertilizacién in-vitro de
cocitos que no es perjudicial para los rangos de segmentacién
o0 desarrollo embrionario.

Naturalmente, objetos adicionales de la invencifén se
describen a lo largo de otras &reas de la memoria

descriptiva.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra una realizaci6n particular de la
invencién para la coloracién de ADN de espermatozoides
contenidos en semen congelado-descongelado (es decir,
congelado y luego descongelado) .

La Figura 2 muestra una realizacifm particular de la
invencién para la separacién de espermatozoides a partir de
gemen congelado-descongelado en espermatozoides que contienen
cromosomas X y espermatozoides que contienen cromosomas Y.

La Figura 3 muestra una wvista adicional de una
realizacién particular de la invencién para la separacién de
espermatozoides a partir de semen congelado-descongelado en
espermatozoides que contienen cromosomas X y espermatozoides

que contienen cromosomas Y.

MODO (S) PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION
Para separa rutinariamente espermatozoides (vivos,
fijos, wviables, no viables, o nlcleos) en muestras de alta

pureza que contienen cromosomas X y muestras de alta pureza
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que contienen cromosomas Y, el método utilizado para separar
los espermatozoides que contienen cromosomas X de los
espermatozoides que contienen cromosomas Y debe proveer una
suficiente resolucién de los espermatozoides que contienen
cromosomas X con respecto a los espermatozoides que contienen
cromosomas Y de manera que la etapa o etapas de separacién o
clagificacién 8e consigan B8in una contaminacién cruzada
substancial.

La resolucidén o diferenciacién de los espermatozoides
ge puede basar en la determinacién de la diferencia en 1la
emisgién fluorescente de la cantidad de fluorocromo adherido
al ADN dentxo de los espermatozoides que contienen cromosomas
X, frente a la excitacién, y la emisién de fluorescencia
proveniente de la cantidad de fluorocrome adherido al ADN
dentro de los espermatozoides gue contienen cromosomas vy,
también frente a la excitacién. La 8separacién de los
espermatozoides que contienen cromosomas X Y los
espermatozoides gque contienen cromosomas Y en base a esta
deferencia mensurable puede luego ser lograda por medio de
una variedad de métodos tales como citometria de £flujo,
cromatografia 1liquida, electroforesis de gel, y otras
tecnologias que comparan de manera similar la magnitud
relativa de fluorescencia para diferenciar entre los
espermatozoides que contienen cromosomas X Y los
espermatozoides que contienen cromosomas Y.

Las dispoeiciones de sgeparacién d espermatozoides
pueden tener problemas en diferenciar entre la emigién
fluorescente generada por el fluorocromo adherido al ADN de
los espermatozoides X y la emisién fluorescente generada por
el fluorocromo adherido al ADN de los espermatozoides Y
frente a la excitacién cuando la cantidad de fluorocromo

adherido al ADN de los espermatozoides individuales no es
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congistente dentro de las poblaciones que c¢ontienen
cromosomas Y y las poblaciones que contienen cromosomas X.
Estas 'dificultades de diferenciacién entre la cantidad de
emigiones fluorescentes generadas por el fluorocromo o los
fluorocromos adheridos resulta exacerbada los espermatozoides
son obtenidos a partir de esperma congelado-descongelado que
est§ coloreado por medio de técnicas convencionales.

La falla en 1la coloracién del ADN de los
espermatozoides puede consistentemente generar un rango mis
amplio de especies fluoreacentes para las poblaciones de
espermatozoides que contienen cromosomas X y las que
contienen cromosomas Y. Este rango mis amplio de especies
fluorescentes para las dos poblaciones da como resultado un
rango aumentado de pesos moleculares aparente de ADN y una
capacidad disminuida de resolver los espermatozoides gque
contienen cromosomas X y los espermatozoides que contienen
cromosomas Y. La disminucién en la resolucién hace que la
separacién entre los espermatozoides que contienen cromosomas
X y los espermatozoides que contienen cromosomas Y sea méis
dificil y resulte en una contaminacién cruzada entre las
poblaciones Y se obtengan muestras separadas de
espermatozoides con pureza mis baja.

Las realizaciones particulares de 1la invencién
proveen una tecnologia para teflir o colorear el ADN de
espermatozoides vivos viables o el ADN de los espermatozoides
provenientes de especimenes de semen congelado-descongelado
para permitir una mayor resolucién de los espermatozoides que
contienen cromosomas X y de los espermatozoides que contienen
cromosomas Y, dando como resultado poblaciones de células de
esperma de alta pureza que contienen cromoscmas X y dque
contienen cromosomas Y. Como tal, se entiende que el término

alta pureza puede significar una mayor resolucién de 1los
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espermatozoides que contienen cromosomas X con respecto a los
espermatozoides que contienen cromosomas y, en comparacién
con las tecnologias de coloracifin convencionales para wuna
aplicacién dada. La alta pureza también puede significar una
contaminacién cruzada menor entre las poblaciones separadas
de espermatozoides comparadas con las tecnologias
convencionales de separacién.

Por ejemplo, en particular las realizaciones de
citometria de flujo de acuerdo con la invencién, la alta
pureza para espermatozoides vivos tefiidos congelados-
descongelados puede significar poblaciones seleccionadas de
espermatozoides que contienen cromosomas X y espermatozoides
que contienen cromosomas Y que tienen una pureza mayor de
alrededor del 85%. Sin embargo, Bsi se estén seleccionando
niicleos de esperma © egperma viable vivo, la alta pureza
puede significar ovulaciones que contienen cromosomas X y
poblaciones gque contienen cromosomas y, que contienen una
pureza mayor de alrededor del 90%. Tal como s8e puede
entender, la definicifn de alta pureza involucra en contexto,
una comparacién de los resultado obtenidos de cada
realizacién de la invenciSn comparados con los resultados
obtenidos cuando se utilizan tecnologias convencionales para
una aplicacién particular. En el contexto de los
espermatozoides que tienen ADN que se tifien en forma pobre,
tal como el ADN de 1los espermatozoides congelados-
descongelados anteriormente citados, la alta pureza puede
significar poblaciones de espermatozoides aisladoa que tienen
una contenido mayor de B85%, 86%, 87%, 88%, 895%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de, ya Bea,
cromosomas X © cromosomas Y.

Realizaciones de la invencién pueden incluir

espermatozoides recolectados de numerosas especies de
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mamiferoe macho, y la invencién deberia entenderse como gque
no estid limitada a las especies de mamiferos machos
descriptas por 1los ejemplos especificos dentro de esta
solicitud. En lugar de esto, los ejemplos especificos dentro
de esta solicitud tienen por objeto ser ilustrativos de las
variadas y numerosas especies de mamiferos machos a partir de
los cuales se puede recolectar semen y este semen puede ser
utilizado en ciertas realizaciones de la invencién. Las
realizaciones de la invencién, por ejemplo, pueden incluir
los espermatozoides de animales que tienen valor comercial
para la produccién de carne o produccién l&ctea, tal como
cerdos, ovino, bovinos, equinos, bGfalos, o© 1lo similar
{(naturalmente los mamiferos utilizados para la produccién de
carne o l&cteo puede variar de cultura en cultura). Se puede
también incluir 1los espermatozoides de diversas especies
mamiferas domesticadas dentro de las gque se encuentran los
canes y los felino. También se pueden incluir espermatozoides
de individuos de diversas especies mamiferas que tengan un
atributo o atributos no comunes, tales como caracteristicas
morfolégicas que incluyen peso, tamafio o conformacién, u
otras caracteristicas deseadas tales como velocidad,
agilidad, intelecto o lo similar. También se pueden incluir
espermatozoides de primates, incluyendo, aunque no debe
limitarse a éstos, chimpancés, gorilas o humanos y 1los
espermatozoides de mamiferos marinos tales como ballenas y
delfines. También se pueden incluir espermatozoides
congelados-descongelados provenientes de todas las variedades
de mamiferos anteriormente descritas y ademfs, incluyendo
aunque 8in estar limitado a é&stos, los espermatozoides de
donadoree fallecidos, de mamiferos raros o exdticos,

especimenes zoolSgicos, o especiee en peligro.

&%



13

Haciendo ahora referencia principalmente a la figura
1, realizaciones particulares de 1la invencién pueden
comprender espermatozoides 1 que contienen semen recolectado
a partir de un mamifero macho, incluyendo aunque no se debe
limitar a éstos, aquellos anteriormente descritos. Los
espermatozoides pueden ser incubados en una concentracién de
tintura 2, Hoechst 33342, de més de alrededor de 40 IM a una
temperatura de entre alrededor de 30°* Centigrados y alrededor
de 40° Centigrados para una duracién de tiempo de entre 50
minutos a 200 minutos para tefiir ADN de espermatozoides con
uniformidad suficiente para permitir que los espermatozoides
que contienen cromosomas X ae vean <diferenciados de los
espermatozoides que contienen cromosomas Y, en base a la
magnitud de la fluorescencia en un rango mayor de alrededor
del 85%.

La concentracién de la tintura Hoechst 33342 entre 40
IM y 2500IM, la temperatura entre 30° Centigrados y alrededor
de 40° Centigrados, y la duracién de tiempo entre 50 minutos
Y 200 minutos puede Beleccionarse para ajustar la pureza de
las poblaciones separadas que contienen cromosomas X vy
cromogomas Y, o pueden seleccionarse para promover rangos de
segmentacién y desarrocllo embrionario, tal como se describirs
adicionalmente mis adelante.

Por ejemplo, cuando se tifie ADN de espermatozoides
provenientes de ciexrtas especies bobinas, la concentracién de
la tintura Hoechst 33342 puede aumentarse hasta un valor de
entre alrededor de 200IM y alrededor de 2500IM, se pueden
incubar durante un perfiodo de tiempo de entre alrededor de 60
minutose a alrededor de 150 minutos a wuna temperatura de
alrededor de 37° Centigrados. Especificamente con respecto a
ciertoe espermatozoides bovinos, congelados-descongelados, la

tintura 2 Hoechst 33342 se puede ajustar para establecer una
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concentracién de 2240IM y luego se incuba durante alrededor
de 60 minutos a alrededor de 39° Centigrados.

Con respecto a los rangos de segmentacién de los
oocitos inseminados con células de esperma mamifero de
acuerdo con la invencién, el incremento en la concentraciéfn
de colorante hasta al menos 2240IM no parece tener un efecto
depresivo ya sea en la segmentacién o en el desarrollo
embrionario. Concentraciones de colorantes mis altas pueden
realmente ser beneficiosas con respecto a ciertas
realizaciones de la invencién porque el tiempo de incubacién
puede disminuirse mejorando el porcentaje de segmentacién o
formaci6én de blastocistos. De aplicacién a aplicacién la
concentracién de la tintura Hoechast 33342, la cantidad de
tiempo de incubacién, o ambos, se puede ajustar para obtener
el méximo rango de segmentacién y la mixima formacibén de
blastocisteos, si esto se desea.

Haciendo ahora referencia principalmente a las
figuras 2 y 3, lae realizaciones citométricas de flujo de
acuerdo con la invencién pueden incluir una fuente de células
3 que actlia para establecer © suministrar espermatozoides
coloreados (frescos, congelados-descongelados, nficleos de
esperma, © lo eimilar) para ser analizados por citometria de
flujo. Las célulaes son depositadas dentro de una bogquilla o
tobera 4 en una forma tal que las cé&lulas de esperma teflidas
son rodeadas por un fluido de cobertura o de envainado 5. El
fluido de envainado 5 es suministrado usualmente por una
fuente 6 de fluido de envainado de manera tal que mientras la
fuente de células 3 suministra células de esperma, el fluido
de envainado 5 es corrientemente alimentado a través de la
boquilla 4. De esta manera el fluido de envainado 5 forma un
entorno de fluido de envainado para las células de esperma.

Dado que los divergos fluidos son provistos al citbémetro de

71



15

flujo con alguna presién, los mismos fluyen hacia fuera de la
boquilla 4 y salen por el orificio 7 de la boquilla. Mediante
- la previsién de un tipo de oscilador 8 gque puede ser
controlado muy precisamente a través de un control oscilador
9 las ondas de presifén pueden ser establecidas dentro de la
boquilla 4 y transmitidas a los fluidos que salen de la
boquilla 4 por el orificio 7 de la boquilla. Dado que el
oscilador 9 actiila en el fluido de envainado 5, la corriente
10 que sale del orificio de boquilla 7 eventualmente vy
regularmente forma gotas 11. Debido a que las éélulas de
esperma estin por lo menos parcialmente rodeadas por un
entorno de fluido de envainado, las gotas 11 pueden contener
dentro de 1las mismas células de esperma individualmente
aisladas.

Dado que las gotas 11 generalmente contienen células
de esperma individualmente aisladas, el citémetro de flujo
puede distinguir y separar bpequefias gotas en base a la
magnitud de la fluorescencia emitida desde el fluorocromo
adherido al ADN del los espermatozoides. Esto se consigue a
través de una disposicién 12 de sensado de células. La
disposicién de sensado de células comprende por lo menos
algin tipo de sensor 13 que responde a la magnitud de la
fluorescencia emitida por cada celular de esperma contenida
dentro de cada gota 11. La disposicién de sensado de células
de esperma 13 puede provocar una accién dependiendo de la
presencia relativa o de la ausencia relativa de fluorescencia
emitida por el fluorocromo adherido ante la excitacién
provocada por algin estimulante tal como el excitador laser
l4. Mientras cada espermatozoide puede ser teflido por
fluorocromo, tal como la tintura Hoechst 33342, como se ha
descrito anteriormente, la diferente cantidad de ADN que

comprende el cromosoma X y el cromosoma Y provoca diferentes
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cantidades de tintura que 8e adhiere. De esta wmanera,
determinando mediante 8sensado el grado de fluorescencia
emitida por el fluorocromo ante la excitacién es posible
discriminar entre espermatozoides que contienen cromosomas X
y espermatozoides que contienen cromosomas Y por medio de sus
diferentes niveles de emisifn.

A los fines de conseguir 1la separacién y la
aislamiento de las apropiadas células de esperma, la seflal es
recibida por el sensor 14 son alimentadas son alimentadas a
algin tipo de disposicién 15 de discriminacién vy
clasificacién que muy répidamente efectlia una decisibén de
diferenciacifn y puede cargar diferencialmente cada gota 11
en base a si ha decidido que la deseada célula de esperma
exipte o0 no existe dentro de aquella gota 11. De esta manera
la disposicién 15 de separacién o discriminacién actlGa para
permitir que las placas de deflexién electrostéitica 16
deflecten las gotas 11 basadas en B8i o no las mismas
contienen la apropiada célula de esperma. Comoc resultado de
esto, el citémetro de flujo actlia para seleccionar las
células haciendo que lase miBmas caigan en uno o mas
recolectores o elementos de contencién 17. De esta manera,
mediante el sensado de alguna propiedad de la célula de
esperma (tal como la magnitud de 1la fluorescencia), el
citémetro de flujo puede discriminar entre células de esperma
en base aquella caracteristica particular y ponerlas en el
recolector o© elemento de contencién 17 apropiado. En
realizacicnes particulares de 1la invencién que utilizan
citometrfa de flujo para Bseleccionar espermatozoides, las
gotas que contienen células de esperma que tiene cromosoma X
son cargadas positivamente y de esta manera son desviadas en
una direccién, y las gotas que contienen una célula de

esperma que contiene cromosoma Y son cargadas negativamente y
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de esta manera son desviadas en la otra direccibn, y 1la
corriente de deshecho (que contiene células de esperma que no
se seleccionan) permanece no cargada y de esta manera puede
ser recolectada en una corriente no desviada, dentro de un
tubo de succién o lo similar.

Haciendo ahora referencia principalmente a la Pigura
3, la boguilla 4 emite una corriente 10 que debido al
ogcilador 8 (no ilustrado en la Figura 3 forma gotas 1l1l. Dado
que la fuente 3 de células de esperma (no ilustrado en la
Figura 3 puede suministrar células de esperma 1 que pueden
estar tefiidas de acuerdo con 1la invencién anteriormente
descripta, la emisién de luz desde el fotocromo adherido que
es excitado por el excitador laser 13 puede ser determinada
diferencialmente por medio del censor 14 de manera tal que la
existencia o no existencia de una carga en cada gota 11
cuando esta se separa de la corriente 10 puede ser controlada
por el citémetro de flujo. Este control da como resultade
gotas 8 positivamente cargadas, negativamente cargadas o sin
carga, basadas en la célula de esperma contenida dentro de
cada gota 11. Tal como se muestra por medio de la Figura 3,
se ilustran ciertas gotas como gotas desviadas 18. Estas
gotas deflectadas o desviadas 18 eon aquellae que contienen
egpermatozoides diferenciados por contener ya sea un
cromosoma X © un cromosoma Y. El espermatozoide separado es
luego aislado en un apropiado elemento de recoleccién o
elemento de contencién 17 para su uso posterior.

Realizaciones de 1la invencién pueden comprender
pequefias gotas 11 cada una de las cuales contiene una célula
de esperma 15 que contiene ya sea un cromosoma X © un
cromosoma Y. Las gotas que contienen células de esperma que
contienen cromosomas X pueden ser aisladas en un elemento ©

elementos de contencién 17 a una velocidad o rango de por lo
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menos 1000 por segundo 0 a un rango mayor de alrededor de
1000 por segundo tal como 2000 por segundo, 3000 por segundo,
4000 por segundo, 5000 por segundo, © mayor. De manera
similar las células de esperma que contienen cromosomas Y
pueden ser aisladas a una velocidad o rango de por lo menos
1000 por segundo, © a un rango mayor de alrededor de 1000 por
segundo, tal como 2000 por segundo, 3000 por segundo, 4000
por segundo, 5000 por segundo o© mayor. En algunas
realizaciones de la invencién, 1las gotas que contienen
células de esperma que contienen cromosomas X y las gotas que
contienen células de esperma que contienen cromosomas Y son
simultdneamente separadas t Yy aisladas en elementos de
contencién cada una a un rango de por lo menos 1000 por
segundo, o mayor de 1000 por segundo, tal como 2000 por
segundo, 3000 por segundo, 4000 por segundo, 5000 por segundo
O aun en rangos mMayores.

Realizaciones de la invencién también pueden incluir
muestras de inseminacifn artificial preparadas a partir de
células de esperma recolectadas de mamiferos machos (que
pueden estar congeladas y descongeladas con respecto a
algunae realizaciones de la invencién) que son luego tefiidas
y separadas de acuerde con las realizaciones de la invencién
anteriormente descriptas. Las muestras de inseminacidn
artificial pueden Iluego ser utilizadas en protocolos de
inseminacién artificial, por ejemplo, una muestra c_le
inseminacién artificial de un bovino preparada a partir de
espermatozoides separados de acuerdo con la invencién puede
comprender mencs de 10 x 10° de espermatozoides viables
contenidos dentro de una cénula. Las muestras de inseminacién
artificial de baja dosis para inseminacién artificial bovina
pueden contener una cantidad tan baja como 1-3 x 10° Qde

espermatozoides viables, o© alGn tan baja como 150.000
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espermatozoides, tal como se describe en la solicitud de
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica N° 09/001.394,
o solicitud de Patente PCT US98/27909, cada una de las cuales
Be incorpora a la presente a modo de referencia. Las muestras
de inseminacién artificial, que tienen un nimeroc regular de
células de esperma separadas o una baja dosis de células de
esperma separadas, pueden ser utilizadas en programas de cria
de animales, tales como aquellos descritos en las solicitudes
de Patente de 1los Estados Unidos de Norteamfrica N°
60/224.050 y 60/21.093, cada una de las cualeas se incorpora a
la presente a modo de referencia. Las muestras de
inseminacién artificial que contienen espermatozoides
previamente congelados y descongelados, tefiidos y separados
de acuerdo con la invencién también pueden ser utilizadas en
conjuncién con programas sincronizados de cria que utilizan
animales Buper-ovulados tal como se describe en la solicitud
de Patente de los Estados Unidos de Norteamérica N°
09/001.454, que 8e incorpora a la presente a modo de
referencia. Naturalmente, para células de esperma congeladas
que tienen una limitada disponibilidad debido a que el
mamifero macho ha muerto, o el mamifero macho es un animal
raro o exbtico, una muestra de inseminacién artificial
preparada de acuerdo con la invencifn puede contener aln un
menor numero de espermatozoides.

El numeroc de espermatozoides Beparados viables que es
teflido, separado, y aislado en poblaciones que contienen
cromosomas X y poblaciones que contienen cromosomas Y de
acuerdo con la invencién, que son utilizados en una muestra
de inseminacién artificial, puede variar en base a las
especies de mamiferos que serin inseminadas artificialmente.
Por ejemplo, las muestras de inseminacién artificial equinas

preparadas a partir de espermatozoides separados pueden
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requerir un mayor numero de espermatozoides viables separados
con respecto a la aplicacién bovina, tal comec se describe en
la solicitud de Patente PCT US99/17165 que se incorpora a la
presenta a modo de referencia. Una realizacién de una muestra
de inseminacién equina puede, a modo de ejemplo, contener
entre alrededor de 40 millones a alrededor de 100 millones de
espermatozoides.

En ciertas realizaciones de la invencién, la muestra
de inseminacién que contiene espermatozoides separados
recolectados de un mamifero macho u obtenidos de esperma
congelado-descongelado puede ser envasada para sSu uso con
procedimientos de inseminacién quirdrgica.

Las células de esperma tefiidas, separadas o aisladas
de acuerdo con la invencién también pueden ser utilizadas
para fertilizar un oocito u oocitos in-vitro (IVF). Una
caracteristica atractiva de la fertilizacibén in-vitro (IVF)
puede ser que sea la necesidad de menos esperma separado que
lo que requiere 1la ingeminacién artificial. Puede ser
deseable utilizar la menor cantidad de esperma posible,
egpecialmente s8i el mamifero macho ha fallecido, es un
mamifero raro o exStico o si el espermatozoide esta tefiido o
separado de acuerdo con diversas realizaciones de 1la
invencién. También, la disponibilidad comercial de 1las
células de esperma geparadas en poblaciones que contienen
cromosomas Y, especialmente cuando el mamifero macho estéd
ubicado a una distancia del mamifero hembra, o cundo el
mamifero macho es exStico o raro o tiene atributos deseables,
resultari probablemente en un mayor y mis expandido uso de
fertilizaci6n in-vitro en programas de cria. Ciertas
realizaciones de la invencién pueden incluir dispositivos y
metodologias para el uso de espermatozoides separados, gque

incluyen, aunque no estédn limitados a éstos, a células de
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espexrma congeladas-descongeladas, con respecto a la
fertilizacién in-vitro de oocites, la maduracién in-vitro de
oocitos, o el cultivo in-vitro de cigotas, tal como aquellas
descritas en el articulo publicado por Lu, K.H., Cran D.G., y
Seidel, G.E., denominada fertilizacién ;p—vitro con esperma
bovino clasificado por citometria de flujo, Theriogenology,
52, 1393-1405 (1999), que se incorpora a la presente a modo
de referencia.

Ciertas realizaciones de la invencién comprende la
produccién o generacién de embriones mamiferos que pueden
comprender la recoleccién de semen 1 a partir de un mamifero
macho o la obtencifn de semen o espermatozoides 1 que estén
congelados o han sido previamente congelados. De acuerdo con
las realizaciones de la invencién descritas anteriormente, el
semen es combinado con la tintura 2 Hoechsast 33342 para
establecer una concentracién de entre 40 IM y 2500 IM. Las
células de esperma son incubadas con la tintura Hoechst 33342
a una temperatura de entre alrededor de 30° Centigrados y
alrededor de 40° Centigrados durante un tiempo de alrededor
de 50 minutos a alrededor de 200 minutos. Las células de
esperma tefilidas pueden ser ©separadas y aisladas en
poblaciones que contienen cromosomas X y poblaciones que
contienen cromosomas Y de acuerdo con las realizaciones de la
invencién que se han descrito anteriormente o por medio de
otras técnicas de separacién de células de esperma que
también pueden diferenciar los espermatozoides que contienen
cromosomas X de aquellos espermatozoidese que contienen
cromosomas Y en base a la magnitud de la fluorescencia. Las
células de esperma aisladas pueden luego ser utilizadas para
fertilizar oocitos de un mamifero hembra de la misma especie,
Y en algunos casos de mamiferos hembra de diferentes

especies, in-vitro.
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Como ejemplo de una aplicacién de realizaciones de la

invencién que comprenden esperma congelado de toro en

aplicaciones de fertilizacién in-vitro IVF, se tiflieron
muestras de esperma de dos toros en concentraciones de M
©o 2240IM con tintura Hoechst 33342 y los espermatozoides
tefiidos fueron luego clasificados a granel en un citémetro de
flujo a una velocidad de 1000 esperma por segundo en un
citrato de yema de huevo al 2%. Los espermatozoides fueron
inseminadoe a 1 x 10%/mL y los embriones fueron cultivados en
el sistema mMSOF descrito por Tervit H.R. y colaboradores, en
Exitoso Cultivo In-Vitro de &6vulos de oveja y ganado y d.
30:493-497(1992), que Be incorpora a la

Reprod. Fértil.,

presente a modo de referencia. Se llevaron a cabo tres
replicados para un toro 1 y un replicado para un toro 2 (ver
Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de la concentracién de tintura en los
rangos de desarrollo y segmentaci6n de oocitos inseminados

con espermatozoides tefiidos y separados a partir de esperma

congelado-descongelado.

N° de Concent.( M) | Tiempo detincién | N°de | Segmenta | Blastocitos/
Toro | Eyaculeciones | Hoechst 33342 | requerido (min) oocitos | cidn % c | Oocitos %
1 3 224 190 368 a 17
1 3 2240 60 373 60° 23
2 1 224 190 86 23
2 1 2240 60 81 42 16°

@b porcentajes dentro de los toros dentro de

diferente superindice difieren en (P<.025,

Tal como se puede entender,

I).

las columnas con

puede tomar mis tiempo

tefiir el esperma congelado-descongelado de manera tal que

esto

se Dpueda

resolver

durante

la separacién

a una

79



23

concentracién de tintura mids baja que a una concentracién de
tintura 10X. Las diferencias observadas en los rangos de
segmentacién entre las dos concentraciones de tintura pueden
ser miAs probablemente atribuidas al tiempo extendido de
incubacién al nivel de tintura inferior. Pareceria que un
aumento de 10 veces la concentracién de tintura no tiene un
efecto depresivo ni en la segmentacién ni en el desarrollo
embriocnario.

Tal como se puede entender fé&cilmente de lo anterior,
los conceptos bisicos de la presente invencién pueden ser
llevados a cabo en una variedad de formas. Esto comprende el
tefiido de espermatozoides, ya sea espermatozoides frescos o
espermatozoides congelados-descongelados, las técnicas de
separacién y aislamiento que pueden ser utilizadas con dichos
espermatozoides congelados, asi como también los dispositivos
para llevar a cabo la tincién, speparacién y aislamiento de
tales espermatozoides tefildos, que se separan en poblaciones
que contienen cromosomas X Yy poblaciones que contienen
cromosomas Y. En esta solicitud de patente, las técnicas de
tincién y separacién utilizadas con espermatozoides se
describen como parte de los resultados que se muestran a ser
logrados por 1los diversos dispositivoe descritos y como
etapas que son inherentes a la utilizacién. Los mismos son
simplemente el resultado natural de utilizar los dispositivos
tal como han sido descritos y definidos sus pupositos.
Ademds, e8i bien se describen algunos dispositivos, debe
entenderse que estos no solo llevan a cabo ciertos métodos
seino que también pueden variase en un nfimero de formas. De
manera importante, con referencia a todo lo anterior, 1la
totalidad de estas facetas deben entenderse como que est&n

comprendidas por é&sta descripcién.
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La descripcibtn incluida en ésta solicitud de patente
internacional bajo el Tratado de Cooperacién de Patentes
tiene por objeto servir como una descripcién bésica. El
lector deberfia advertir que la descripcién especifica puede
no describir explicitamente toda las realizaciones posibles y
que muchas alternativas son implicitas. Esta tambi&n puede no
explicar completamente la naturaleza genérica de la invencién
y puede no mostrar explicitamente como cada caracteristica o
elemento puede ser realmente representativo de una funcién
mis amplia o de una gran variedad de elementos equivalentes o
alternativos. Nuevamente, estos estan implicitamente
incluidos en ésta descripcifn. Cuando la invencidén es
descrita en una terminoclogia orientada a la funcionalidad
cada aspecto de 1la funcién eetd conseguido por un
dispopitivo, Bu rutina o programa. Las reivindicaciones de
aparato pueden no sclamente estar incluidas para los
digpositivos descritos, sino que también las reivindicaciones
de método o proceso pueden estar incluidas para encargarse de
las funciones de la invencién y de la que cada elemento lleva
a cabo. Ni la descripcién ni la terminologfia tienen por
objeto limitar el alcance de las reivindicaciones que ahora
se incluyen.

Ademis, cada uno de los diversos elementos de la
invencién y 1las reivindicaciones, puede también Bser
conseguido en una variedad de formas. Esta descripcién debera
entenderse como que comprende cada una de tales variaciones
yYya 8sea una variacién de una realizacién de cualquier
realizacién de aparato, de método o de proceso o aun
meramente una variacién de cualquier elemento de estos.
Particularmente, deberd entenderse que dado que 1la
descripcién se refiere a elementos de la invencién, las

palabras para cada elemento pueden ser expresadas por medio

21
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de términos equivalentes de aparato o términos de método, aun
8i solamente la funcién o el resultado es el mismo. Tales
términos equivalentes, mas amplios, © aun mas genéricos
deberian ser considerados como comprendidos en la deacripcién
de cada elemento o accién. Tales términos pueden ser
sustituidos cuandc se desee para hacer explicita la cobertura
implicitamente amplia que tiene por objeto 1la presente
invencién. A modo de un ejemplo, deberid entenderse que todas
las acciones pueden ser expresadas como un medio para tomar
dicha accién o como un elemento que provoca dicha accién. De
manera similar cada elemento fisico descrito deberia
entenderse como que comprende una descripcién de la accién
que dicho elemento fiIsico facilita. Con respecto a este
ultimo aspecto, a modo de ejemplo, la descripcifn de un
*clasificador” deberfa entenderse como que comprende la
descripcién del acto de ™“clasificacién* ya sBea que esta
explicitamente descrito o no y, inversamente, cuando Be
brinde solamente la descripcién del acto de “claesificacién”,
dicha descripcién deber& entenderse como que comprende la
descripcién de un “clasificador” y aun un “medio para
clasificar © Bseleccionar”. Tales cambios y términos
alternativos deben entenderse como que estin explicitamente
incluidos en 1la descripcién. De manera adicional, las
diversas combinaciones y permutaciones de todos los elementos
o aplicaciones pueden ser creadas y presentadas. Todo puede
hacerse para optimizar el disefio o comportamiento en una
aplicacién especifica.

Cualquier acto de la ley, estatuto, regulacién, o
regla mencionada en esta solicitud de patente, o patentes,
publicaciones u otras referencias mencionadas en esta
solicitud de patente se incorporan a modo de referencia.

Especificamente, la solicitud de patente provisional de los
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Estados Unidos de Norteamérica N 60/253.787, presentada el 29
de noviembre de 2000, y la solicitud de patente provisional
de los Estados Unidos de Norteamérica N° 60/253.785,
presentada el 29 de noviembre de 2000, 8e incorporan a la
presente a mcdo de referencia, incluyendo cualquier figura o
adjunto y cada una de las referencias en 1la tabla de
referencias siguiente se incorpora a la presente a modo de
referencia.

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

identificacién de la misma.

Documentos de Patente de EE.UU.

DOCUMENTO N* | FECHA NOMBRE CLASB SUBCLASE | FECHA PRESEN.
32,350 02/10/87 Bhattacharya 11/22/774
3,687,806 08/29/72 Van den Bovenkamp 195 1.3 11/04/69
3,829.216 08/13/74 Persidsky 356 36 1002/72
3,804 529 015775 Shrimpton 128 1R 04/10/69
4,009 260 02/2277 Ericsson 424 105 1211774
4,067,965 01/10/78 Bhattacharya 424 105 1217775
4,083 957 11778 Lang 424 78 02/04/76
4,085,205 04/18/78 Hancock 424 105 012477
4.092.229 05730778 Bhattacharys 204 180 R 10220776
4,155,831 05/22/79 Bhattacharya 207 299 R 02/23/78
4,191,749 03/04/80 Bryant 424 105 10111717
4,225 405 09/30/80 Lawson 204 180 R 08/16/78
4,276,139 06/30/81 Lawson 204 180 R 10/09/79
| 4,339,434 07/13/82 Ericason 424 105 08/17/81
4362246 12/07/82 Adair 209 33 07/14/80
4,448,767 03/15/84 Bryant 424 85 02/15/80
4,474 875 10/02/84 Shrimpton 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
4,605,558 08/12/86 Shrimpton 424 561 04720/84
4,660,971 04/28/87 Sage et al. 356 39 05/03/84
4,680,258 07/14/87 Hammerling ct ol 435 7 08/05/33
4,673,288 06/16/87 Thomas ct al.
4,683,195 07/28/97 Mullis et al
4,683,202 07/28/87 Mullis
4,698,142 10/06/87 Murui ct al 204 182.3 0731/85
4,749 458 06/07/88 Muroi et al 204 182.3 03/02/87
4,790,653 12/13/88 North, Jr.
4988,619 01/29/91 Pinkel 435 30 11/30/87
4999283 0¥/12/91 Zavos et al 435 2 08/18/89
5021244 06/04/91 Spaulding 424 561 05/12/89
5,055,393 10/0891 Kwoh et al
5,135,759 0R/04/92 Johnson 424 561 04/26/91
5,346,990 05/13/94 Spaulding 530 350 03/1291
5,371,585 12/06%4 | Morgan etal. 356 246 11/10/92
3,437,987 08/01/95 Ten e al
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5,439,362 OR/OR/95 Spaulding 424 185.1 0772594
5461145 10/24/95 Kudo et al

5,466,572 11/14/95 Sesaki et al. 435 2 04/25/94
5,480,774

5,483,469 01/09/96 Vanden Enghetal. | 364 555 08/02/93
5,494,795 212796 Guerry et al. 435 6 5/593
5,503,994 04/02/96 Shear ct al. 436 90 10/08/93
5,578,449 11/26/56 Frasch ct al. 435 6 472095
5,514,537 05/07/96 Chandler 435 002 11/28/94
5,589,457 12/31/96 Wiltbank 514 12 07-03-95
5,602,039 02/11/97 Ven den Engh 436 164 10/14/94
5,602,349 02/11/97 Van den Engh 7 864.85 10/14/94
5,622,820 4/11/97 Roasi 435 5 11394
5,641,457 03/09/99 Tomiyama ct al. 250 207 06/16/97
5,643,796 070197 Van den Engh etal 436 50 10/14/4
5,660,997 08/26/97 Spaulding 435 7.21 0620755
5,690,895 11/25/97 Matsumoto et al. 422 73 12/06/96
5,700,692 122397 Sweet 436 50 09/27/94
5,726,364 0Y/10/98 Van den Engh 73 864.85 02/10/97
5,819,948 10/13/98 Ven den Engh 209 158 0821/97
5,876,942 3/2/99 Cheng et al 435 6 7124097
5,880,457 03/09/99 Tomiyama et al. 250 207 06/16/97
5,985,216 11/16/99 Rens, et al. 422 073 07/24/97
6,071,689 06/06/00 Seidel et al. 435 2 01/29/98
Documentos de Patente Extranjeros

DOCUMENTO N° FECHA PAIS

WO 96/12171 10/13/95 United States

WO 98/34094 06/08/98 NZ

WO 99/05504 0772498 Us
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Ademfis, con referencia a cada término utilizado
deberi comprenderse que a menos que su utilizacién en esta
solicitud de patente sea inconeistente con su interpretacién,
las definiciones comunes de diccionario deber&n entenderse
como incorporadas para cada término y todas las definiciones,
téxrminos altermativos y sinfnimos tales como los contenidos
en el diccionario Random House Webmaster”s Unabridged,
sequnda edicién, que Be incorpora a la presente a modo de
referencia. Sin embargo, con respecto a lo anterior, en el
caso que dicha informaciénm o declaraciones incorporadas a
modo de referencia pudieran ser consideradas inconsistentes
con el patentamiento de esta invencién o invenciones tales
declaraciones expresamente no deben ser consideradas como
hechas por el solicitante o los solicitantes.

Ademds,.a menos que el contexto lo requiera de otro
modo, deberéd entenderse que el término “comprende” o
variaciones tales comec “comprenden” “que comprende” o *
comprendiendo” tiene por objeto implicar la inclusién de un
elemento o etapa o grupo de elementoe o etapas mencionados
pero no la exclusién de ninglin otro elemento o etapa © grupo
de elementos o etapas. Tales términos deben ser interpretados
en pu forma mas expansiva de manera de proveerle al
solicitante la mas amplia cobertura legalmente permitida en

paises tales como Australia o lo similar.
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De esta manera el solicitante o 1los solicitantes
deberid entenderse como gue cuentan con el apoyo como para
reivindicar por lo menos: i) cada uno de los procedimientos
de tincién o coloracién, separacién, aislamiento,
inseminacién, o fertilizacién tal como aqui se deascriben y
explican, ii) lcs métodos relacionados descriptos vy
explicados, iii)} wvariaciones similares, equivalentes y aun
implicitas de cada uno de estos dispositivos y métodos, iv)
aquellos disefios alternativos que consiguen cada una de las
funciones gque se ilustran como que estdn descriptas y
explicadas, vVv) aquellos digefios alternativos y métodos
alternativos que conaigquen cada una de las funciones
ilustradas, como implicitas para conseguir aquella que esta
descrita y explicada, vi) cada caracteristica componente y
etapa ilustrada, como invenciones separadas en
independientes, <vii) 1las aplicaciones mejoradas por las
diversas disposiciones o componentes descriptos, wviii) los
productos resultantes producidos por tales disposiciones o
componentes, ix) métodos y aparatos pustancialmente tales
como se han descrito hasta aqui y con referencia a cualquiera
de los elementos que se acompaflan, y x} las diversas y
variadas combinaciones y permutaciones de cada uno de los
elementos descritos.

Las reivindicaciones tales como se definen en esta
solicitud estdn aqul incorporadas a modo de referencia como
parte de esta descripcién de la invencién y el solicitante
expresamente se reserva el derecho de usar la totalidad o una
porcién de dicho contenido incorporado de tales
reivindicaciones como descripcién adicional para soportar
cualquier o la totalidad de las reivindicaciones o cualquier
elemento o componente de las mismas, y el solicitante ademéis

ge reserva expresamente el derecho de mover cualguier porcién
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de, o la totalidad de, el contenido incorporado de tales
reivindicaciones o cualquier elemento componente de las
miemas, desde la descripcidtn hasta las reivindicaciones o
viceversa en medida que sea necesario para definir el objeto
por el cual se pretende proteccién por medio de esta
Bolicitud o por cualquier solicitud subsiguiente de
continuacién, divisién o solicitud de mejor con respecto a la
misma, © para obtener cualquier beneficio, reducciébn de
tasas, en base a o para cumplir con las leyes, reglas o
requlaciones de patentes de cualquier pais o tratado y dicho
contenido incorporado a modo de referencia permaneceré
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 1la

misma © cualquier extensién o re-concesién de la misma.

g6



REIVINDICACIONES
Habiendo asi especialmente descrito y determinado la
naturaleza de la presente invencién y la forma como la misma
ha de ser llevada a la préictica, se declara reivindicar como

de propiedad y derecho exclusivo:

1. Un método para la tinci6én de células de esperma
recolectada de mamiferos, que comprende las etapas de:

a. recolectar semen de un mamifero macho;

b. incubar células de esperma contenidas dentro dé
dicho semen en una concentracién micro-molar de colorante
Hoechst 33342 mayor de 40;

c. establecer la temperatura a la cual dichas células
de esperma en dicha concentracién de colorante Hoechst 33342
son incubadas entre alrededor de 30°C y alrededor de 40°C;

d. ajustar un tiempo de duraciém en que dichas
células de esperma son incubadas con dicha concentracibén de
colorante Hoechst 33342 entre alrededor de 50 minutos y
alrededor de 200 minutos; y

e. tefiilr el ADN dentro de dichas células de esperma
con una uniformidad suficiente para permitir que las células
de esperma que contienen cromosomas X sean diferenciadas de
las células de esperma que contienen cromosomas Y en base a

la magnitud de fluorescencia en un rango mayor de alrededor

de 85%.

2. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamifercs, tal como Be define en 1la
reivindicacién 1, donde dicho mamifero macho esti

seleccionado del grupo de mamiferos que consiste de primates,
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humanos, porcinos, ovinos, bévidos, equinos, cénidos, felinos

y delfines.

3. Un método para la tincién de cé€lulas de esperma
recolectada de mamiferocs, tal como 8se define en 1la
reivindicacién 2, donde dicho mamifero macho comprende dicho
bbvide y dicha concentracién micro-molar de colorante Hoechst

33342 es de entre alrededor de 200 y alrededor de 2500.

4. Un método para la tincidn de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como 8e define en la
reivindicacién 2, donde dicho mamffero macho comprende dicho
bévido y dicha concentracién micro-molar de colorante Hoechst

33342 es de 224.

5. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como Be define en la
reivindicacién 2, donde dicho mamifero macho comprende dicho
bévido y dicha concentracifn micro-molar de colorante Hoechst

33342 es de 2240.

6. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como s8e define en 1la
reivindicacién 4, donde dicha etapa de ajustar un tiempo de
duracién en gque dichas células de esperma son incubadas con
dicha concentracién de colorante Hoechst 33342 entre
alrededor de 50 minutos y alrededor de 200 minutos comprende
ajustar dicho tiempo de duracién en que dichas células de
esperma son incubadas con dicha concentracién de colorante

Hoechst 33342 a alrededor de 190 minutos.
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7. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamifercs, tal como s8e define en la
reivindicaci6n 5, donde dicha etapa de ajustar un tiempo de
duracién en que dichas células de esperma son incubadas con
dicha concentracién de colorante Hoechst 33342 entre
alrededor de 50 minutos y alrededor de 200 minutos comprende
ajustar dicho tiempo de duracifn en que dichas células de
esperma s8on incubadas con dicha concentracién de colorante

Hoechet 33342 a alrededor de 60 minutos.

8. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como 8e define en 1la
reivindicacién 1, donde dicha etapa de tefiir el ADN dentro de
dichas células de esperma con una uniformidad suficiente para
permitir que las células de esperma que contienen cromosomas
X sean diferenciadas de las células de esperma que contienen
cromosomas Y en base a la magnitud de fluorescencia en un
rango mayor de alrededor de 85% comprende diferenciar las
células de esperma que contienen cromosomas Y de las células
de esperma que contienen cromoseomas X en base a la magnitud
de fluorescencia a wun rango Beleccionado del grupo
consistente en el B86%, 87%, 88%, B89%, 90%, 91%, 92%, 93%,

94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%.

9. Un método para la tincidén de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como 8e define en 1la
reivindicacién B8, donde dichas células de esperma que
contienen cromosomas X diferenciadas de las c¢élulas de
esperma que contienen cromosomas Y comprenden células de

esperma viables.
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10. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como Be define en las
reivindicaciones 1, 2, 6, 7, 8 0 9, que comprende ademis la

etapa de congelar dicho semen.

11. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como se define en 1la
reivindicacién 10, que comprende ademids la etapa de

descongelar dicho semen.

12. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como s8e define en la
reivindicacién 11, donde dicha etapa de tefiir el ADN dentro
de dichas células de esperma con una uniformidad suficiente
para permitir que las células de esperma que contienen
cromosomas X sean diferenciadas de las células de esperma que
contienen cromosomas Y en base a la magnitud de fluorescencia
en un rango mayor de alrededor de 85% comprende diferenciar

dicha magnitud de fluorescencia con un citdmetro de flujo.

13. Un método para la tincién de ADN dentro de
células de esperma congelado-descongelado, que comprende las
etapas de:

a. recolectar semen que contiene células de esperma
de un mamifero macho;

b. congelar dicho semen que contiene dichas células
de esperma;

c. descongelar dicho semen que contiene dichas
células de esperma;

d. combinar semen congelado-descongelado con

colorante Hoechst 33342;
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e. establecer una concentracién micro-molar de dicho
colorante Hoechst 33342 de entre alrededor de 200 y alrededor
de 2500;

f. ajustar la temperatura de dicho semen congelado-
descongelado en dicha concentracién de colorante Hoechst
33342 entre alrededor de 30°C y alrededor de 40°C; y

g. ajustar el tiempo de duracién en que dicho semen
congelado-descongelado es incubado con dicha concentracifn de
colorante Hoechst 33342 entre alrededor de 50 minutos y
alrededor de 200 minutos, de modo que el ADN dentro de las
células de esperma contenidas en dicho semen congelado-
descongelado es tefiido con una uniformidad suficiente para
diferenciar entre 1las células de esperma que contienen
cromosomas X y las células de esperma que contienen

cromosomas Y en base a la magnitud de fluorescencia.

14, Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como sBe define en la
reivindicaci6én 13, donde dicho mamifero macho estd
seleccionado del grupo de mamiferos que consiste de primates,
humanos, porcinos, ovinos, bévidos, equinos, canidos, felinos

y delfines.

15. Un método para la tincidén de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como 8se define en 1la
reivindicacién 14, donde dicho mamifero macho comprende dicho
bévido y dicha concentraciédn micro-molar de colorante Hoechst

33342 es de entre alrededor de 200 y alrededor de 2500.

16. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como se define en 1la

reivindicaci6én 14, donde dicho mamifero macho comprende dicho
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bé6vido y dicha concentracién micro-molar de colorante Hoechst

33342 es de 224.

17. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como s8se define en la
reivindicacién 14, donde dicho mamifero macho comprende dicho
bévido y dicha concentracién micro-molar de colorante Hoechst

33342 es de 2240.

18. Un método para la tincién_de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como se define en la
reivindicacién 14, donde dicha etapa de ajustar un tiempo de
duracién en que dichas células de esperma son incubadas con
dicha concentracién de <colorante Hoechst 33342 entre
alrededor de 5¢ minutos y alrededor de 200 minutos comprende
ajustar dicho tiempo de duracién en que dichas células de
esperma son incubadas con dicha concentracién de colorante

Hoechat 33342 a alrededor de 190 minutos.

19. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como se define en 1la
reivindicacién 17, donde dicha etapa de ajustar un tiempo de
duracién en que dichas células de esperma son incubadas con
dicha concentracién de colorante Hoechst 33342 entre
alrededor de 50 minutos y alrededor de 200 minutos comprende
ajustar dicho tiempo de duracién en que dichas células de
esperma son incubadas con dicha concentracién de colorante

Hoechat 33342 a alrededor de €0 minutos.

20, Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como se define en las

reivindicaciones 13, 15, 1§, 17, 18, 19 o 20, donde dicha
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etapa de tefiir el ADN dentro de dichas células de esperma con
una uniformidad suficiente para permitir que las células de
esperma que contienen cromosomas X sean diferenciadas de las
células de esperma que contienen cromosomas Y en base a la
magnitud de fluorescencia en un rango mayor de alrededor de
B5% comprende diferenciar las c¢élulas de esperma que
contienen cromosomas Y de las célulags de esperma que
contienen cromosomas X en base a la magnitud de fluorescencia
a un rango seleccionado del grupo consistente en el 86%, 87%,

88s, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%.

21. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como 8e define en la
reivindicacién 20, donde dichas c¢élulas de esperma que
contienen cromosomas X diferenciadas de 1las células de
esperma que contienen cromosomas Y comprenden células de

esperma viables.

22. Un método para la tincidén de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como se define en 1la
reivindicacién 20, donde dicha etapa de teflir el ADN dentro
de dichas células de esperma con una uniformidad suficiente
para permitir que las c¢élulas de esperma que contienen
cromosomas X gpean diferenciadas de las células de esperma que
contienen cromosomas Y en base a la magnitud de fluorescencia
en un rango mayor de alrededor de 85% comprende diferenciar

dicha magnitud de fluoreacencia con un citémetro de flujo.

23. Un método para generar embriones de mamifero, que
comprende las etapas de:

a. recolectar semen de un mamifero macho;

/23



47

b. combinar dicho semen de un mamifero macho con una
cantidad de colorante Hoechst 33342;

c. establecer una concentracién de dicho colorante
Hoechst 33342 combinado con dicho semen a una concentracién
micro-molar de entre alrededor de 40 y alrededor de 2500;

d. ajustar la temperatura a la cual dichas células de
esperma son incubadas con dicho colorante Hoechst 33342 entre
alrededor de 30°C y alrededor de 40°C;

e. ajustar el tiempo de duracién en que dichas
células de esperma son incubadas en dicha concentracién de
colorante Hoechst 33342, entre alrededor de 60 minutos y
alrededor de 200 minutos;

' f. tefiir el ADN dentro de las células de esperma
contenidas en dicho semen con dicho colorante Hoechst 33342;
b 4

g. fertilizar oocitos con células de esperma tefiido,

de modo que el aumento de la concentracién de
colorante Hoechst 33342 y la disminucién del tiempo de
duracién en que dichas células de esperma son incubadas en
dicha concentracién de colorante Hoechst 33342, aumenta el

porcentaje de dichos embriones de mamifero producidos.

24. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamifercs, tal como se define en 1la
reivindicacién 23, donde dicho mamifero macho estd
seleccionado del grupo de mamiferos que consiste de primates,
humanos, porcinos, ovinos, bSvidos, equinos, cénidos, felinos

y delfines.

25. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como 8e define en 1la

reivindicacién 24, donde dicho mamifero macho comprende dicho
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bévido y dicha concentracién micro-molar de colorante Hoechst

33342 es de entre alrededor de 200 y alrededor de 2500.

26. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamifercs, tal como 8e define en la
reivindicacién 24, donde dicho mamifero macho comprende dicho
bévido y dicha concentracién micro-molar de colorante Hoechst

33342 es de 224.

27. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como 8e define en 1la
reivindicacién 24, donde dicho mamifero macho comprende dicho
bévido y dicha concentracién micro-molar de colorante Hoechst

33342 es de 2240.

28. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como 8e define en 1la
reivindicacifn 26, donde dicha etapa de ajustar un tiempo de
duracién en que dichas células de esperma son incubadas con
dicha concentracién de colorante Hoechst 33342 entre
alrededor de 50 minutos y alrededor de 200 minutos comprende
ajustar dicho tiempo de duracién en que dichas células de
esperma son incubadas con dicha concentracién de colorante

Hoechst 33342 a alrededor de 190 minutos.

29. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como se define en la
reivindicacién 27, donde dicha etapa de ajustar un tiempo de
duracién en que dichas células de esperma son incubadas con
dicha concentracién de colorante Hoechst 33342 entre
alrededor de 50 minutos y alrededor de 200 minutos comprende

ajustar dicho tiempo de duracidn en gque dichas células de
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esperma son incubadas con dicha concentracién de colorante

Hoechst 33342 a alrededor de 60 minutes.

30. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como Be define en las
reivindicaciones 23, 25, 26, 27, 28, 29 o 30, donde dicha
etapa de tefilir el ADN dentro de dichas células de esperma con
una uniformidad suficiente para permitir que las células de
esperma que contienen cromosomas X sean diferenciadas de las
células de esperma que contienen cromosomas Y en base a la
magnitud de fluorescencia en un rango mayor de alrededor de
85% comprende diferenciar las c¢é&lulas de esperma que
contienen cromcsomas Y de las células de esperma que
contienen cromosomas X en base a la magnitud de fluorescencia
a un rango seleccionado del grupc consistente en el B86%, B87%,

B88%, B9%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 955%, 96%, 97%, 98% o H955%.

31. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferoa, tal como se define en la
reivindicacién 30, donde dichas células de esperma dgue
contienen cromosomas X diferenciadas de 1las células de
esperma gque contienen cromosomas Y comprenden células de

esperma viables.

32. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamfferoa, tal como se define en 1la
reivindicacién 30, donde dicha etapa de tefiir el ADN dentro
de dichas células de esperma con una uniformidad suficiente
para permitir que 1las células de esperma que contienen
cromosomas X sean diferenciadas de las células de esperma que

contienen cromosomas Y en base a la magnitud de fluorescencia
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en un rango mayor de alrededor de 85% comprende diferenciar

dicha magnitud de fluorescencia con un citSmetro de flujo.

33. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como s8se define en 1la
reivindicacién 32, que comprende ademf&s la etapa de aislar
las cé&lulas de esperma diferenciadas, que <contienen
cromosomas X y que contienen cromosomas Y, en elementos de

recoleccién separados.

34. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como 8se define en la
reivindicacién 33, donde dicha etapa de aislar las células de
esperma diferenciadas, que contienen cromosomas X y que
contienen cromosomas Y, en elementos recolectados separados
comprende aislar 1las células de esperma gque contienen
cromosomas Y en un elemento de recoleccién separado a un

rango de alrededor de 1000 por segundo.

35. Un método para la tincién de células de esperma
recolectada de mamiferos, tal como 8se define en 1la
reivindicacién 33, donde dicha etapa de aislar las células de
esperma diferenciadas, que contienen cromocsomas X y que
contienen cromosomas Y, en elementos recolectados separados
comprende aislar las c¢é&lulas de eeperma gque contienen
cromosomas X en un elemento de recolecclién separado a un

rango de alrededor de 1000 por segundo.

36. Un método para generar embriones de mamifero, tal
como se define en la reivindicacién 23, que comprende ademés

la etapa de congelar dicho semen.
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37. Un método para generar embriones de mamifero, tal
como se define en la reivindicacién 30, que comprende ademas

la etapa de congelar dicho semen.,

38. Un método para generar embriones de mamifero, tal
como ge define en la reivindicacién 36, que comprende ademés

la etapa de descongelar dicho semen.

39. Un método para generar embriones de mamifero, tal
como ge define en la reivindicacién 37, que comprende ademis

la etapa de descongelar dicho semen.

40. Una dispogicién de citSmetro de flujo para aislar
células de esperma deseadas, que comprende:

a. células de esperma obtenidas descongelando semen
previamente congelado, en donde dichas células de esperma son
incubadas con colorante Hoechst 33342 en una concentracidn
micro-molar de entre alrededor de 200 y alrededor de 2500
hasta que el ADN dentro de dichas cé&lulas de esperma se tifia
con suficiente uniformidad como para permitir que las células
de esperma que contienen cromosomas X sean diferenciadas de
las células de esperma que contienen cromosomas Y en base a
la magnitud de la fluorescencia en un rango mayor de
alrededor de 85%;

b. una fuente de células de esperma que suministra
dichas células de esperma a un citSmetro de flujo;

c. una fuente de fluido de envainado que crea un
entorno de fluido de envainado dentro de dicho citémetro de
flujo en el cual dichas células de esperma est&n retenidas;

d. una boquilla a través de la cual pasan dichas
células de esperma mientras est&n retenidas en dicho entorno

de fluido de envainado;
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e. un oscilador que actGa en dicho fluido de
envainado cuando este pasa a través de dicha boquilla;

f. una disposicién sensora de células de esperma gue
responde a dichas células de esperma;

g. una disposicién de separacién y discriminacidén que
actia para separar dichas células de esperma que tienen una
caracteristica deseada; y

h. un elemento de contencién dentro de cual son
recolectadas dichas células de esperma que tienen wuna

caracteristica deseada.

41. Una disposicién de citémetro de flujo para aislar
células de esperma deseadas, tal como Be define en 1la
reivindicacién 40, donde dichas células de esperma obtenidas
descongelando semen previamente congelado son obtenidas de
mamiferos machos seleccionados del grupo de mamiferoe que
consiste de primates, humanos, porcinos, ovinos, bévidos,

equinos, cénidos, felinos y delfines.

42, Una disposicifén de citémetro de flujo para aislar
células de esperma deseadas, tal como s8Be define en 1la
reivindicacién 41, donde dicho mamifero macho comprende dicho
bévido y donde dicha concentracién micro-molar de colorante
Hoechst 33342 es de entre alrededor de 200 y alrededor de

2500.

43. Una disposicién de citSmetro de flujo para aislar
células de esperma deseadas, tal como se define en 1la
reivindicacifn 41, donde dicho mamifero macho comprende dicho
bSvido y donde dicha concentracién micro-molar de colorante

Hoechst 33342 es de 224.
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44. Una disposicitn de citSmetro de flujo para aislar
células de esperma deseadas, tal como se define en la
reivindicacién 41, donde dicho mamifero macho comprende dicho
bévido y donde dicha concentraci6ém micro-molar de colorante

Hoechst 33342 es de 2240.

45. ‘Una disposicifén de citbémetro de flujo para aislar
células de esperma deseadas, tal como se define en 1la
reivindicacién 42, que comprende ademfs un tiempo de duracidn
en que dichas células de esperma son incubadas con dicha
concentracién de colorante Hoechst 33342 entre alrededor de

50 minutos y alrededor de 200 minutos.

46. Una disposicién de citbémetro de flujo para aislar
células de esperma deseadas, tal como se define en la
reivindicacién 43, donde dicho tiempo de duracién es de

alrededor de 190 minutos.

47. Una disposicién de citémetro de flujo para aislar
células de esperma deseadas, tal como se define en 1la
reivindicacién 43, donde dicho tiempo de duracién es de

alrededor de 60 minutos.

48. Una disposicién de citbSmetro de flujo para aislar
células de esperma deseadas, tal como se define en las
reivindicaciones 40, 42, 43, 45 6 48, donde dichas células de
esperma que contienen cromosomas X son diferenciadas de las
células de esperma que contienen cromogomas Y en base a la
magnitud de fluoreecencia en un rango mayor de alrededor de
85%, que es un rango seleccionado del grupo consistente en el
86%, B87%, B88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% o 99%.
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49. Una disposicién de citbmetro de flujo para aislar
células de esperma deseadas, tal como se define en la
reivindicacién 48, que comprende adem&ds un elemento de
recoleccién dentro del cual estin aisladas las células de

esperma que contienen cromosomas X.

50. Una disposicién de citémetro de flujo para aislar
células de esperma deseadas, tal como se define en 1la
reivindicacién 48, que comprende ademds un elemento de
recoleccién dentro del cual estdn aisladas las células de

esperma que contienen cromosomas Y.

51. Una disposicién de citémetro de flujo para aislar
células de esperma deseadas, tal como s8se define en 1la
reivindicacién 49, que comprende adem&s un rango al cual se
aislan las células de esperma que contienen cromosomas X

mayor de alrededor de 1000 por segundo.

52. Una disposicifn de citfémetro de flujo para aislar
células de esperma deseadas, tal como se define en 1la
reivindicacién 50, que comprende ademis un rango al cual se
afislan las célulae de esBperma que contienen cromosomas Y

mayor de alrededor de 1000 por segundo.

53. Un método para generar embriones de mamifero, tal
como se define en la reivindicaci6m 40, que comprende ademis

la etapa de congelar dicho semen.

54. Un método para generar embriones de mamifero, tal
como se define en la reivindicacién 51, que comprende ademés

la etapa de congelar dicho semen.
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55. Un método para generar embriones de mamifero, tal
como sBe define en la reivindicacién 53, que comprende ademéis

la etapa de descongelar dicho semen.

56. Un método para generar embriones de mamifero, tal
como se define en la reivindicacién 54, que comprende ademés

la etapa de descongelar dicho semen.

57. Un método para producir un de mamifero que tiene
un sexo predeterminado, que comprende las etapas de:

a. recolectar semen de un mamifero macho;

b. congelar dicho semen;

c. descongelar dicho semen;

d. determinar la caracteristica del sexo de wuna
pluralidad de células de esperma contenidas dentro de dicho
semen congelado-descongelado;

e. sBeparar dichas células de esperma de acuerdo con
la determinacién de sus caracteristicas de sexo;

f. aislar células de esperma separadas de acuerdo con
la determinacién de sus caracteristicas de sexo en un
elemento recolector;

g. establecer una muestra de inseminacibn artificial
de dichas células de esperma aisladas en dicho elemento de
recoleccitn;

h. insertar dicha muestra de inseminacién artificial
dentro de un mamifero hembra de la misma especie de la cual
se ha recolectado dicho semen;

f. fertilizar por lo menos un huevo dentro de dicho
mamifero hembra; y

g. producir un mamifero de progenie del sexo deseado.
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58. Un método para producir un de mamifero que tiene
un sexo predeterminado, tal como 8e define en 1la
reivindicacién 57, donde dicho mamifero macho esta
seleccionado del grupo de mamiferos que consiste de primates,
humanos, porcinos, ovinos, b6vidos, equinos, cdnidos, felinos

y delfines.

59. Un método para producir un de mamifero que tiene
un sexo predeterminado, tal como Be define en 1la
reivindicacién 58, que comprende ademds la etapa de tefiir el
ADN dentro de dichas célulae de esperma en una concentracidén

micro-molar mayor de 40 con un colorante Hoechst 33342.

60. Un método para producir un de mamifero que tiene
un sexo predeterminado, tal como se define en la
reivindicacién 59, donde dicha etapa de tefiir el ADN dentro
de dichas células de esperma en una concentracién micro-molar
mayor de 40 con un colorante Hoechst 33342 comprende 1la
tincién con una uniformidad suficiente para permitir que las
células de esperma que contienen cromosomas X sSean
diferenciadas de 1las células de esperma gque contienen
cromosomas Y en base a la magnitud de fluorescencia en un

rango mayor de alrededor de 85%.

61. Un método para producir un de mamifero que tiene
un sexo predeterminado, tal como se define en 1la
reivindicacién 59, donde dicho mamifero macho comprende dicho
b6vido y dicha concentracién micro-molar de colorante Hoechst

33342 es de entre alrededor de 200 y alrededor de 2500.

62. Un método para producir un de mamifero que tiene

un Bsexo predeterminado, tal como se define en 1la
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reivindicacién 61, donde dicho mamifero macho comprende dicho
b&évido y dicha concentracién micro-molar de colorante Hoechst

33342 es de 224.

63. Un método para producir un de mamifero que tiene
un sexo predeterminado, tal como 8e define en la
reivindicacién 61, donde dicho mamifero macho comprende dicho
bévido y dicha concentracifn micro-molar de colorante Hoechst

33342 es de 2240.

64. Un método para producir un de mamifero que tiene
un sexo predeterminado, tal como 8Be define en la
reivindicacién 61, que comprende ademfis la etapa de ajustar
un tiempo de duracién en que dichas células de esperma son
incubadas c¢on dicha concentracién de colorante Hoechst 33342

entre alrededor de 50 minutos y alrededor de 200 minutos.

65. Un método para producir un de mamifero que tiene
un sexo predeterminado, tal como Be define en la
reivindicacién 61, donde dicha etapa de ajustar un tiempo de
duracién en que dichas células de esperma son incubadas con
dicha concentracién de c¢olorante Hoechst 33342 entre
alrededor de 50 minutos y alrededor de 200 minutos comprende
ajustar dicho tiempo de duraci6n en que dichas células de
esperma son incubadas con dicha concentracién de colorante

Hoechst 33342 a alrededor de 190 minutos.

66. Un método para producir un de mamifero que tiene
un sexo predeterminado, tal como se define en la
reivindicacién 63, donde dicha etapa de ajustar un tiempo de
duracién en que dichas células de esperma son incubadas con

dicha concentracién de colorante Hoechst 33342 entre
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alrededor de 50 minutos y alrededor de 200 minutos comprende
ajustar dicho tiempo de duracién en que dichas células de
esperma B8on incubadas con dicha concentracién de colorante

Hoechst 33342 a alrededor de 60 minutos.

67. Un método para producir un de mamifero que tiene
un sexo predeterminado, tal como s8e define en las
reivindieaciones 57, 58, 61, 62, 63, 64, 65 o 66, donde dicha
etapa de tefiir el ADN dentro de dichas células de esperma en
una concentracién micro-molar mayor de 40 con un colorante
Hoechst 33342, comprende la tincién con wuna uniformidad
suficiente para permitir que las células de esperma que
contienen cromosomas X sean diferenciadas de las células de
esperma que contienen cromosomas Y en base a la magnitud de
fluorescencia en un rango mayor de alrededor de 85% y que
comprende un rango seleccionado del grupo consistente en el
86%, 87%, 88%, 89%, S0%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 56%, 957%,

98% o 99%.

68. Un método para producir un de mamifero que tiene
un sexo predeterminado, tal como se define en la
reivindicacién 67, donde dicha etapa de tefiir el ADN dentro
de dichas células de esperma con una uniformidad suficiente
para permitir que las células de esperma gque contienen
cromopomas X sean diferenciadas de las células de esperma que
contienen cromosomas Y en base a la magnitud de fluoreacencia
en un rango mayor de alrededor de 85% comprende diferenciar

dicha magnitud de fluorescencia con un citémetro de flujo.

69. Un método para producir un de mamifero que tiene
un sexo predeterminado, tal como se define en 1la

reivindicaci6n 68, donde dicha etapa de aislar las células de

A7



59

esperma separadas de acuerdo con la determinacién de su sexo
en un elemento de recoleccién comprende aislar las células de
esperma que contienen cromosomas Y en un elemento de
recoleccién separado a un rango de alrededor de 1000 por

segundo.

70. Un método para producir un de mamifero que tiene
un sexo predeterminado, tal como Bpe define en la
reivindicacién 68, donde dicha etapa de aislar las células de
esperma separadas de acuerdo con la determinacién de su sexo
en un elemento de recoleccién comprende aislar las células de
esperma que contienen cromosomas X en un elemento de

recoleccién separado a un rango de alrededor de 1000 por

segundo.

71. Un método para producir un de mamifero que tiene
un sexo predeterminado, tal como Be define en la
reivindicacién 57, que comprende ademis la etapa de limitar
el nimero de células aisladas de esperma en dicha muestra de
ingseminacién artificial entre alrededor del 10% y alrededor
del 50& del nGmero de dichas células de esperma con respecto

a una tipica muestra de inseminacién artificial no separada.

72. Un método para producir un de mamifero que tiene
un sexo predeterminado, tal como Be define en 1la
reivindicacién 58, donde dicho mamifero comprende dicho
bévido y donde dicha muestra de inseminacién artificial tiene
el nimero de células aisladas de esperma limitado a alrededor

de un millén a tres millones.

73. Un método para producir un de mamifero que tiene

un gexo predeterminado, tal como 8se define en la
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reivindicacién 58, donde dicho mamifero comprende dicho
bévido y donde dicha muestra de inseminacién artificial tiene
el nGmero de células aisladas de esperma limitado a entre
alrededor de cien mil y cincuenta mil y alrededor de un

millén.

74. Un método para producir un de mamifero que tiene
un sexo predeterminado, tal como 8e define en 1la
reivindicacién 57, donde dicho mamifero comprende dicho
equino y donde dicha muestra de inseminacién artificial tiene
el nfimero de células aisladas de esperma limitado a entre

alrededor de cuarenta millones y alrededor de cien millones.

75. Un método para producir un de mamifero que tiene
un sexo predeterminado, tal como se define en las
reivindicaciones 71, 72, 73 o 74, que comprende ademds la
etapa de crear superovulacién en dicho mamifero hembra para
crear por lo menos dos huevos, que comprende la etapa de
utilizar un producto farmacéutico ovulatorio para provocar la
produccién de miltiples huevos, y donde dicho producto
farmacéutico ovulatorio es inyectado en incrementos de medio

dia entre cualquiera de los dias 2 y 18 del ciclo de estro.
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RESUMEN

Dispositivos, composiciones y métodos para manipular,
separar, envasar y utilizar espermatozoides 1 que pueden ser
derivados de muestras de esperma previamente congeladas y
recolectadas de un mamifero macho. Especificamente, técnicas
para tefiir 2 uniformemente ADN de espermatozoides aun cuando
éatos derivan de esperma previamente congelado y técnicas de
separacién para separar y aislar espermatozoides aun cuando
éstos derivan de muestras de esperma previamente congelado,
en poblaciones que contienen cromosomas X y cromosomas Y, Y

que tienen alta pureza.
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