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'SPERM CELL SEPARATION METHODS AND COMPOSITIONS -
~ CONTAINING APTAMERS OR NUCLEIC ACID SEQUE‘\ICES
_ FOR USE THEREIN

" RELATED A_PPLICATIONS

l _v[OO'O ]This’b application claims priority to U S. Provisionél Patent A)plication ‘No.
- 60/824,069, ﬁled Aug,ust 30, 2006 wlnch 1s “herein’ mconpmated by lefelcnce in’its "

' . entir ety

FIELD oFTHn INVENTION‘

. [0002] The present 1nventlon 1elates to methods and composmons f01 1dent1fymg, and '_ -
" écpalatmg, cclls fiom ‘a populatlon of cells,’ pat’nculally, mammallan spelm cells .
o tlnoug,h the, use of nuclelc acids, pamculatly aptamexs that spec1ﬁcally bind with lngh
‘,atﬁmty ‘and specxﬂmty or plefelennahty to elthet spelm cells contammg, ‘the X

: clnomosome orthe Y. clnomosome

BACKCROUND_OE THE INVENTION.

[0003] The ability to éel_eot sperm cells having desired characteristics rémains an

important objective in artificial reproduction. An efficient and cost effective process . .

foﬁidcntit"ying7 and separating Sperm cell Is for sex ‘selection wOuld‘ have  significant

~economic implications for the livestock mdustly and i in paxtlculal in the beef and dairy
: mdustty Fox mstance in the beef mdustly, male bulls have gleater commelctal value’

than female catt]e because of then size, so methods that allow f01 ennchment of male '

bulls would" pxo\lde a cleat competltwe advantaé,e to 1anchets who use such'

techmques On the othet hand in the dairy mdusny, 1mlk ptoducmg cows are

_ g,enetally more desnable C_urren_tly however, only a small_pelcentag_,,e_ of cattle»

' Ianchels employ amﬁual insemination methods inv’olving sexX- specific sperm cells as a

means to ploduce vaestock having the desired SeX. Desplte the advantages of being

'1ble to CODl.'lOl and plan the sexual makeup of an mventmy of cattle, such an apploach o
s not more w1dely used in the industry because curr ent methods for sorting sperm cells '

- into sex-specific spexm cell s, which employ flow cytomet:y techmques, are both
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expensive and involve irreversible staining of the sperm cells prior to insemination.
Less costly and intrusive methods for identifying and separating sperm cells based on
: speun cell quality, physical characteustlcs or content would also have important

'appllcfltlons in many animal and human 1ep10duct1ve technolog,les

SUMMARY OF THE INVENTION

[0004] The present invention plovxdes at least one aptamer, or nuclelc acid sequence

" that binds to a target. molecule accessible from the surface of a cell, particularly, a
mammahan sperm cell and .a melhod for plodu_cmg the aptamers or nucleic acid
sequence. The method comprlses Contécting.a collection of different nucleic acid
'molecnles with the target molecule under conditions favorable for bindlng between at
least one of the nucleic acid molecules and the target molecule, to form at least one
cmnplex comprising the nucleic acid molecule bound to the target molecule, wherein
each of th_e nucleic acid molécules comprises at least one segment of randomized
nucleotide sequences. The compléxes are then separated from the unbound nucleic’
acid molecules and unbound target molecules and the bound nuclelc acid molecule is

recovered from the sepalated complex

[0005] The present i'nvention further provides one or more speciﬁc nucleic acid
molecules or aptamers, preferably an. oligonucle_otide‘,r’» more preferably a DNA
molecule; that binds preferentially vto either a sperm cell containingba X-cln'omos'ome
(hereinafter referred to-as a “X sperm cell”) or a sperm cell containing a Y-
chromosome (helemaftel lefen ed to as a Y sperm cell”™), and preferably plefel entially
bmds better to one of the X sperm cells or binds with 51gmhcantly dlftelent affinities to ;

each type of X and Y spenn cells

[0006) The present invention also provides an isolated non_-'natur'ally ocourring nucleic
acid sequen'ce or aptamer that binds to a target molecule on a mammalian sperm cell |
comprising a nucleotide sequence selected from the group consisting of: a nucleotide
sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOS: 3-35 or a target molecule

binding portion thereof.
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- [0007] The present invention also provides a method for'uslng thevéptam_'ers or nucleic -
acid sequence to identify, seléct and separate X and Y spenﬁ cells. Preferably, thé
method comprises sepalatmg the mammallan sperm cells by contacting the X and Y
sperm cells with at least one aptamer of the mventlon and sepaxdtmg the cells into two

Ql more populat:ons based upon_ their ability to preferentxally bind to the aptamer,

{0008] The invention further mcludes the X and Y spenn cell populatlon(s) produced
~ by the separation method. The invention further compuses an artificial insemination
© kit comprising the spelm cell populatmn pxoduced by the method of the mventlon and . )

a method fox amﬁcml msemmatlon of a mammal by admmlstelmg, the selected sperm --

cell populatlon to the mammal

[0009] Tllc présent invention also provides diagnostic and tech‘nologicél means relating
to sperm cell qualities such as épernd cell viability, motility, funct_i_Onalit_y, stimulation,
and preservation, as well as ‘diagnostic and teclmol_ogical means that "address
~insemination rates, fertiliﬁtibn rates, -and birth rates of desirable offspring, by
'establlshmz, a method of selectively smtm& semen or sperm cells obtamed from various

species, mdmduals and speciimens.

DETAILED DESCRIPTION OF THE FIGURES

[0010] Figuré 1 is a flow cytometry graph showing the"speciﬁ'c'ity of DNA aptamer

: pools to live sorted bull sperlnatozoé after- 9 aptamer selection rounds (A = Y sorted

v ‘ ' o bull semen cells binding to a naive, DNA 11b1a1 y; B =Y sorted. bull semen cells bmdmg
‘ . 7 to the X cell specific aptamex pool C= X sorted bull semen’ cells binding to & naive
DNA library; and D = X sorted bull semen cells binding to the. X cell specific aptamer

pool).

[0011] Figure 2A shbws lhe l)inding a_nalysls of the _énrichéd X-cells spéclﬁc aptamer.

pool. Fluoiescence ‘confocal ilh'a'ges‘of spetln cells (Left); ahd optical images of sperm
~ cells (Right). (a) X- specific aptamer pool with the X cells (b) X specnﬁc aptamer pool
» w1th the Y cells; (c) Naive DNA library with X cells. -
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'[0012]' Figul‘e 2B 'shows the bind.ing.analysis of the em'icl]ed Y.-.cells 'speciﬁc aptamer

pool Fluorescence confocal images of sperm cells (Left) and Optlcal 1mages of sperm
cells (R1gl1t) (a) Y- spemﬁc aptamer pool with the Y’ cells (b) Y spec1ﬁc aptame1 pool

v1th the X cells; (c) Naive DNA llbrary thh Y cell '

. "DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

[001'3]' Within the contéxt of ’thc pl‘esent invention, aptamers 'lrc defined as a class of
llg,ands of nuclelc acid sequences the telms of which are used mtelchangeab
'thloughout this specification; also are referred to a oligomers or ol1gonucleot1des ie,
'nuclelc acrds that bind plefelentlallv to a particular target molecule such as a
polypcptlde a short pept1de an enzyme aplotem a lipid, ag,lycohpld aphosphohpld
a g,lyc_op:otcm_, a calbohyclrate, a small molecule o1 a cell surface molecule, such as a
~receptor; an extracellular matrix or scaffolding, molecule or an ion channel, The
aptamers of the present mvennon are llg,ands or smgle stranded ollg,onucleotldes thdt
bind w1th lng,] alﬁmty and spec1f01ty to target molecules tluough complementaw B
_ shape interactions. - ~The aptamers or nucleic amd sequences ofthe p1 esent invention are
E 'capable of binding or forming a complex w1th a talget molecule toa lnéhel degree or
‘affmty than the aptamer would bind to contammatmg, or control molecules that
‘ plesumably do not contain the talbet on the surface of or accessible from the surface of
aXor Y sperm cclls The aptamels or nuclelc acid sequences of the plesent invention
. may bmd )xefelentlally to a target molecule on the surface of the X sperm cell as
compaled to the Y sperm cell or vice versa. The nuclelc auds may be e1the1 DNA,
RNA smgle -stranded or double stlanded and any chemlcal mod1ﬁcat10ns theleof
Modlﬁcatlons include, but are not limited to, those that pxov1de othel chemxcal groups
that mcox porate additional charge pola117ab1l1ty, hydrogen bonding, - electrostatlc _
» interaction, ﬂuxmnalxty or a label to the nucleic acid bases or to the nucleic acid
molecule as a whole. Plefel ably, the aptamels are DNA molecules, Most preferably,

: they are ollgonucleotldes
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[OOl4]_The length of tllese molee_ales is more than one nucleotide and may inchidé
short sequences, suveh as Idimers or trimers, thﬂat rnay be intermediates in the produetiorr '
of 'speciﬁc nucleic acid molecules 'that .bind to a target - Aptamers of the present
inv entron mclude nucleic acid molecules of any leng,th but preferably less than 200
nucleotrdes prefer ably less.than 150 nucleotides, preferably less than 100 nucleotides, |
_preterably less than 80 nucleotides, more pleferably less than 60 nucleotides, more
preferably less than 40 na_cleotid’es, preferably less than 35 nucleotides, preferably less.
_than 30 ‘nucleotides, preferably less than 25 nucleotides, preferably les's than 20
nucleotides, preferably less than 15 nucleotrdes and preferabl less than 10 nucleotldes _ '

Typrcallv, such olrg,onucleotrdes ale about 15- 60 nucleotrdes long,

v,[OO 5] Within the conte‘(t of the present mventlon aptamels are understood to include
both -monoclonal aptamers and polyclonal aptamers ‘As used he_lem, monoclonal
aptamers are ones with the same nucleotide $equences that bind to the same target, and
polyclonal aptamers are onés with some v_ariatlon .in nucleotide set‘}uences,‘ which bind
to the sametarget. Monoclonal aptamers are preferred.: As used berein, an aptamer;

' p_referably is an ‘oligo’nueleotjde that is eapable.of complexing or_binding to a. target
molecule as described herein. The afﬁnity or complexation of an aptamer Ito its target '

- molecule is'd matter of degree and is measured by the abrllty of the aptamer to bind to
the tar;,et molecule at a hrg,her degree than to a control or contaminating molecules
Thus, specificity of aptamers is similar in meaning to the specificity as it applles to

antibodies.

[0016] Onee Vuseful aptanrers that bind to but preferentially to either of tlre X speﬁn
~cells or the Y sperm cells are identified by one of the methods dlsclosed herem the
aptamers can be prepared by any knox\n method of producmg nucleic acrd molecules :
| such as synthetrc 1ecombmant and purification methods Addrtronally, the aptamers
'may be linked to another molecule to assist wrth the detection and/or rsolatlon after
. contacting the aptamer to the sper m cell. It is important that this additional molecule
- would not sléniﬁcantly affect or interfere vWith the bindin'gv affinity of the aptarﬁer to‘ the :

target molecule._Usef_u_l labels would include labels known to be useful for isolation '
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and detection of proteins, peplidesv, metabolites and antibodies, such as fluorescent or

biotin moieties or magnetic beads or other types of beads useful for isolation.

[0017] Aptamers or nucleic acid sequences of the present invention can be used alone
or in combination with other aptamers specific for the same target molecule. Different

aptamers that contain the same consensus would be known from the comparison of two

or more known aptamers to a specific targéf molecule or possibly- another target’

molecule on or near the surface of an X or Y sperm cell. If X and Y sperm cells are to
be separated, it is impoﬁant to employ one or more aptamers speciﬁc or pfeferential for
one cell or the other to provide the best separation to obtain .a speml population of

either X contammg orY contammg sperm cells.

[0018] Aptamers for sperm cell surface proteinis or other sperm cell surface targets
(including, but not limited to; carbohydrates, lipids, nucleotides and other small
molecules that mayA‘be accessible to. bind to specific aptamers) are identified and
.. selected by the methods of the invention. Inone elﬁbodiment, the invention provides a
méthod for producing an aptamer that binds to a target molecule on the surface of a
maminalian sperm cell. A collection of different nucleic acid molecules is contacted
with a target molecule that is accessible for binding to these molecu]és, likely on the
. li surface or protruding from the éell surface, under conditions favorable for binding
between at least one of the nucléic acid moleculeé and the targét molecule. Each of the
nucleic acid molecules contéjns at least one segment of randoihizéd nucleotide
sequences. This provides variation in the nucleic acid molecules. The contact results
*in the formation of at least one complex comprising at least one nucleic acid molecule
| bound to the tar get molecule. The comp]exes are then sepaxated from the unbound
nucleic acid molecules and the unbound target molecules. Then, the bound rucleic acid

molecule is recovered from the separated complex, thus plo\«ldmg the desired aptaimer.

In a further embodlment the method comprises the further step of amplltymg, the

recovered nucleic acid molecules to create additional molecules In a further, preferred
embodlment the recovered and ampllﬁed molecu]es ie., aplamers are fuxthel mixed

with the LO”CLUOI) of X and Y sperm cells containing target molecules accessible for
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binding, preferably on or accessible from the cell surface and {he sequence ef steps

stated above is repeated a sufficient number of times untﬂ aptamels of a desired

'spec1ﬁcny/p1eferennahty and bmdmg, afﬁmty are 1ecove1ed The aptamers bind more ‘

specifically. with a target molecule on a cell as compared to a contlol pool of DNA

sequences to the same cell. In an alternative embodiment, the coritacting step> '

compnses mcubatmz, the molecules to form an equ111br1um mwture and the separ atlng,

step eompnses caplllaly eleetloph01e31s

[0019] Plefexably, the target molecule on the sulface of a cell is one that is umque to
either a X spelm cel] oraY sperm ce]l and that will not cross 1eact w1th each type of
cell. Such a talget molecule, can be a protein, a peptlde an enzyme, a lipid, a
v},lycoh nd a phosphohpld a glycoprotein, a ealbohydlate a snnll molecule or a cell

' su1 face moleeule such as a 1ceept01 an extracellular matnx or scaffoldmﬂ molecule or

an ion channel. Most plefel ably, the protein distinguishes X sperm cells from Y sperm

cells containing a'Y chromosome.

[0020] In one embodiment of the invention, the methods of the invention are per formed

in an iterative fas}non sueh that there are 1epeated steps of (a) contactmg, a collectlon of '

different nucleic acids (i.c., aptamels) with a target molecule accessﬂ)le from the
surface of a cell to form at least one comp]e‘( comprising at least. one nucleic acid
mo]ecule bound to a target molecule accessxble from the sur face ofa eell (b) separatmg,
the eomplexes from unbound nucleic¢ acid molecules and unbound target molecules
and (c) recovering the bound nuclelc acid molecule from the separated complex. In this

embodiment, a plurality of aptamers recovered from the separated complex of step (¢)

are used in a subsequent round of the method in step (a). In one embodiment of the

invention, the Steps of the soﬂing sperm cells (i.e., steps (a), (b) and (c) above) are

1epeated 1 or more, 2 or more, 3or m01e 4 or more, 5. or more, 6 or more, 7 or more, 8

or more, 9 or. more, 10 or more 01 1 or moxe times to ploduce an aptame1 pool

spemfc for X sperm cells or Y sperm cells. Soited aptamers can be purified by

methods known in the art and sequeneed by known methods or a commercial vend01
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[0021] Representative aptamers pro'duced'by the method disclosed herein comprise an
isolated non-naturally occurring nucleic ac1d sequence that bmds to a target molecule

on a mammalian sperm cell compnsmg> a nucleotide sequence se]ected from the gloup

' consmung of

(a) a nucleotide sequence selected from the gr oup coxlslstmg of SEQ ID NOS

3-35 or a target molecule bmdmg portion thereof

(b) anucleotide sequence Wthh 1s substantially homologous to and has

substantially the same ability to bind said tar get molecule on sald sperm cell as the

‘ nucleonde sequence of (a) or a target molectile bmdm;, portion ther eof and

(c). anucleotide sequence ha\ ing substantlally the same structure and has

_substantially the same ablhty to b‘md said target molecule on said 51)e11n cell as the

nucleotide sequence of (a) 01 (b) or a tar get molecule binding pornon thereof.

[0022] The isolated non-naturally occurring nucleic acid sequence as described above
also encompasses at least a portion of nucieotides 1-20'ax'e deleted from said SEQ ID
NOS:3-35ora tzirget molecule binding portion thereof’ at least a'ponic_m of nucleotides
61-80 arc deleted from said SEQ ID NOS: 3-10 and 12-35 or 'nucleotides 44-63 of SEQ

ID NO: 11 or a target molecule binding portion thereof; at least a portion of nucleotides

~'1-20 are deleted from said SEQ ID NOS: 3-35. and/or wherein at least a portion of
. nucleotides 61-80 are deleted from said SEQID NOS: 3-10 or 12-35 or nucleotides 44-

063 of SEQ ID NO: 1l ora iarget molecule binding portion thereof; and DNA sequences
comprises nu'cleotides 21-60 of SEQ ID NOS: 3-10 or 12-35 or nucleotides 21-43 of
SEQ IDNO: 11ora taxf,et molecule binding pO!thl] thereof. '

[0023] The present invention also encompasses a composition comprising, at least one

of the nucleic acid sequences selected from the group consxstmg, of all of the nucleic

acid sequences enumerated in [0020] and [0021] above.

[0024] The present' method' further comprises the step of amplifying the recovered

nucleic acid molecule to create additional nucleic acid molecules. The contacting step
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(a) may compnse mcubatmg the molecules to form an equ111buum mtxtu1e and wherein

the separating step comprtses capillary electtophmesw

_[0025] The: ptesent method furthet comprises mcubatm;3 the collectton of dtfferent :
nucleic acid molecules or aptamers after each round and sperm cells contammg the :
target molecule with a pnmel that is substant1ally complementaty to template nucletc »

' ac1d sequernce. The template nucleic acid sequence is a sequence that corr esponds to a
: seLment of the aptamer that is unvaried (01 constant) within a plurality of aptamers

" The aptamer preferably is from a DNA libr zuy and this template nucleic acid sequence .
Is a vector sequettce. The contactikng step (a) further comprises a negative selection

step followed by a positive selection step. The plurality of the recovered aptamers'are-

quantified using the know technique of flow cytometry.

- {0026] The target molecule on the Spet1t1 cell to which the vaptamver',can bind is selected
- from the group consisting of a protein, a pepti(le, atl enzyme, a lipid, a glycolipid, a
phospholi'pid, a glycoprotein, a carbohydrate, a small molecule or a cell surface

v molecule. In a pl'efet~1-éd embvodiment the target molecule is a target molecule contained |

cona spe_xm cell and the target molecule distinguishes at least one X spermvcell from at

least one Y sperm cell by a comparison of the binding or no binding or.differential |

- bmdmg, The. spelm cells 1dent1ﬁed by’ this method are cattle spum cells or human -

sperm cells

[0027] Apt:tmers that speciﬁcally bind to.sperms cells can be idetltiﬁed by methods _

known in the art tncludmg but not limited to cell somng and ﬂow cytometry

techniques. The present method provides a method of preparing aptamets that petmtts

separatlon of mammalian X sperm cells from mammalian Y sperm cells, wherein the

method produces a first group of aptamers that bind to X sperm cells in the first sample

and a second group of aptamers that bind to Y sperm cells in the second sample‘ and

the method further comprises: (d) comparing the first and second groups of aptamers to

1dent1fy by process elimination at least one aptamer that binds only to etthet the X
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sperm cells or the Y spehn cells. The first and second samples of mammalian sperm

cells are produced by flow cytometry and cell sorting.

[0028] The method of preparing sperm: 'speciﬁc aptamers  further ’compfises a

~ contacting step (a) which further compi"ises: (al) contacting a first _cdllectiori of

different nucleic acid molecules with a target molecule contained in a first sample of"

mammalian X sperm cells under conditions favorable for binding between the nucleic

acid molecules and the X sperm cells to form at least one complex comprising at least

one nucleic acid molecule bound to at least one X sperm cell, wherein each of the

- nucleic ‘acid molecules comprises at least one segment of randomized nucleotide.
~ sequences; and (a2) contacting a second collection of different nucleic acid molecules

‘with a target molecule contained in a second sample of mammalian Y sperm cells under-

conditions favorable for binding between the nucleic acid molecules and the Y sperm
cells to form at least one complex comprising at least one nucleic acid molecules bound

to at least one Y sperm cell, wherein each of the nucleic acid molecules comprises at

least one segment of randomized nucleotide sequences; wherein the separation step (b)

~and the recovery step (c) thereby produces aptémers for X sperm cells and aptamers for

Y sperm cells. - The aptamers recovered by this method are those that bind to X sperm

cells and those that bind to Y sperm cells.

[0029] The method of producing .spe.nn‘ specific éptatners further comprises that prior

to step (a), at least 1 round of contact of the nucleic acid molecules with an unsorted

“cell population comprising both mammalian X sperm cells and Y sperm cells occurs.

Also the separating step (b) further comprises the step of separating the sperm cells
bound to-the aptamer from the aptamer and the recovering step (c) further comprises
recovering the separated sperm cells. The mammalian sperm cells preferably are cattle

sperm cells or human sperm cells.

[0030] In one embodiment of the invention, rounds of unsorted aptamer selection. can

be performed prior to rounds of sorted X and 'Y'sperm cell/aptamer selection. For

instance, 1 to 5 rounds of unsorted aptamer selection can be performed. The invention

10
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mcludes methods comprising 3 rounds of unsorted aptamer se]ectlon p1101 to rounds of
sorted aptame1 selection. The method of c1a1m i, further compuses mcubatmg> the

col]ec-tion_ofdiffercnt nucleic- ac1d molecules and the tar get molecule with a primer that

is substén_tially complementary to template nucleic acid sequence. -

[0031] In an alternative and preferred embodiment, the invention provides a method for .

producing an aptamer that permits separahon of X sperm cells from Y spermn cells. A

- first sample of X spermn cells is obtained, and a second sample of Y sperm cells is
“obtained. A first group of aptamers are ploduced which bind to the X sperm cells in
- the first sample, and a second group of aptamers are produced that bind to the Y sperm

“cells in the second sample. The first and second groups of aptamers are compared to

identify by a process of elimination at least one aptamer that binds to either of the X
sperm cells or the Y- sperm cells. Gederally, several different aptarners are identified

that bind to either type of cells.

[0032] Preferahly, the first and second sémp]e_s of mammalian sherm cells, which .

contain either Y sperm cells or X sperm cells are produced by flow . cytometry and cell
sorting techniques that are known to those skilled in the art. Such techniques are

disclosed. in U.S. Patent No. 5 135,759, issued August 4, 1992 General]y, a flow

‘cytometer measures the amount of fluorescent light given off when the sperm,

previously treated with a ﬂumescent dye, passes thlough a laser beam. The dye bmds

to the DNA. Because the X chromosome contains more DNA thanthe Y ch101nosomc

the female (X) sperm takes up more dye and gives off more fluorescent ]ight than the
male (Y) sperm. To detect the small differences in DNA between the X and the Y

. sperm, the sperm passes single file through the laser beam, which measures the DNA

content of individual sperm. This pemnts separatlon of the individual X and Y sperm

cclls by a ce]l sorter. ‘Sorted X and Y sperm cells can be purchased from commercial

sources Wthh have been sorted using similar cell sorting methods. .

[0033) Preferably, the aptamers are produced by a process comprising the steps of: (d)

contacting a first collection of different nucleic acid molecules'w_ith a first sample of Y

11
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spel m cells under conditions favorable for binding between the nuclelc acid molecules
“and the Y sperm cells to form at least one complex comprising at least one nucleic ac;ld
molecules bound to at least one Y chromosome-bearing sperm cell, wherein cach of the
nucleic acid molecules comprises at least one segment of randomized nucleotide

sequences; (b) contacting a second collection of different nucleic acid molecules with

the second sample of X sperm cells under conditions favorable for binding between the

nucleic acid molecules and the X sperm cells to form at-least one complex comprising
at least one nucleic acid molecule boulldto at least one X sperm cell, wherein each of
thé nucleic acid molecules comprises at least one segm.ent of randomized nucleotide
sequences; (cl separating the complexes from the unbound nucleic acidvm.olecules and
unbound tar get molecul es; and (d) recovering the bound nucleic acid molecules flom
the complexcs thereby producing aptame]s for Y sperm cells and aptamers for X sperm

cells.

- [0034] In a preferred embodim'ent, the éptamers are tested and validated by contacting
_th_eln with a sample of sperm cells 'corntaini_rlng sperm cells and Y sperm cells,
' separating the sperm cells by ﬂow cytometry and cell sortiﬁg, and determlning, that the
putative X-binding aptame1 binds to the X sperm cell and the putative Y- blndmg
aptamer bmds to the Y sperm cell. Genelally the aptamels are abcled for cxamplc

with a ﬂumescent mOIety to permit the applopnate identification.

{00357 In ploducmg, the aptamers ofthe 1nvcnt10n various specific teuhmques l\nown to
those skilled in the art may be used. One such techmque is the MonoLex process of

AptaRes, Luckenwalde, Gennany "The process involves the steps of: (1) synthesis of

an oligonucleotide library with regions of random sequence (2) aftmlty adsorption of .

the oligonucleotides to a target; (3) affinity somng of the o 1g,onucleot1des along an
affinity resin; (4) separation of the ol1gonucleot1des with different levels of affinity into
numerous pools comprising mult]ple aptamers per pool; (5) amplification of the

separated nucleotide pools (which ploduces polyclonal aptamers); and (6) 1dent1fcat10n

of individual ol1gonuclcot1des by clomngj and sequencmg, (wlnch ploduces monoclonal

" aptamers).
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[0036] Anothe1 technique is known as the SELE‘{ (Svstemdtlc Evolut1on of ng,ands by
EXponential enrichment) process. The SELEX' process and variants thereof are

describe’d in U.S. Patent Nos. 5,861 254' 06,261 774 Bl 6 376 190 B1; 6,500, 887 B1;

6 706 482 B7 and 6, 730, 48? B2. This process mcludes the steps of: (1) contacting a
nnxtune of nucleic aCIdS ptetetab} compnsm;D seg,ments of 1andomlzed sequences :

thh a taxt,et under condmons favorable for blndm;:, (2) paxtltlomng, unbound nuclelc,

-Qtuds from those nucleic acids that have bound speuﬂcally to target. molecules 3)

-dlsassocmtmg the nucleic a01d target comple‘(es (4) amphfyln;, the ‘nucleic amds ‘

dlsassomated from the nucleic acid-tar get complexes to yield a llgand -enriched mlxtute

of nuclei¢ acids; and (5) repeating the previous steps thloug,h as many cycles as desned :

or necessaxy to yleld hlg,hly specific, high aﬁlmty aptamers to the talget molecule..

E [0037] A 1elated process is the CE-SELEX (captl ary electroph01e51s SELEX) process -
as described in J. Am Chem Soc. 7004 126 20- 2l Thls techmque uses

clectlophorems to separ dte bmdmgD sequences from mactwe ones. Seleetlon occuts in

free solutlon Actlve sequences that bind the target underg,o a mob111ty ] nft snmlar to

- that seen 1n atﬁmty cap1llaty electxopho1es1s Actlve sequences are sepatated ﬁom

lnactwe sequences and collected as sepal ate lractlons

’ ‘[0038] A pxetened method for 1dent1fv1ng and 1solatmg aptamers is the NECEEM-

v(NonEqulllbnum Capillary Electlophmesxs of Equ111b11um Mixtures) . process as

described inJ. Am Chem Soc. 2002 124, 13674 13675 Anal Chem 2003 75, 1382-

. '1386 KlleV “NECEEM t01 Development Charactenzatlon and Analytxcal Utlllzatlon :
of Aptamets Lab Plus International, NO\ embet 2005 and KlleV “Nonequlhbnum '
'Caplllary Electrophoresm of Equ1llb11um Mlxtutes (NECEEM) A Novel Method for =

Blologstcal Screening,” l B101nol Smeen Onlme Fnst Janualy 17, 2006

[0039] Briefly, thlS method stal’ts with a naive DNA 1bra1y (evely sequence is

. statlstxcallv umque) that is nnxed w1th the target protein and incubated to form an

o _ équilibrium mlxtute. DNA molecules with lng,h affinity bind to the target proteir,

© while those withlow affinity do. not bind. A plug. of the»e'quilibrium mixture is then_.

13
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~introduced into a capillér'y,"and a high voltage is applied. The equilibrium fraction of
DNA-target is sepérated from the equilibrium vﬁ'vaotion of DNA by gel-free capillary
¢lectrophoresis under non- equilibrium conditions. Under these conditions, the mobility

of the target is higher than that of DNA, and the mobility ofthe target-DNA complex 1s

' typlcally intermediate between that of the DNA and the target.. In the electric field, the’

zones are thus sepa1 ated and equilibrium between the three components is ng longel
maintained. The DNA-target complex starts dlsassouatmg,, whlch 1esults in “smears”
of DNA and target between three peaks. Due to the high efﬁmency of separahon

1eattachment of dlsassomated DNA and target is negl ligible.

[0040] The component's redch the end of the capillary in the followihg order: (1) the

equilibrium part of free targel; (2) free target formed by disassociation of DNA;tal'get'

during NECEEM; (3) the remkainvs of intact DNA-target; (4) free DNA formed from the
disassociation of DNA-target durmg NECEEM; and (5) the_equilibripm part of free
DNA. A fraction is collected _from the output of the capillary in a time window. The
wioest aptamer collection  window includes DNA-t’arget‘ complexes and DNA

_ disassocié_téd from DNA-target complexes during NECEEM.

[0041] The preferred targets are polypeptides (peptides and proteins) on the sperm cells
that are sex-specific or otherwise allow ide_htiﬁcation or separation of the sperim based

on sex selection or other desired characteristics. - Examples of such polypeptides are

"dlsclosed in U S. Pat. Nos. 4,191,749; 4,448,767, 5,021,244, 6,153, 373 and 6,489,092 ‘

‘and 'in U.S. Patent Appllcatlon Publication 2003/0162238 Al. For example, the

publlshed patént apphcatlon discloses an xsolated sex- ch10mosome spec1ﬁc protein

» chalactenzed as . follows: (a) X chromosome specxﬁc (b) assoc1ated with the cell

membxcme of bovine sperm cells, and (c) havmg: a moleeulal weight on SDS PAGE o_f.

about 32 kDa.

[0042] Once suitable dptamels are sclected they may be produced and xcp1oduced by

many techniques well known to those of 01d1na1y skill in the art, including enzymahc

techmques or through _chem1cal synthe51s. Additional chemical groups may be added

14
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through known chelnical techniques. Such groups include fluorescein or biotin and

other groups that create a. detectable signal. ln addition, modlﬂed nucleotides may be -

used to protect the aptamers from degr adatlon by nudeases Such modified nucleotldes

include 2°-0- -methyl and 2’-fluro derivatives:

[0043] In some embodiments, the aptamers selected and/or produced as 'des_cribed v

above will be used in an assay for separating populations of sperm cells based on -

- whether they carry the X or Y chromosome, an abnormal number of sex chromosomes,

or ‘other desired sperm cell characteristics. ‘In a preferred e‘mbodiment,' the method of B

separating mammalian sperm cells comprises the steps of: ‘1) contacting the

mammalian sperm cells with the aptamer of the invention and 2) separating the sperm

cells into two or more populations based on the ability of the sperm cells to bind to the .

aptamer In one embodlment the method comprises the furthel step of sepa1at1ng the
sperm cells bound to the aptamer from the aptamer and recovering the separated sperm
cells. In anothel embodiment, the sperm cells that are not bound to the aptamer are

recovered.

[0044] In an alternative embodilnent, more than one type of aptamer maybe used.
Thus, two or more aptamers of the invention may be used in the separatviorl method and

» these aptamels may contain consensus sequences that bind to the same target molecule.

Aptamexs produced by the plesent method are useful for binding to tar get molecules '

and more spec1ﬁcally those target molecules on sperm cells, both X spenn cells and Y B

sperm cells,

[0045] Thls method pxoduces sperm cell populations seleeted and separated based upon' |

- certain desired chalactenstlcs of the cells. Sepalated_ populations may be bound or

.~ unbound to the aptamer. - If the desired populati_o_u is bound to the aptamer, pref_erably

the sperm cells are separated. from the aptamer molecules. l’refel'ably, the sperm cells -~

are cattle sperm cells.. In one preferred embodiment, the sperm cells contain a Y
chromosore. In an alternative preferred embodiment, the sperm cells contain only the

X chromosome.

15
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{0046] In a further embodiment, the invention provides a method for producing an

apt’a'mer or. nucleic acid sequence that permits sepération of X sperm cells from Y .

sperm cells. *This prepared aptamer is contacted with a mixed poﬁulation of X and Y

sperm cells, and the aptamer binds preferentially to the X sperm cells and these bound.

aptamer-X sperm cell complexes are separated from the original mixed sperm cell
population leaving a Y containing rich sperm cell population. The bound aptamer-X
containing sperm cell complex can be treated to release the X containing sperm cells so

that they can be isolated as a population of cells.

[0047) An assay for separating sperm cells by use of aptamers could be u_éed, for
example, as follows. Commercially available, microscopically small magneﬁc beads
are coated with an appropriate aptanier of the invention, such as X sperm specific
aptamers. These beads will be placed in a suspension of thé sperm-cells in an
apprb_priate receptacle, such as a glass dish. Because the sex-chromosome-specific
proteins are present on the cell surface, the X spermbcells will then bind to the X sperm
' spéciﬁc/preferential aptamer on the beads, while. the Y sperm cells will not or will bind
less preferentially. The beads are then pulled to the 'sidevof. the dish wsing a magnet.
Sperm cells having the Y chromosome ére then recovered. Other types of beads that
can be used to capture and recover the aptamers may also be used.  Additional

techniques using magnetic beads coated with substances that bind to sperm cells are

disclosed in U.S. Patent Application Publication Nos.-2003/0068654 A1, 2004/0142384

Al, and 2005/0114915 Al.

[0048] In another example, agglutination of sperm cells may be used. In such an

approach, live, unsorted sperm may be suspended in a serum free, in vitro culture

medium and' exposed to either Y- or X sperm cell specific/preferential aptamers.

Following treatment, the medium is filtered in a glass wool filter, and sperm in the

filtrate is used to perform in vitro fertilization.

- {0049] In another example, the aptamers agavinst X or Y sperm cell specific surface

proteins may bind to and inactivate X or Y sperm cells respectively, and may prevent
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-~ them from ferfilizing an'ovum. The sperm cells not bound by the aptamers may' i‘emain

viable and aetwc for feltxhzmg, ova. Thus, the mventlon provides a method to ploduce 3

- a semen sample ennched in dCtl\’e X or'Y sperm cells and thus capable of mCIeasmg,,

. the plobablhty that oftspnng w1l be. of a desired sex or have a g,ene f01 a sex-

cl_nomosome linked trait.

" [0050] In another. example, a native sperm preparation may be exposed to a first . . -

aptamer that binds, for example, Y specific inolecu]es. The exposed sperm may be ’

suspended together with a conjugate of a second aptamer that binds exclusively to the
first -aptamer and an 1mmunoabsoxbent substlate in a plotem -free dlluent to f01m a
conjug,ate/spel m pl epa1 atlon wheleby the Y sperm, are ¢ bound to the substlate The Y

_b spex_m may then bC_ICCOVCI ed ﬁom the substtate by spec1h_c bmdmg, s of the substrate,

[0051] The methods descnbed hel ein plov1de the means to sepa1 ate spem] on factors of

. quality and desnablhty, mdudmg: sperm cell motlhty functlonahty, stimulation, and.‘

preserv atlon whlch can afffct Afertility rates, msemmatlon rates, fertilization rates,
offspring healt_h, and offspring desirability for various specxes _of mammals,_mclud_mg,

“but not limited to, humans, horse, cattle, s_wine, c‘ats‘,' dogs, buffalo, oxen, and ,elk, 5

[0052] The methods f01 sepaxatmg spenn on, the ba51s of desired chdracterlstlcs’

vdescnbed herein minimize damag,e to the sperm by mechanical hdndhng S0 that the
' sperm have 1mp10ved v1ab111ty The methods are non- invasive, do not 1equ1re chemlcal

'bmdmg to cellular internal - stmctuzes -involve _aninimal mampulatmn and are

~inexpensive. There are mlmmal requirements for equlpment or mstlumentatlon and-

they are réadily carried out by a person skllled in the art.

'ﬁ[0053] The aptamers ,prepared by the p»resent} _nieth‘od:.ahd methods of the pres_eht

~invention may also be used to evaluate other characteristics of the speim For example,

they may be used to detex mine sperm quahty, determine male femhty, 1dent1fy healthy

sperm, or identify abnor ma or damaged spcnn
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. [0054] The sepai'ated sperm cells of the invention are'prefe.rably’uséd for artificial

: msemmatlon of'a mamma] Plefel ably, the mammal is a bovme mammal, The method

. f01 dmhmal msemmatlon comprises ddmmletenng the 9pem1 ‘to the mammal using

tcchmqucs known to thosc skilled i in the art

[0055] The invention further comprises a kit for artificial insemination of a mammal.

The'kit__contains. at least the separated sperm cell population of the invention and.

optionally other components or devices to administer the sperm cell population to the

- mammal, Preferably, the kit contains the individual sperm cell sample in a tube for
~insertion into the vagina of the female animal. Such sample tube is known in the art as

a “sti‘awf’; :

»[0056] Altematlvely the sepalated sperm ‘of the inv entlon maybe used for in vitro

fc111112at10n of a mammal. Prefer ably, the mammal is a human being.

EXAMPLES

~ SPERM APTAMERS SELECTION METHOD

[0057] A preferred method of selecting specific aptamers according to the present 4

invention employs a method that utilizes Several rounds of incubation of unsorted,

sorted X and/or sorted Y sperm cells with a DNA' library with a final step of collecting

- the.solution with DNA binders and use it as a template for PCR and for Strand'
sepcuatlon on stleptavadm beads. Appllcalm have detelmmed that more, than 6 1ounds -

of sperm aptame! selection accmdmg to the plesent mventlon is optlmal Preferably 7 ..

rounds, more preferabl y 8 1ounds and even more plefel ablv 9 Iounds of selectlon are

pelfouned as ‘outlined below -However, more than 9 1ounds of selection can be

performed if necessary to obtain aptamers that bind to the. specxﬁc ta1 get molecule It
- should be understood that. the plotocol descnbed below can valy in temperature, -

volume, ‘and ‘other parameters that do not effect the outcoime of the protocol but that

will result in the production of spec1ﬁc.aptamers that bind to tar g,et molecules. Such

variations are known to persons skilled in the art.
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Rounds 1 -3 of Aptamer Selection‘ ‘

' Preparation of cells:

[0058] Thaw the sperm aliquot by placing the straw in 37 °C water for | min, and then

“keep the cells at ro_om temperature (2()—25 °C)(RT). -

1. Takel straw of unsor ted sperm cells (about 0.5 ml and 107 cells).

o

Add1 ml of the PVA (polyvinyl alcohol ) contammg semen buffer.
3. I' Spin the sperm cells for 12 min at 300xg at 17 °Cinal.5 ml vxal
4 Remove the buffer and re- suspend cells in 1Iml of flesh PVA -semen
buffel _ ‘
" 5‘. Spin the sperm cells for. 12 min at 300><g at 17 °C ina 1 5 ml vials:
6. Resuspend the sperm cells in 300 ! of the fresh PVA -semen buffer and
 count the cells using chemocytometel Dilute the cells to ~2x1 0° eells/ml (
40 000 cells per 20 pL) by adding 600 pL of buffer.
: 7. Armeal 50 uM of naive DNA hbrary (custom 01deled from Intem ated
. DNA Technologyles (IDT) Coralville, 1A) with the followmg, sequence: 5°-
- CTCCTC TGA CTG TAA CCA CG (SEQIDNO:1) (4ON) GGCTTC
v TGG ACT ACC TAT GC (SEQ ID NO: 2)-3° dissolved in PBS (phosphate
B buﬁel ed saline buffer) w1th 2.5 mM Mg,Clz by heatmg to 94°C for ~3 min,,
'then cooling to RT. _ v
| 8. Add2 pL of 1 mM F pnmel (fonvald prlmel custom 01deled flom IDT
| with the followm,g, sequence 5 CTC CTC TGA CTG TAA CCA CG -37)
’ _"(SEQ ID NQ. 1) into the 40 vaahq‘uots of cells, to a ﬁnal,concentl at1on of 50
UM, . Fprimer is a first 20 nucleetides' of the library. It is used ih the selection
- asa backg,xound DNA. This sequenee was chosen to decrease the hkehhood L
that at lcast one of the constant 1eg:10ns of the library w1!] not participate m the o
o bmdmg, and if removed WI” )xoduce a shoxtel aptamu sequenee but will not
: 'chan;,e the bmdmg plopemes P .
',: 9 Add 4 uL of 100 1M annealed librar 'y into the ?O pL. '1hquot contaxmng, |

vspenm ce]ls thh 50 uM F-primer. |
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10. 7 Incubate for 1 hour at room temperature.
~Add 200 uL of fresh PV A-semen buﬂel and spm for 12 min at 300xg at
17 °C. , ‘
. 12" Remove the supe1 natant and re- dxssolve the pel et in addmonal 700 uL
of the PVA- semen buffe1 '
13: Spin for 12 min at BOOxg, at17°C. v _
14, Removc the supematant and 1e dlssol\e the pellet in addmona 1200 uL '
of the PV A-semen buffer.” o
15 Spin fox 12 min at 300xg at 17 °C, _
16, Remove the supernatant and add 20 uL of the 10 mM Tris- HCI buttel
» pH 7 5 and m(.ubate cells at 95°C for 5 min.
| 17. Spm down the «,ellulal debris for 20 min at 20 000 pm. . _
18.  Collect the supernatant and use it as template for PCR using y F primer
\‘ and blolmyldted R- pumel (reve; se primer custom oxdeled from IDT with the
following sequence 5’-biotin-GGC TTC TGG ACT ACC TAT GC-3%)
(SEQID NO: 2) and )en‘onn strand separation on stri eptawdm mdg,netlc
beads.

[0059] ‘Comple’tion of steps 1 =18 above'constitu'tes the'conipletion of a single round.
The supernatant from 18’ is considered to be the Round 1 (R1) ‘aptamer pool and is used -

© directly or is amplified using Rnown_ PCR techniques. For Round 2 (RZ)v, the R1
aptamer pool is used in plaoe of the naive DNA ]ibrary in step 7 on a new samiﬂe of .

unsoned cells that are orepared according to steps 1-6. The supernatant or Round 2

(R2) aptamer pool fr01n step 18 oft he completion of Round 2 is then utilized dilectly or
Cam )hhed using known PCR techniques and added in place of the DNA library in step 7

on a new sample of unsorted cells in Round 3 (R3) The supematant from- step 18 of

Round 3 or the Round 3 (R3) aptame1 pool is then used in step 7 of Round 4 descnbed

below
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Rounds 4- 11 (Posmve and negatxve selectlons w1th sorted cells)

_ Preparation of cclls

[00()0] Thaw the sperm al1quots (sorted X or so1ted Y contammg cel]s) by placmg, the '

stx aw 1n 37 °C watex for 1 min, and then keep the cells at room temper atule (20 25 °C)

DR Take I straw of sorted X and 1 straw of so'ﬁed Yl cells,

2. Toeach tube, then add 200 pl of fresh PVA semen buffer, and spln for v

12 mm at 300xg at'17 °C, remove the supematant leavmg, about 10 ul add
')OOul ofﬁesh PVA -semen buffer and transfer all mto the 200 nl PCR v1al
3 Spm the cells for 12 min at 300><g, at 17 °C ina0.2 ml PCR vials

(smaller vlals lmpIOVC_S cell recovery) and remove the buffer leavmg about 20 |

~ul

4, To each tube, add 60 pl of fresh l’V A Selnen buffer.and split in 2 tubes

bv 30 pl v
‘ 5. _ Count the cells using chemocytomete1 It should be around 2><106
' ‘cells/ml (4xlO4 cells per 20 pl). _
6. About 1-2 min before addltlon ofthe Ra Aptamel pool (see step 18 of
Round 3 above) to the cell suspensmn add the F- primer to the final ' '
~ concentration of 50 uM (add 1l of ImM to 20 uL of cells)
_: 7. For nega}tlve se_lect1on make the followxnf, nnxtules.
A'.i Y ce_]ls with 50 ul\/l of F4 and 5 nM of X Aot pobl from p}r_evious‘
o SClection round (or R3 aptamer pool only.if it is forth selection i‘oun_d).
. B. X cells with 50 uM of F4 and S .nMZIOfY Apt ‘pool from previous
' selection round (or R3 aptuln'er_pool Only if it is forth seleclion rou_nd)v.

Incubate the mixtures at room temperatui'efor 1 hour and 's'pin the cells

_dlown {300xg, 1 7‘5(‘ 12 min). ‘Take the 'supernatént and use it in the positive

selection. To each one of X and Y cells a 1quols add F-primer fora fmal

¢oncentration of 50 uM and equal amount of the supomatant fr om previous ’

- step.
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C. To X cells, add supernatant from fraction 1 to get 2.5 nM X aptamel' |
pool and 50 uM F4. - |
- D. ToY cells, add supernatant from fraction 2 to get 2. SnM Y a)tamel pool
_and 50 uM F4. » N
8. Incubate the mixtures at room temper_ature for l hour:. o _
§ 9..‘ -Add 200 pL of fresh PVA-semen buffer and spin for 12 mm,al 300xg at
] 7 OC' ' | | . . 1 : .
1‘0'. " Remove the sul‘)ematant and l‘e-dissolve the pellet. in addilional 200 uL _
of the PVA-semen buffer. . |
11.  Spin for 12 min at 300>‘5 at 17 °C '
12. Rcmove the supematant anid re-dissolve the pellet in addmonal 200 l.LL ‘-
of the PVA- semen buffer
13. Spm for 12 min at 300xg at 17 °C,

. 14, Remove the supematant and add 20 pL ofthe buffel and mcubate cells
at 95°C for 5 'min. ‘
) 15, Spin down the cellular debus f01 20 min at 20 OOO rpm. |
16 Collect the supernatant or aptamel pool and use it as template for PCR
- and strand separation on str eptavidin magnetic beads. . v _
.V[OO()l] A round of the aptamer select1011 of Rounds 4-9 and lngher rounds .mclude steps
1-16 directly‘ above. The Round 4 abtamer pool is‘thel_] added to__»s’tep- 7 of lhe next
round, Round 5,. then the ‘Roun_cl 5 aptarner pool is then ad(led to step 7 of tlle next . '
round, Rvoimd 6, then the Rbund 6 aplamer.;jéol is then added to s‘tep 7 of the next
“round, Round 7, then the Round 7 aptamef pool is then added to stepv7 of the next
- round, Round 8, then the Round 8 aptamer pool is then added to step. 7 of the next
. rrovunvd, Round 9, then the Round 9 apfamer pool is‘ then added to step 7 of the next

round, and any additionial rounds can continue to be repeated accordingly.

[0062] The goal of these rounds of aptamer selection is to obtain a pool of aptameré
 that bind specifically to. Y or X sperm cells. Therefore, at least Ro_ulld 7 of the

selection method should be run to obtain aptamers that specifically bind to the target
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molecule, more preferably at least Round 8 should be run and most preferably at least

Round 9 or higher should be run to obtain a pool of 'aptame'rs that are specific for Y-

containing and X containing sperm.

[0063] Applicants subniit that .thevabove method can be utilized to prepare target

specific aptamer$ of any type as long as the pool of cells that contain the. target

" molecule that identifies the cell (unsorted or sorted) is substituted in the rounds of

aptamer selection for the Y and X sperm cells both unsorted and sorted. "

CELL CYTOMETRY ANALYSIS OF APTAMERS PRODUCED IN APTAMER
SELECTION METHOD

[0064] The following method was performed to provide labeled pools of DNA and to

provivde a sufficient amount of DNA for analysis that could additionally save tiine_ and

costs in the preparatien The known technique, asyminetric PCR, resulted in the

ploductlon of one of the DNA strands. In order to determineé if a pool of aptamens were

' g,ood bmdels labeled aptamers resulting from the asymmetrlc PCR technlque were

mlxed with sperm cells and subjected to ﬂow cell eytometry analy51s Naive DNA

_11b1a1y was used as a control.

[0065] Prepare the following mixture containing : 1uM Alexa 647 (obtained from IDT
as a custom primer) labelled forward primer (5’-Alexa 647-CTC CTC TGA CTG -

TAA CCA CG -3")(SEQID NO:1), 50 nM reverse primer (5°-GGC TTC TGG ACT
ACC TAT GC -3") (SEQ ID NO:2) SOmM KCI lOmM Tris— HCI (pH 8.0), 2 S mM
MgCl2, 200 pM of each deoxynbonucleotlde tnphosphatc (dNTP) and 0.05 umt/pL
Taq DNA polymerase.

(0066] There were 20 PCR cycles performed which includes a PCR cycle consisting of

melting at 94°C for 10 seconds, dnnealmg at 56 °C for 10 seconds, and extcnsmn at -

72°C for 10 seconds. The fnst cycle has an extended meltmg, step of 30 seconds. As a

_ temp ate, the punﬁed smgle stranded aptamers pools after each selectlon round are

. used. After PCR i 1s_ completed, the products are purified using the 30kDA cut off DNA
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punfcatlon co]umn (‘vhcnocon ultracel YM-30; from M]llxpme Bedford MA, USA.)
usmg, standard procedure descnbed in the manual and known to pexsons skilled in the

art,

* [0067] Preparation of cells: Thaw the speun aliquot by placing the straw in 37°C water

for 1 min, and then keep the cells at room tempelatule (20- 23°C)
[0068] Take 1 or more straws of unsorted cells (about 0.5ml and 10 cells) -

1. Ad'dv 1 ml of the PVA semen buffe_rT

Spin the cells for 12 min at 300xg at 17°C in a 1.5 ml vial.

o

3 Remove the buffer and re-sus Jend cells in Iml of fresh PVA buffel
4. Spm the cells for 12 min at 300xg at 17°Cina 1.5 ml vial.
S. Re- suspend cells in 300 pl of the fresh PVA contammg semen buffel _

" and count the cells using haemocytometer. S
6. Dllute cells to ~ 2 x 10° cells/ml (20 000-40 000 cells per 20 pL); and
7. 200 plof cells + 10 ul of lmM F4 primer then aliquot by 20 pl cach,

[0069] In parallel:

1. Take 1 or more straws of sorted X and 1 or more sﬁaws of sorted Y
cells. '
2. - Spin forl2 min at 300xg at 17°C, remove the supernatant leaving about

10 pL add 200y of fresh PVA Semen buffer and transfer all into the 200 pl
PCR wal , o

3. Spin the cells for 12 min at 300xg at 17°C i ina0.2mi PCR vials
(smaller vials improves cell recovery) and remove the buffer leaving about
2001, | - |
4. To each tube, then add 200 pl of fresh PVA Semen buffer. -
5.+ Count the cells using haemocytometel it should be axound 2x10°

cells/ml (4 x10* cells per 2()pL)
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6. Mix X cell mix with | mM F prlmel for a ﬁnal concentration of 50 uM :
and make as many 20 uL aliquots as 1equ11ed for analy51s »
7. - Mix Y cell mix with 1 mM F primer for a final concentration of 50 uM
‘and make as many 20 uL aliquots as required for analysis.
8. Mi‘( unsorted cells with 1 mM F primer for a final concentration of 50
uM and make as many 20 uL ahquots as xequned for analysis. |
9. _ Anneal the puuﬁed DNA libraries, and pools dissolved in PBS w1th
2.5mM MgCl,. (heat to 94°C for ~3 min, then cool down at RT). |
10. ~ Add appropriate amounts of each aptamer pool from the 1‘ou_ﬁde of
aptamer selection deecribed above that is to be tested into the 20 pL aliquot

: containing sperm cells with 50 pM F4 to a final concentration 0f~10 nM:
Make the following mixtures: unsorted, sorted X and sorted Y cells éach with
Naive DNA library and the pools from each se]ectlon Iound

~11. Incubate for 1 hom at room temperature
]2_.. Add 200 pL ofﬁesh PVA-semen butfex and spm for 12 imin at 300xg at

. .170C | . | . " . . .
‘13. | 'Relﬁove supernatant and addv'200 pL of fre‘sh PV A-buffer andbtransfer
everything to the cellicytometl'y tube, aﬁd
14, . Add the Pl (propidium iodide, énucleic acid stah and a dead cell
marker, Sigma Aldrich) about 2-3 min before the dna]ys1s and addltnonal 200

uL of the PVA-semen buffe1

[0070] Figure 1 ‘provides the analysis of the aptamers_bobt»ai.ned by the present method
in-which 9 rounds of aptamer selection and analysis v.-'using flow cytometry was
peffonned Each population of live spermatozoa was represented by 8 0()0 to 9,000 -
cells. lee cells populatmn were differentiated ﬁom dead cells by PlOpldlum Iodlde a |

dead cell stam

[0071] Cdlnparing the binding of X sorted cells to the naive library and to the X

- aptamer pool (Figure 1, traces C and D, respectively), the results show thvat-rthe X
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aptamer pool has about 10 times greater afﬁmty to the X cells then the naive library. .

This data-shows that sperm cell specrﬁc aptamers were obtamed from the library during

the selection process. Then, the comparison of the binding affinities of X aptamer pool

to X and Y sorted cells (Figure 1, traces D and B, respectively) indicates that aptamer

affinity to X cells is.about 20 times greater then to Y cells. All the above data, together

with the fact that the affinity of Y cells to the naive DNA library, and to the X aptamer
pool (Figure 1, tr aces A and B, respectivelty) is relatively similar ploves that the
present method ploduces X cell Spemﬂc aptamers, whlch can specmoally bind to the X

cells and has no, or very insignificant affinity to Y cells.

{0072] With regard to thve binding of Y cells to the naive DNA library and-to the Y
aptamel pool, data (not shown) shows that Y cells bind better to the Y aptamer pool

th'm they do to the naive DNA library which is indicative of Y specific aptamers.

[0073] After that six rounds of selection, the binding experiment was performed and

~the X povo1 of aptamers showed great binding affinity to the X cells and weak to no

binding afﬁmty o' the Y- cells (Flg,ule 2A). The Y pool of aptamers showed binding

- affinity to both the X and Y cells (Figure 2B). The binding was obse1ved using

' 'ﬂumescently labeled DNA and ﬂuor_escence.confocal MICroScopy. The signal was

measured using non-motile cells.

[0074] Generally, the present method provides aptamers that bind to target molecules

that may.or may not be on the surface of a cell but should be accessible from the

“surface of a cell, such as preferably a X or Y sperm cells. The cell cytometry analysis

described herein provides a method to determine whether an aptamer pool obtained in
the last step of a single round aptamer selection round as described herein contains one
or mofe .éptamers that bind to a tai‘get. molecule. One should review the data and
compare the binding of the aptamer pool with a sample containing the tar get molecule.

This bmdmg> data should be compared with any bmdmg of the same aptamel pool to the

naive DNA library, preferably the library from which the aptamer pools were first

' obtamed as a negative conhol Additionally, the aptamer pool binding also should be
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" compared to a second or third sample that does not contain thé target molecule Results

that show higher bmding, of the aplamei pool to tie target molecule as compar ed to the
binding to the naive DNA library is considered as a posmve pieieiential binding,

Additionally, further rounds of selection as disclosed herein may- increase the binding

affinity of the aptamei pool Additionally, 1i one wishes to sepaiate two cell

populations based on specific binding to one cell and not the othei ‘'such as with the
separation of Xand Y sperm cells, then in addition to comparing the binding of the

aptamer pool to the naive DNA library, the aptamer pool bmdnlg also ‘should be

analyzed for its bindm(r to the preferred target molecule as well as a sainple containing '
- the “non- targ,et molecule from which one WlSllCS_ to separate the target molecule. In’
- this latter instance, all of these comparisons should be analyzed to select aptamer pools’

- that bind to a speCiﬂc target molecules and do not bind or binds to a lesser degree or

less preferentially to the cell or molecule from which one wants to separate the taréet

molecule. Thus, using aptamers to separate différent sperm cell populations requires

. analy31s and compaiison to different contiols and negative contiols

' i .[0075] Table 1 pi'ovides_aptamei's_ obtained from the ’aptamer pool after Round 9

according to the pro_cednre provided above that bound preferentialljl to the X sperm

cells and which did not bind or which bound less preferentially to the Y sperm cells
 than to the X sperm cells The aptamers in Table | (SEQ ID NOS: 3- 35) show portions

of the nucleotides on the 5° end and the 3 end of each sequence that is underlined.

These pomons 1epiesent the .constant ICglOﬂS of the aptamers that correspond to the
forward primer CTC CTC TGA CTG TAA CCA CG (SEQ ID NO: 1) at the 5" end
and the reverse primer, GGC TTC TGG ACT ACC TAT GC (SEQ ID NO: 2) at the

3" end used to génerate the aptamers from the naive library, NP40.  Each of these

constant regions are 20 nucleotides in length. The aptamers of the present invention are

intended to encompass the nucleotide length sequence of each of SEQ ID NOS: 3-35 or

a portion thereof. In a further embodiment, an _aptamei of the present invention

| comprises nucleotides 21-60 of SEQ ID NOS: 3-10 and 12-35 or portions thereof or
_ nucleotides 21-43 of SEQ ID NO: 11 or portions thereof. For an aptamer (SEQ 1D
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NOS: 3-35) or a portion of the rﬁéﬁed'sequeﬁce to be considered to be an aptanﬂer
within the nleaning of the presént‘hlventknl it must bind )reférentuﬂly to a target
‘molecule on an X of Y sperm cell at a higher afhmty than any contammatmg or control

~ cells.

[0076] The DNA sequences in Table 1 represent selected sequences that were located
in the Round 9 aptamer pool. Several of the sequences were present in the-aptalﬁer

~ pool in multiple copies.

Table 1
SEQ ID NO: 3 :
_CTCCTCTCPCLCTA}CCA(GCPCCuAnTACECPuTC”'“EGAPAGAAFGTT”ALAAkCC ATRGGTAG
TCCAGRAGCC
SEQ ID NO: 4
CTCCTCTGACTGTAACCACGTACGCTATTATTATTCAATARCGATARGACT TATAATATAGCATAGGTAG
TCCAGAAGCC :
SEQ ID NO: 5
CTCCTCTGRCTCT AACLACCLATAATCATCPGGG EGTTGAGGCATTATCTACGCCATAGCATAGGTAG
TCCAGARAGCC
SEQ ID.NO: 6 :
CTCCTCTGACTGTARCCACGRTACCARTACGTA ’“”T'TATAAGCCPTFCATATTAT 'GCATAGGTA
STCCAGRAGEC :

SEQ ID NO: 7 .
CTCCTCTCACTGTAACCACGTCTGGAACATGATGCAGGTGTCTARCAGTATGAATACTTGGCATAGGTAG
TCCAGRAGCC

£Q ID NO: B , : S
TCCTCTGACTGTARCCACGCTGTCGACTACAGATCACTACTTTCGCTARGGTACCTCAACCATAGGTAG
CCAGARGCC

=G W

SEQ ID NO: 9 : .
CTCCTCTGECTGTAPCCACCTATAACCTT TCT .T TGTTTAPTTAATFCCTAATAC”ATACGTAC'
TCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 10 ‘ . :
CTCCTCTGACTGTAACCACGATTGTATTAGTTAACGATACTTATTATTTGTAAGTTATTAGCATAGGTAG
TCCAGAAGCC o : .
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SEQ ID NO: 11 o : :
CTCCTCTGACTGTARCCACGRRTARCATTACATATAGT TACTTGCATAGGTAGTCCAGARGCC

SEQ ID NO: 12
CTCCICTGACTGlAACCACGGTAAACATGALAATAATACTTCTCCTTTTGTAPTGGATTTGCATAGG”P”
TCCDCAP”CC

SEQ ID NO: 13 i
CTCCTCTCACTGTAACCACCGGlACATATATCCCTATTAATTCACACATATDTTTFCTTAGCAlAGCTAG
TCCAGAPGCC

SEQ ID NO: 14

CTCCTCTCACTGTAACCPCGCDTCPTTTCGCTAATPGPTAAAC1CTTCGTCGTCACAGCAGCATAG TAG
LCCPCBAFCC ’

SEQ ID NO: 15 : .
CTCCTCTGACTGTAACCACGATACATTTACGTARATTCTATTARCATTTATATTCTACATGCATAGETAG
TCCAGRAGCC : . : s

SEQ ID NO: 16

lCLﬂFAACCC

SEQ ID NO: 17 .
CTCLLCTG CFGlAACCACGGlATPTCGACTTATTACAhTC TAAGTATTATTAAACTTAGCATAGGTAG
CCAGRAGCC

SEQ ID NO: 18
CTCCTCTC ACTG!ﬁ”CCACGhA}LFTTn(PTCCnHFTTb
TCCAGAAGCC : )

‘x:‘
'—3
C‘:
'-?
=3
i
()]
[
T
=
=
T
2
b
3
%}
)
(%]
O
P
et}
T
)
)]
]
o}
o

3EQ ID NO: 19 . .
- CTCCTCTGACTGTARCCACGTGTACCACTTTCTGTTACGCTARTGGCACACTACACTTARGCATAGGTAG
- TCCAGRAGCC - ' i

SEQ ID.NO: 20
- CTCOTCTS ACTGTPACCACGTAACTLGCPATAATPCTTCTTCTAAATTITLCATACLTDCFCCAGAEUPC

‘ ' " SEQ ID NO: 21

- o - CTCCTCTGACTGTARCCACGT ARATATATGAGTTA TTTATGAGTTCATTGAATTCTACTTGCATAGGTAG
. S - TCCAGRAGCC : o -
SEQ 1D NO: 22 ' : :
CTCCTCTG ACTGTAACCACGCAGTCF’CCTGAiClﬂCCTTChALGGCCACT \GGCCTTGAGCATAGGTAG
TCCAGRAGCC. , . '

SEQ D NO: 23
TCCTCLqACTCTAﬁLCACCTATACTTACTTTACTAAAAC ACTACTAAGTAAGTAAACAGCATAGGTAG
TCCAGARGCC _ , o ‘ _
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SEQ ID NO:. 24 : : ‘ : _
CTCC”CLCnLTLTAACCA GTATCACTTACATTTARATCAATGTATATCAATATTTTAGTGCATAGGTAG
TCCAGARGCC

SEQ 1D NO: 25 o
CTCCTCTGACTGTAACCACGTCAGGATAATGATCATAAGATATCTTTATGTATATACT TGCALACG

TCCAGRAGCC

SEQ ID NO: 26

CTCCTCTGACTGTAR CACGCCACTTCCTCATCFG TTCCATCTTTAGCTACTTACAACTGCATAGGTAG
TCCAGAAGCC - '

ID WO: 27 o
TCTGACTGTARCCACGCRARAGTCACTGGCCCTTCGAGTTATATGACTAGCGGAGAGGCATAGGTAG

TGA G‘hPCTGTCAG e AGCCTTCTACCTGTCCATAG”TAG
,CCAGAAGCC : -

" SEQ ID WO: 30 - » :
CTCCTCTGACTGTAACCACGCGATTARRACCGGCA CTTPTCTCTTAGCAAGCCT”ATCCTG”ATAGGTHG
TCCAGAAGCC e

31 » _ - R
A CTGTAACCACGGETTCAA TG T ARGGETTGOTGTGGTTGOACTAGCECTCACTGCATAGETA
Yo TN , , A e
SEQ-ID NO: 32 ' ' : L
TCCTC TGACTCLAACCPFGGPAT TETGAGCATCEAATAGCTGGCGACGAACCAGRT TCGCATAGGTA
. TCCAGRAGCC '

SEQ ID ‘NO: 33
bTCCTCTGﬂCTGTAPCbACLACGACAGTCATCCCTCPCTCGGAlCTTACATCTCGTTACACCAIAGGTAC
TCCAGARGCC

SEQ ID NO: 34 ’
CTCC1CTCFCTGTAPLCECGTTAAALCTTATPGGALTCTPGTCTACAAATATATAACTTAGCATAGGTAG
TCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 35
CTCCTCTGACTGTA?
TCCAGAAGAT

CPCCCAAAPCTCACTbGCCGTTpGAGTTATATGAGTACGGAGAGCCPTAGCTAC'

'[0077] Unless otherwise defined, all techhical and scientific terms used herein have the *

same meaning as commonly understood by one of 01dma1 Y sklll in the art to which this.

mventnon be]onﬂs All publications, patent apphcatlons patents and othel reterences

ment1oned herein are 1nc01p01ated by 1efexence n theu entnety The use of the words
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“a”* or “an” hex ein to descube any aspeet of the present mventmn is to be mtemreted as

1nd1cat1ng> one or more,

[0078] Although this invention has been descnbed in 1elat10n to certain preferred
embodiments thereof, and many detalls 11ave been set forth for purposes of 1llust1at10n '
it will be apparent to those skilled 'in the art that the invention is susceptible to
additional embodiments and that certain of the details described herein may be varied

con51derably without depamngj from the basic principles of the mventxon
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What is claimed is;

1. An isolated non-naturally occurrin g nucleic acid sequence that binds to a target molecule
on a mammalian spenn cell comprising a nucleotide sequence selected from the group

consxstm;, of:

(a) a nucleotide sequence selected from the group conmstmg, of SEQ ID NOS: 3-350ra -

target molecule binding portion ther eof; _ _ »
~ (b) anucleotide sequence which is substantially homologbus to and has substantially the
same ability to bind said target molecule on said sperm cell as the nucleotide sequence of (a) or
a target molecule binding portion thereof, and = v o
(¢) anucleotide sequence having substantially the same struetule and having
substantlally the same ability to bmd said target mo]ecule on said sperm cell as the nucleotide

sequence of (a) or (b) or a target molecu]e bmdxm3 portion thel eof.

2. The isolated non-naturally occurring nueleic acid sequence of claim 1, wherein at leasta

portion of nucleotides 1-20 are deleted from said SEQ ID NOS: 3- 35 or a target molecule
binding portion thereof,

3. The isolated non-naturally occurring nucleic acid sequence of claim 1, wherein at least a
portion of nucleotides 61-80 are deleted from said SEQ ID NOS 3-10 and 12- 350r nucleoudes
44-63 ofSEQ ID NO: 11 or a target molecule bmdmg, portion thereof.

4, - The isolated non-naturally occurring nucleic acid sequence of claim 1, wherein at least a

portion of nucleotides 1-20 are deleted from said SEQ ID NOS: 3-35 and/or wherein at least a

~ portion of nucleotides 61-80 are deleted from said SEQ ID NOS: 3-10 or 12-35 or nucleotldes
44-63 of SEQ ID NO: 11 or a target molecule binding pomon thereof.

5. The isolated non-naturally occurring nucleic acid sequerice of claim 1, wherein said

DNA sequences comprises nucleotldes 21-60 of SEQ ID NOS: 3-10 or 12-35or nuc]eot1des 21

43 of SEQ IDNO: 1iora talget molecule binding portion the1 eof.
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6. A composition comprising at least one of the nucleic acid sequences se]ected from the
group censmlm;: of: '
 (a) anucleic acid sequence of claim 1; :

(b) a nucleic acid sequence of(a), wherein at least a pomon ofnucleotldes l -20 are
deleted from said SE Q ID NOS: 3- 35 or a target molecule binding pomon thereof

() anucleic a01d sequence of (), wherem at least a portion of nucleotldes 61-80 are
deleted from said SEQ ID NOS: 3- 10 and 12 35 or nucleotldes 44- 63 ofSEQ 1D NO: 1] ora
alg,et molecule binding portion ther eof
o (d) anucleic acxd sequence of (a) whelem at least a portlon ofnucleotldes 1 20 are -
deleted from said SE Q ID NOS: 3 35 andfor wherein at least a portion ofnucleotldes 61-80 are
deleted from said SEQ ID \IOS 3- 10 or 12-35 or nucleotldes 44-63 of SEQ IDNO: Ilora
tar get moleeule bmdm;: portion ther eof; and

(e) a nuclele ac1d sequence of (a); wherein said DNA sequences compnses nucleotldes
| v 21-60 of SEQID NOS 3-10or 12-35 or nucleotldes 21-43 of SEQID NO 11 or a target

molecule binding portion thereof.

7. ‘A method of separating a mixture of mammalian sperm cells containing at least one -

target molecule comprising:

contacting the mammalian sperm cells with the compds_ition of claim 6 for a sufficient

period of time to allow binding of the nucleic acid sequence to bind to the sperm cells; and

* -separating the sperm cells into two or more populations of sperm cells based on the

~_ability of at least-one nucleic acid sequence to bind to a target molecu]e ona spenn cell.

8. " The method of claim 7 further compnsmg sepalatmg, said two or more populations of

 sperm cells bound to the nucleic acid sequence fxom the nuclelc acid sequence and 1ec0ve1mg

the sepax ated spérm cells,

9. The method of claim 8, wherein nuclele aeld sequence binds pr efelentla]]y to the X

speml cellsand a populatlon of pr edommantly X spern cells are recovered.
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10 The method of claim 8, wherein nucleic acid sequence binds preferentially to the y

sperm cells and a population of predominantly Y sperm cells are recovered.

11.  The method of claim 7, wherein the mammalian sperm cells are cattle sperm cells or

human sperm cells.

.12, The method of clalm 7, wherein at least one of the spenn cell populations comprises Y

spelm cells or X sperm cells,

13. The method of claim 8, whexem at IC'\st one of the sperm ce il populatlons compnses

sperm cells unbound to the nuclelc ac1d sequence.

14 The method of claim 8, wherein at least one of the sperm cell populations comprises

sperm cells bound to the nucleic acid sequence,

15. - The method of claim 7, wherein the composition comprises two or more different

nucleic acid sequence.

16. The method of claim 7, wherein the nucleic acid sequence is bound to a non-magnetic

bead or a magnetic bed.

17. A method for producing at least one nucleic acid sequence that binds to a target molecule

on the surface of a mammalian sperm cell comprising the steps of:

{(a) contacting a eollectiOn of different nucleic acid molecules with said target molecule
under conditions favorable for bindmg between at least one of said nucleic acid molecules and
said target molecule, to form at least one complex cdnprisihg said‘at least one nucleic acid
molecule bound to a target molecule wherein each of said nucleic acid molecules compnses at

least one’ segment of randomized nuc]eotlde sequences;

(b) separating said complexes from the unbound nucleic acid molecules and unbound

target molecules; and

(c) recov exmg the bound nucleic acid molecules from the separated complex, wherein
said bound nucleic acid molecules compnse at least one nucleic acid sequence that bmds to said

target molecule;
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wherein at least one nucleic acid sequence is selected from the group consisting of:
" (a) anucleic acid sequence of claim 1;

(b) anucleic acid sequence of (a), wherein at least a portion of nucleotides 1-20 are a

- deleted from said SE. Q ID NOS: 3-35 or a target molecule binding portion ‘thereof;

(c) a nucleic acid 'sequehce of (a), wherein at least a portion of nucleotides 61-80 are

. deleted from sald SEQ ID NOS: 3-10 and 12-35 or nucleotldes 44 63 of SEQ ID NO: ltora

~target molecule binding pomon thereof;

(d) a nuclelc acid sequerice of (a), wherein at least a pomon ofnucleotldes 1 20 are

o deleted from said SE Q IDNOS: 3-35 and/01 whelem at least a portion of nucleotldes 61-80 are
'deleted from said SEQ ID NOS: 3-10 or 12-35 or nucleotldes 44-63 ol SEQ IDNO: I1ora

. talg,et molecule binding portion thereof; and

(¢) anucleic acid sequence of (a), wherein said DNA sequences comprises nucleotides

21-60 of SEQ ID NOS: 3-10 or 12-35 or nucleotldes 21-43 of SEQ ID NO: 11 or a target

~ molecule bmdmé, portion thereof.

18, The method of claim l7 further comprlsmgj the step of ampllfymg the recovered nucleic

acid'molecule to create addmonal nuclexc ac1d molecules

19. The method of clalm 17, wherein said contacting step compnses mcubatmg said

~ molecules to form an equilibrium mixture and wherein said separating step comprises capillary

electrophoresis.

20. The method of claim 17, whelem sald tar get molecule is selected ﬁom the. g group

‘ conmstm;D of a protein, apeptldc an cnzyme al1p1d aglycollpld a phosphol 1pxd a-

: é,lycoplotem a calbohydlate a sthall molecule or a cell surface molecule

21 The method of claim 20, wherein said target molecule is a target molecule contained on

- asperm cell.

22, The method of clalm 21, wherein sald target molecule dlstmg,ulshes at least one X sperm

cell from at least one Y’ spe1 m cell

23. The method of claim 21 , wherein said sperm cells are cattle sperm cells or human spemi :

cells.
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24, The method of claim 17, wherein said recovered nucleic acid sequences of step (¢) are

subsequently used as the coileciion of different nucleic acid molecules in step (a).

25. The method of claim 17, wherein sté'ps (a), (b) and (c) are 1‘epeavtec'_l 1or more, 2 or more

-3 or more, 4 or more, S or more, 6 or more, 7 or more, or 8 or more times to produce a nucleic

acid sequence preferential for Y sperm cells or X sperm cells.

26.  The method of claim 17 further compnsmg incubating said collection of dlfferent

nucleic acid molecules and said target inolecule with a primer that i is substantlal]y

complementary to template nucleic acid sequence.

27.  The method of c]alm 26, wherein said teniplate nuclelc acid sequence is a sequence that
corresponds to a segment 01L sald nucleic acid sequence that is unvancd w1thm a plurality of

aptamers.

28 The method of claim 27, wherein said nucleic acid sequence is from a DNA library and

'said témplate nucleic acid sequence is a vector sequence.

29.  The method of claim 17, wherein step (a) further comprises a negative selection stép

followed by a positive selection step.

30.  The method of claim 17, wherein said recovered nucleic acid sequence is purified.

3 The method of clalm 17, wher em a plurality of the recovered nucleic acid sequence are

quantxﬁed using flow cytometry.

32.  The method of claim 22 , wherein said nucleic acid sequence permits separation of Y
spenn'éells from X sperm cells, wherein said méthod produces a first group of nucleic acid
sequence that bind to Y sperm cells in said first sample and a second group of nucleic acid

sequence that bind to X sperm cells in said second sample; and said method further comprises:

(d) comparing said first and second groups of nucleic acid sequence to identify by
process elimination at least one nuclelc acid sequence that bmds only to either the Y spe1 m cells

or the X sperm cells.
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33, o The method of claim 32 wherein said first and second samples of mammallan spelm

- cells are produced by flow cytomeny and cell sortmg

34, The m'ethodvof claim 32, lvherei_n the nucleic acid sequence are produced by the process

wherein the contacting step (a) fux“thervcomprises:

(al) -COntactin_g a first collection of different nucleic acid molecules with a target
' molecule contained in a first sample of Y sperm cells under conditions favorable for binding
between said nucleic acid molecules and said Y spelm cells to form at least one com'plex
comprising at least one nucleic aclcl molecule bound to at least one Y sperm cell, wherein each
of said nucleic acid molecules comprises at ledst one segment of randomized nucleotide

sequences; and

(a2) contacting a second collection ofdiff;erent nucleic acid molecules with a target
molecule contained in a second sample ofX sperm cells undel conditions lavorable for binding
between said nucleic acid molecules and said X sperm cells to foxm at least one complex 7
_compusmg, at least one nuclelc acid molecules bound to at least one X sperm cell, wherein each
of said nuclelc acid molecules compr ises at least one seg,ment of rand01mzed nucleotxde B

sequences and

~wherein recovery step (c) thereby produces at least one nucleic acid sequence that binds to Y

sperm cells and/or at least one nucleic acid seq'uence that binds to X sperm cells.

35. . The method of claim 34, wherein nucleic acid sequences that bind to Y sperm are -

recovered. *

©36. - The method of claim 34, wherein nucleic acid sequences that bind to X sperm are

recovered.

~

37. The method of claim 32, whe1 ein prior to step (a), at least 1 round of contact of sald
nucleic acid molecules w;th an unsoned cell populatmn compnsmg both X sperm cells and Y

sperm cells occurs.
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38,  The method of claim 32, wherem said separating step (b) further compnses the step of
sepal atmg: said sperm cells bound to the nucleic acid sequence from the nuclelc acid sequence
and said lecovelmg step (c) further comprises recovering the separated sperm cells.
39..  The method of claim 32, wheréin the mammalian sperm cells are cattle sperm cells or
Human sperm cells.
40.  The method of claim 17, wherein the nucleic acid sequence is bound to a non-magnetic
bead or a magnetic bead.
41. A method for ploducmg a nucleic ac1d sequence that pel mits separ ation on sperm cells

from X sperm cells comprising the steps of:
(a) obtaining a first sample of Y sperm cells and a second sample of X sperm cells;

() 1)i'oducing a first group of nucleic acid sequences that 'bvind to Y sperm cells in said

first sample and a second group of nucleic acid sequences that bind to X sperm cells in said

- second sample; and

(¢) comparing said first and second groups of nucleic acid sequences to identify by
process elimination at least one nucleic acid sequences that binds only to either the Y sperm

cells or the X sperm cells.

42 A method for producing a nucleic acid sequence that permits éeparation of X sperm cells

from Y sperm cells comprising the steps of:

- (a) contacting a mixed population of X and Y spemxeellsvwith a nucleic acid sequernce,
that preferentially binds to the X sperm cells to form bound nucleic acid-X sperin cell

complexes;

(b) separating the X sperm cells from the original mixed 'speml cell population leaving a v

Y containing rich sperm cell population; and

(¢) releasing the bound X sperm cells from the nucleic acid sequence-X spenh cell

- complexes; and
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{d) recovering the X sperm cells.

43. . The method of claim 42, wherein said nudelc acid compnses a nucleotlde sequence
sclcctcd trom the group consisting of? _

(a) a nucleotlde sequence selected from the group conslstlm> of SEQ ID NOS: 3- 35 ora
target molecule binding pomon theleof '

(b) a nucleotlde sequence Wthh is substantially homologous to and has substantially the
 sdme ability to bind said target molecule on said sperm cell as the nucle_otide sequence of (a) or
a targct molecule binding portion thereof; and »

' {c) a nuc]eotide sequence h avihg'substantial ly the same st}'uctui‘e and having
: substantlally the same ability to bmd said target molecule on said spelm cell as the nuclconde
_ sequence of (a) or (b) of a target molccule binding portion thereof.

44, - The method of claim 42, whelem said Y sperm cells are recovered from step (b)i

45.  The sperm cell population produced by the method of claim 32, or a kit for artificial ‘
insemination of a mammal containing said sperm cell population coniprising sperm cells bound

to said aptamer.

46.  The sperm cell populatlon produced by the method of claim 32,ora k1t f01 artificial
msemmatlon ofa mammal contalmng, said sperm cell populatlon compnsmg spexm cells

unbound to eald aptamer.

47.  The sperm cell pOpulatlon or said knt of clalm 45, wherein said sperm ccl]s are cattle

spcnn cells

48. - The sperm cell population or said kit of claim 45, wherein said sperm cells are human

sperm cells.

49 - - The bp@ll]’l ccll population or said kit of clalm 45, comp1 1smg, sperm cells or Y sperm
cells.
50. © A'method for artificial insemination of a mammal comprising administering to said -

mammal the sperm cell population comprising sperm cells bound to said nucleic acid sequence

-or unbound to said nucleic acid produced by the method of claim 32.
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LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME, MG, MK, MN, MW, -
MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL,
PT, RO, RS, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, SV, SY, -
T1, ™™, TNTRTTTZUA UG, US,UZ, VC, VN, ZA,
M, ZW.
(84) Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional proteétian available): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM,
ZW), Burasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
European (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI,
FR, GB, GR, HU, 1L, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MT, NL, 'L,
PT, RO, SE, 81, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM,
GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:

with international search report

before the expiration of the time limit for amending the
claims and 1o be republished in the event of receipt of
amendment: '

[Continued on next page]

SEQUENCES FOR USE THEREIN

(54) Title: SPERM CELL SEPARATION METHODS AND COMPOSITIONS CONTAINING APTAMERS OR NUCLEIC ACID

Number of cells

10 103

Fluorescence intensity (logarithmic
scale)

(57) Abstract: The present invention provides an aptamer or pool of aptamers that bind(s) to a target molecule on the surface of a
mammalian sperm cell and a method for producing the aptamers. The method comprises contacting a collection of different nucleic
acid molecules with the target molecule under conditions favorable for binding between at least one of the nucleic acid molecules
and the target molecule, to form at least one complex comprising the nucleic acid molecule bound to the target molecule, wherein
each of the nucleic acid molecules comprises at least one segment of randomized nucleotide sequences. The complexes are then -

separated from the unbound nucleic acid molecules and unbound target molecules, and the bound nucleic acid molecule is recovered
from the separated complex. The aptamers are used to separate sperm cells based upon sperm cell qualities, such as whethel the cells

contain X chromosomes or Y chromosomes.
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International application No.

PCT/US07/77300

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTERv

USPC:  514/44;536/23.1:435/6

IPC8): . AGIK 31/70( 2006.01);CO7TH 21/02( 2006.01);C12Q 1/68( 2006.01)

According to International Paten( Classification (IPC) or to both natlonal classification and lPC

B.  FIELDS SEARCHED

U.S. :514/44; 536/23.1; 435/6,

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

USPAT, US-PGPUB, USPTO SEQUENCE DATABASES

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category *

 Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

‘bridging col 3-4

‘A~ ['US 2004/0142384 A1 (COHEN et al) 22 July 2004 (22.07.2004) 41,22, 44
Y us'zo'os/m 14915 Al (COHEN et al) 26 May 2005 (26.05.2005), paragraphs [0041], [0064] 41,42, 44
Y | Us 6,001,988 (PARMA et al) 14 December 1999 (14.12.1999), col 3, In 15-19; col 7, In 64- 41,42, 44
Y ;63 6,126,835 (BARBERA-GUILLEM et al) 3 October 2000 (03.10.2000), paragraph 41, 42, 44

D Further documents are listed in the continuation of Box C.

D See patent family annex.

. Special categories of cited documents:

particular relevance

“E" carlicr application or patent pub

PP

d on or efter the international filing date
“L"  docwnent which may throw doubts on priority claim(s) or which is cited to
establish the publication date of another citation or other special reason (as
pcmﬁcd)

“Q" documcm referring to an oral dzsclosure use, cxhﬂ:mon or other means

“P*  document published prior to the intemational filing date but later than the
priority date claimed

“A"  document defining the general state of the art which is not considered to be of .

hota tater document published after the interational filing date or priority
date and not in conflict with the application but cited to understand the
principle or theory underlying the invention

X" document of particular relcvance; the claimed invention cannot be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive step
. when the document is taken alone

“y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive stcp when the document is combined

with one or more other such d , such bination being
obvious to a person skilled in the ant- -
“&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search
19 March 2008 (19.03.2008) '

Name and mailing address of the ISA/US

Mail Stop PCT, Attn; ISA/US
Commissioner for Patents

P.0. Box 1450 .
Alexandria, Virginia 22313-1450

Facsimile No. (571) 273-3201

Authonzed officer

n?mﬂpﬁ t?nggnanonal search repon/_ )
/

SAMUEL WOOL

Telephone No. (571)

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2007)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.
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Box No. I1 Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. D Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. D Claims Nos.:

because they relate to parts of the international appllcahon that do not comply with the prescnbed requirements o such
an extent that no meaningful intemational search can be carried out, , specifically:

3. D Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

.Box No. Il Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International. Searching Authority found multiple inventions in this intemnational application, as follows:

searchable claims.

of any additional fees.

ooo

As all required additional search fees were timely paid by the apphcam this international search report covers all
As all searchable claims could be searched wnthout effort justifying addmonal fees, this Au!honty did not invite payment

"As only some of the required additional search fees were timely. pa)d by the apphcant this international search report
covers only those claims for wh\ch fees were paid, specifically claims Nos.:

4. X " No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequénﬁy, this international search report is

restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 1-50 with regard to SEQ ID NO:3-6 '

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the

payment of a protest fee.

D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest fee

was not paid within the time limit specified in the invitation.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet(2)) (April 2007) -
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PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY
"~ (Chapler I of the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Rule 44bis)
Applicant’s or agent’s file reference FOR FURTHER ACTION See item 4 below
BICE-00301WO '
International application No. International liling date (day/monil/year) Priorily date (day/montl/year)
PCT/US2007/077300 30 August 2007 (30.08.2007) . 30 August 2006 (30.08.2006)

International Patent Classification (8th edition unless older edition indicated)
See relevant information in Form PCT/ISA/237

Applicant
‘| BIOCERN, INC.

1. This international plellmmary report on palenlablhty (Chapter I) is issued by the International Bureau on behalf of the
: Intcmatlonal Searchmg Authority under Rule 44 bis.1(a).

N

This REPORT consists of a total of 6 sheets, including this cover sheet.

In the attached sheets, any reference to the written opinion of the International Searching Authority should be read as a reflerence
* to the international preliminary report on patentability (Chapter I) instead.

3. This report contains indications relating to the following items:

applicability; citations and explanations supporting such staternent

& Box No. I Basis of the report
D Box No. II Priority
D Box No. III Non-establishment of opnnon with 1egzud to novelty, inventive step and mdustual
apphcalnllty
& Bovao. v Lack of unity of invention
. m BoxNo. V Reagoned statement under Article 35(2) with regard to novelly, inventive step or industrial
’ : l:l BoxNo. VI Certain ciocuments cited

‘ |:| Box No. VH Certain defects in the international application

m Box No VIiI Certain observations on the international application

4. The International Bureau will communicate this report to designated Offices in accordance with Rules 44bis.3(c) and 93bis.1 but
not, except where the applicant makes an express request under Article 23(2), before the expiration of 30 months from the priority
date (Rule 44bis .2). : .

Date of issuance of this report
03 March 2009 (03.03.2009)

The Imefnational Bureau of WIPO Authorized officer
- 34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland Dorothée MUIhausen
Facsimile No. +41 22 338 82 70. ' ' " |e-mail: ptOl .pct@wipo.int

Form PCT/IB/373 (January 2004)
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INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
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JAYME A. HULEATT . : PCT
COOLEY GODWARD KRONISH LLP ) ’

200 19T W. : ' ‘ y '
Msnmg%ﬁ?‘g&&fum& o _ WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

(PCT Rule 43bis.1)

52‘5/,‘3,22‘,2'};25) 07 APR 2008

Applicant’s or agent’s file reference FOR FURTHER ACTION

BICE-003/01WQ 366509 v See paragraph 2 below .
ln(emationa] application No. .| Intemnational filing date (day/month/year) Priority date (day/month/year)
PCT/US07/77300 ' 30 A‘ugust 2007 (30.08.2007) 30 A\igust 2006 (30.08.2006)

| International Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC

IPC(8): A61K 31/70( 2006..01);C07H 21/02( 2006.01);,C12Q 1/68( 2006.01)
USPC: - 514/44,536/23.1;435/6 -

Applicant
BIOCERN, INC.

1. This opinion contains indications relating to the following items:

Box No. 1 Basis of the opinion

Box No. If Prioi;ity 4

Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability
Box No. IV Lack of unity of invention o

Box No. V A Reasoned statement under Rule 43 bis.1(a)(i) w‘ith regard to novelty, inventive step or industrial

applicability; citations and explanations supporting such statement
Box No. VI Certain documents cnted

Box No. VIl Certain defects in the mternatlonal appllcauon

I KOO KROOX

Box No. VIII  Centain observations on the international application

2. FURTHER ACTION

If a demand for international preliminary. examination is made this opinion will be considered to be a written opinion of the
International Preliminary Examining Authority ("IPEA") except that this does not apply where the applicant chooses an -
Authority other than this one to be ttie IPEA and the chosen IPEA has notified the International Bureau under Rule 66.1bis(b)
-that written opmlons of this lntematlonal Searching Authonty will not be so considered.

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to submit to the
IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months from the date of mailing
of Form PCT/ISA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date, whichever expires later.

For further options, see Form PCT/ISA/220.

3. For further details, see notes to Form PCT/ISA/220.

/7/1'~/) g

Name and mailing address of the ISA/ US Date of completion of this opinion | Authorized &2‘3 s Q
Mail Siop PCT, Attn: ISA/US .l ] ) : 7
Commissioner for Patents ‘19 March 2008 (19.03.2008) SAMUEL % ' l_

P.0. Box 1450 _ /3 .1
Alexandria, Virginia 22313-1450 Telephone No. (571) 272-1600 '
FacSlmlle No. (571)273-3201 -

Form PCT/ISA/237 (cover sheet) (April 2007)
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L Tnternational application No.
.. WRITTEN OPINION OF THE ) v - :
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY . PCT/US07/77300

Box No. I Basis of this opinion

1. With regard to the Ianguége, this opinion has been es(ablished on the basis of:
@ the international application in the language in which it was filed

D a translation of the international application into ~_., which is the language of a translation furnished for the purposes of
intemational search (Rules 12.3(a) and 23.1(b)). '

2. D This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mlstake authorized by or notified to this
Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a)) .

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international appllcatlon this opmlon has been
established on the basis of: .
a4, type of material

& a sequence listing

|:] table(s) related to the sequence listing

b. format of material
& on paper

X] in electronic form

¢c.  time of filing/furnishing
@ contained in the 1ntematlonal application as ﬁled
. fifed togelher with the international application in electronic form.

D furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

4. ‘E In addilién in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table(s) relating thereto has been filed
or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is 1dentlcal to that in the
apphcanon as filed or does not go beyond the application as filed, as appropnate were fumlshed

5. Addillonal comments:

Form PCT/ISA/237(Box No. 1) (April 2007)
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- International application No.
- WRITTEN OPINION OF THE '

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY | PCTIUSO7/77300

Box No. IV Lack of unity of invention

1. & In response to the invitation (Form PCT/ISA/206) to pay additional fees the applicant has, within the applicable time limit:
baid additional fee; ' _
D ) pa.id additioﬁal fees under protest and, where applicable, the protest fee
D v pa;id additional fees under protest but the applicable protest fée’ was ’_not paid o
@ not paid additional fees

2. D This Authority found that the requirement of unity of invention is not cdmplied with and chose not to invite the applicant to
pay additional fees.

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rule 13.1, 13.2 and 3.3 is

D_ complied with

& not complied with for the following reasons: :
See the lack of unity section of the International Search Report(Form PCT/ISA/210)

4. Conséquemiy, this opinion has been established in respect of the following parts of the international applicatio‘n:

all parts.

& the parts relating.to claims Nos. 1-50 with respect to SEQ ID NO:3-6

Form PCT/ISA/237 (Box No. IV) (April 2007)
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o : International appllcauon No.
“ WRITTEN OPINION OF THE : PC’T/USO7/77300 :

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Box No.V Reasoned statement under Rule 43 bis.1(a)(i) wnth regard to novelty, inventive step or industrial
appllcablllty, citations and explanations supporting such statement

|. Statement

- Novelty (N) : Claims 1-50 YES
. Claims NONE : ~__NO
Inventive step (IS) ) ' Claims 1-40,43.45-50 - . YES
o Claims 41.42,44 : : NO )
Industrial applicability (lA) . Claims 1-50 ' - v ~ _YES
‘ Claims NONE ' : NO

2. Citations and explanations:

Claims 1-50 have novelty.

Claims 41, 42 and 44 lack an inventive step under PC]' Article 33(3) as being obvious. over Cohen et al (US 2005/0114915 Al) in view
of Parma et al (US 6,001,988) and Barbera-Guillem et al (US 6,126,835). Cohen teaches a method of separating X and Y sperm cells
by binding one or the other with specific binding agents, such as antibodies (para [0041], [0064]). Parma teaches how to make
aptamers, and specifically contemplates aptamers to sperm cells (col 3, lines 15-19; col 7, lines 64-66). Barbera-Guillem teaches the
equivalence of antibodies and aptamers as binding agents (paragraph bridging col.-3-4).” It would have been obvious to substitute
aptamers for the antibodies used in Cohen's method, which would have resulted in the claimed invention. Itis noted that these claims -
are not hmlted to the disclosed SEQ ID NO 3-6.

Claims 1-40, 43 and 45-50 meet the criteria set out in PCT Article 33(2)- (3) because the prior art does not teach or fairly suggest SEQ
ID NO:3-6 as aptamers for bmdmg sperm cells. SEQ ID NO:3-6 are not disclosed in the prior art. .

Claims 1-50 meet the criteria set out in PCT Article 334), and thus have industrial applicability because the subject matter claimed can -
be made or used in industry.

Form PCT/ISA/237 (Box No. V) (April 2007)
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. . International application No.
.. 'WRITTEN OPINION OF THE i

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY . - PCT/US07/77300

Box No, VIII - Certain observations on the international application

The fdllowing observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the questions whether the claims are fully
- supported by the description, are made: ) :

Claims 1-40, 43 and 45-50 are objected to as lacking clarity under PCT Rule 66.2(a)(v) because the claims are not fully supported by
the description. The application, as originally filed, did not describe: al} nucleotide sequences that are “substantially homologous to”

- and have “substantially the same ability to bind” target molecules on sperm cells as SEQ ID NO:3-6. The binding property or an
aptamer is unpredictable, and the disclosure does not describe the particular structural or sequence elements required for this property. °

Claims 1-40, 43 and 45-50 are objected to under PCT Rule 66.2(a)(v) as lacking clarity under PCT Article 6 because claims are
indefinite for the following reason(s):. it is not clear what would constitute “substantially homologous™ or “substantially the same ability
to bind”. Substantially is a relative term, and there is no indication in the disclosure as fo the degree necessary to meet the
“substantially” requirement.

Form PCT/ISA/237 (Box No. VII) (April 2007)
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COOLEY GODWARD KRONISH LLP :
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WASHINGTON, DC 20036 o WRITTEN OPINION OF THE
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(PCT Rule 43bis.1)
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‘Applicant’s or agent’s file reference FOR FURTHER ACTION

. h 2 bel
BICE-003/01WO 306509 . » _ o See paragraph 2 below .
International application No. Intemational filing date (day/month/year) Priority date (day/monthiyear)
PCT/US07/77300 30 August 2007 (30.08.2007) V 30 August 2006 (30.08.2006)

International Patent Classification (IPC) or both national classiﬁca(ion and IpC

IPC(8): A61K 31/70(2006.01);COTH 21/02( 2006.01);C12Q 1/68( 2006.01)
USPC:  514/44;536/23.1;435/6

Applicant .
BIOCERN, INC. -

I. This opinion contains indications relating to the following items:

Box No. I Basis of the opinion

Box No. I Priority _

Box No. 1T Non-establishmeut. of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability
Box No. v Lack of unity ofinvenlion . '

Box No. V | Reasoned statement under Rule 43bIS I(a)(l) with regard to novelty, inventive step or industrial

applicability; citations and explanatlons supporting such statement

Box No. VI Certain documents cned

Box No. VI Certam defects in the mtematlonal appllcatlon

: KOO0 KROOK

Box No. VIII Certain observations on the international application .

2. FURTHER ACTION

If a demand for international prehmmary examination is made, this opinion will be consndered to be a written opinion of the
International Preliminary Examining Authority ("IPEA") except that this does not apply where the applicant chodses an
Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notified the International Bureau under Rule 66.1bis(®)
-that written opmnons of this International Searchmg Authonty will not be so consxdered

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to submit to the
IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months from the date of mailing
of Form PCT/ISA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date, whichever expires later.

For further options, see Form PCT/ISA/220.

3. For further details, see notes to Form PCT/ISA/220.

Name and mailing address of the ISA/ US Date of completion of this opinion | Authorized
Mail Stop PCT, Aun: ISA/US . -
Commissioner for Patents o 19 March 2008 (19.03.2008) . | SAMUEL
P.O. Box 1450 .
Alexandria, Virginia 22313-1450

Facsimile No. (571) 273-3201-

- Form PCT/ISA/237 (cover sheet) (April 2007)

Telephone No. (571) 272-1600
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. . International application No.
WRITTEN OPINION OF THE '

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US07/77300

Box No. [ Basis of this opinioh

1. With regard to the language, this opinion has been estabhshed on the basis of:
@ the international application i in the language in which it was filed

D .a translation of the international apphca(lon into L which is the language of a translation fumished for the purposes of
" intemational search (Rules 12.3(a) and 23.1(b)).

2: D This opinion has been established taking into account the rectification of an obvnous mistake authorized by or notified to this
. Authority under Rule 91 (Rile 43bis. 1@a)) . :

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this opinion has been
established on the basis of:
a.  type of material

@ a sequence listing

) D table(s) related to the sequence listing

b. .fonnat of material
» @ on paper

& in electronic form .

c. time of filing/furnishing

& contained in the international application as filed.
@ filed together with the international application in electronic form.. -

[] -furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

4. |Z] In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table(s) relating thereto has been filed .
or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional comments:

Form PCT/ISA/237(Box No. 1) (April 2007)
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‘ : ' intema-tional application No.
.WRITTEN OPINION OF THE ’

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY | persorraoo

Box No. IV Lack of unity of invention

L & In response to the invitation (Fom.l PCT/ISA/206) to pay additional fees the applicant has, within the apﬁlicable time limit:
[] paid additional fees N o ' .
D h pa>id' addition.al fees under protest and, where applicable, the protest fee
D . paid additional fees under protest but the applicable brolest fee was not paid
<] - not paid additional fees ’

2. I:l This Authority found that the requirement of unity of invention is not co_rﬁplied with and chose not to invite the applicant to -
* pay additional fees. : : . v

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rule 13.1, 13.2 and 13.3 is

D complied with

E’ not complied with for the following reasons: .
See the lack of unity section of the International Search Report(Form PCT/ISA/210)

4. Consequently, this opinion has been established in respect of the following parts of the intemational application:
all parts.

& the parts relating.to claims Nos. 1-50 with respect to SEQ ID NO:3-6

Form PCT/ISA/237 (Box No. IV) (April 2007)
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"WRITTEN OPINION OF THE o PCT/USO7/77300

lNTERNATlONAL SEARCHING AUTHORITY

Box No. V. Reasoned statement under Rule 43 &is.1(a)(i) with regard to noveity, inventive step or industrial
appllcablhty, citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) = Claims 1-50___ . : ' ' _.YES
’ ' Claims NONE . A ~_NO
Inventive step (IS) o Claims 1-40,4345-50 YES
Claims 414244 - NO
Industrial applicability (1A)  Claims 1-50- - YES
Claims NONE - NO

2. Citations and explanations:

Claims l-SO'have novelty.

Claims 41, 42 and 44 lack an inventive step under PCT Article 33(3) as being obvious over Cohen et al (US 2005/0114915 Al) in view
of Parina et al (US 6,001,988) and Barbera-Guillem et ai (US 6,126,835). Cohen teaches a method of separating X and Y sperm cells
by binding one or the othér with specific binding agents, such as antibodies (para [0041], [0064]). Parma teaches how to make C
aptamers, and specifically contemplates aptamers to sperm cells (col 3, lines 15-19; col 7, lines 64-66). Barbera-Guillem teaches the
equivalence of antibodies and aptamers as binding agents (paragraph bridging col. 3-4). 1t would have been obvious to substitute
aptamers for the antibodies used in Cohen'’s method, which would have resulted in the claimed invéntion. It is noled that these claims
are not limited to the dlsclosed SEQ ID NO:3-6. -

Claims 1-40, 43 and 45- 50 meet the criteria set out in PCT Article 33(2)-(3), because the pnor art does not teach or fairly suggest SEQ
ID NO:3-6 as aptamers for binding sperm cells. SEQ ID NO:3-6 are not disclosed in the prior art. -

Claims 1-50 meet the criteria set out in PCT Article 33(4), and thus have mdustnal appllcablhty because the subject matter claimed can
be made or used in industry. :

Form PCT/ISA/237 (Box No. V) (April 2007)
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. WRITTEN OPINION OF THE
. INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY : PCT/US07/77300

Box No. VHI  Certain obsérvatibns on the international application

The follo'wihg observations on the clarity of the claims, deécn'ption, and drawings or on the questions whether the claims are fully
- supported by the description, are made: ) . :

Claims 1-40, 43 and 45-50 are objected to as lacking clarity under PCT Rule 66.2(a)(v) because the claims are not fully supported by
the description. The application, as originally filed; did not describe: all riucleotide sequences that are “substantially homologous to”
and have “substantially the same ability to bind” target molecules on sperm cells as SEQ ID NO:3-6. The binding property or an
aptamer is unpredictable, and the disclasure does not describe the particular structural or sequénce elements required for this property.

Claims 1-40, 43 and 45-50 are objected to under PCT Rule 66.2(a)(v) as lacking clarity under PCT Article 6 because claims are
indefinite for the following reason(s): it is not clear what would constitute “substantially homologous™ or “substantially the same ability
to bind”. Substantially is a relative term, and there is no indication in the disclosure as to the degree necessary to meet the
“substantially” requirement. ‘

Form PCT/ISA/237 (Box No. VIII) (April 2007)
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- METODOS  PARA SEPARACION DE CELULAS DE ESPERMA - Y

COMPOSICIONES QUE CONTIENEN APTAMEROS O SECUENCIAS DE ACIDO

NUCLEICO PARA USO EN ELLOS

SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama la prioridad de 1la

~solicitud de patenfe provisional de los Estddbs Unidos No. -
60/824,069, presentada el 30 de agosto de 2006, que'queda
incotporada aqui en su totalidad por medio ‘de - esta

- referencia.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a  métodos y

composiciones para identificar y separar células de una

poblacién de células; en particular células de esperma de

mamiferos, 'mediante el uso de acidos nucleicos, en
particular aptédmeros, que se unen especificamente, con

eleVada afinidad :y especificidadf o fpreférehcia, a las

" células de esperma que contienen el cromosoma X o bien el

cromosoma Y.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La capacidad de seleccionar células de esperma
que tengan caracteristicas deseadas, sigue siendo un
objetivo importante en la reproduccién artificial. Un

proceso eficiente, y de costo razonable, para identificar y

e
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tendria. implicacionés econémicas dé‘ importancia para lé"
industria'ganaderé Y, en particularf.para la -industria de
lavcarhe y ia-leche. Por>ejemplof en»la industria de la
cérne, los toros machos tienen.mayor VaLor.éomercial.que_el
ganado'hembra,‘debido a su tamano; asi qﬁe]los métodos Que
permiﬁieran el enriquecimiehto.dé toros machos proveeria

una ventaja competitiva clara a los ganaderos que usaran.

.dichas técnicas. Por otra parte, en la industria lechera,

generalmente son més deseables las vacas productoras de

leche. Sin - embargo, en la actualidad, solamenfe._un."

'porcéntaje pequeﬁo de los ganadérOS' empléa. métodos - de

inseminacién artificial que  impliquen células de esperma

especificas para el sexo, como medio para producir ganado

que tenga el sexo deseado. Pese a las ventajas de poder .

controlar y planificar la cohétitucién sexual -del ganado

existente, dicho enfoque no es usado m&s ampliamente en la

-industria debido a que los métodos actuales para clasificar

las -células de esperma a células de esperma especificas

para el sexo, que emplean técnicas de citometria en flujo,

son costosos e involucran el teriido irreversible de las

células de esperma antes de la inseminacién.  También

‘tendrian aplicaciones importantes - en muchas ' tecnologias
reproductoras animales y humanas los métodos menos costosos

e intrusivos para identificar y separar las células, con

base en la 'calidad de 1la célula de esperma y_ilas

caracteristicas fisicas o el contenido.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidén provee por 1lo menos un

aptamero. o secuencia de &cido nucleico que. se une a una

molécula de blanco o destino, accesible desde la superficie

de una célula, en particular una célula de espérma de

mamifero, y a un método para producir aptdmeros o secuencia

de acido nucleico. . El método comprende poner en contacto

una coleccién de diferentes moléculas de acido nucleico con

la . molécula de Dblanco o destino, bajo condiciones
favorables para. la unién entre al menos una de- las

moléCulas*vde dcido nucleico vy la molécula de blanco o

deétin@,_para”formar por 1o menos un complejo gue comprende
la molécula'devécido nucleico unida a la molécula de blanco’
o destino; donde cada una de las moléculas de é&cido
nucleico comprénde por lo menos uh éegmentqbde secuencias

‘de nucledtidos tomadas al azar. Luego se separan los

complejos de las moléculas de acido nucleico sin unir y de

las moléculas de blanco o destino no unidas, y se recupera .

la molécula de 4acido nucleico unida, del_éomplejd separado.

La presente invencién provee. ademds una o mas

moléculas de acido nucleico o aptameros, mas especificos,

de preferéncia"un oligbnucleétido,_ mas . preferible, una
molécula de ADN, que se une preferentemente a una célula de

esperma que contiene un cromosoma X (en - lo - sucesivo

denominada “célula de esperma X”), o bien:a una c¢élula de

esperma dque contiene un cromosoma 'Y (en lo sucesivo

~denominada “célula de esperma Y”) y, de preferencia, se une

- preferentemente mejor a una de las células de esperma X O
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se une con aflnldades 51gn1flcat1vamente dlferentes a cada

tlpo de celulas de esperma X e Y.

La presente  “invencién provee ~ también- una

secuenc1a de acido. nuclelco alslada, ~que no ocurre en la:

naturaleza, o aptamero, que se.une a una molécula de blanco

0 destino ‘en una célula de .esperma de mamifero que’

comprende una secuencia de: nucledtido seleccionada del

grupo que consiste de una secuencia de nucledtido-

~seleccionada’del grupo que consiste de las SEQ ID NO:. 3-35,

iy

o0 .una porcidén de ella que se una a la molécula de blanco o .

destino.
La presente invencidn- provee también un método

para usar los aptameros o secuencia de &cido nucleico para

“identificar, seleccidnar y separar, células de'esperma X e
Y. De préférencia, el método comprende separar las células
'de esperma de mamlfero poniendo en contacto las celulas de 
esperma X e Y con al menos un aptamero de 1la 1nvenc1on yl
separar las celulas en dos © mas poblac1ones, ‘con base en
- su capacidad para unirse preferentemente al aptémero.

La  invencién incluye.  adicionalmente la(s)

poblacién(es) de células de esperma X e Y. producidas
mediante>el_métddo de separacién. La invencién.compfende
édiéiohalmente-un'estuche de inseminacién_artificial gue
comprende-‘la poblacién de células de .esperma producida
mediante__el  método de; la inVenciéﬁ, y vuh método de
insemihacién artificial para unvmamifero, admihistrando la
pObiacién de células de esperma selecc1onada al mamifero.

La presente 1nvenc1on provee tamblen HEleS de

dlagnostlco y tecnologlcos que se relac1onan con calldades'
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de'las-células-de esperma, talés como la viabilidadrde la
célula 'de 'esperma, ‘su motilidad, isu funcionalidad, su
estimulaéién Y su pfeservacién, asli  como medios de
dlagnostlco y tecnologlcos que estan dlrlgldOS a las tasas

de - 1nsem1nac1on, las tasas de- fertlllzac1on y las tasas de

‘nacimiento de productos deseables, estableciendo un metodo

para clasificar selectivamente el semen o las células de

esperma obtenidas de diversas especies, individuos vy

especimenes.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FIGURAS

La flgura 1 es una grafica de citometria en. flujo
que muestra la espec1f1c1dad de grupos e colecc1ones de
aptameros de ADN con respecto a espermat0201des de toro
viVoé, clasificados, después de nuevevfondas de seleccidn
de aptédmero (células de semen de toro clasificadas:A.= Y
que se_uneﬁ‘a un banco de ADN simpie;vcélulas de semen de

toro clasificadas B = Y que se unen a la ‘coleCCién, de

aptémeros"especifica para las células X; células de semen

de toro clasificadas C = X, que se unen a un banco de ADN
simple, vy células de semen devtoro clasificadas D = X, que
se »unen5 a la coleccidn de aptéameros espeqificos para
células X).

La figura 2A muestra'el anélisis de unidn dé la
cole001on enr1quec1da de aptameros espe01f1cos para células-
X. Imagenes confocales de fluorescenc1a de celulas de

esperma (izquierda) e 1imddenes Opticas de células de

esperma (derecha. (a) coleccidédn de ‘aptdmeros especifica



4

10

15

20

25

simple, con células X.

'-.parav X, con las células X; (b) coleccién de aptameros

“especifica para X con las células Y; -(c) banco de ADN

La figura 2B muestra el anadlisis de unién de la

coleccidén enriquecida de aptameros especificos para. las

células Y. Imadgenes confocales de fluorescencia.de células

de'esperma (izquierda); e imagenes &pticas de células de

esperma (derecha).

(a) Coleccién de aptameros especificos:

para Y, con' las células Y; (b) coleccidén de aptameros

simple con células Y.

DESCRIPCI@N'DETALLADA DE LA INVENCION
‘Dentro del conteXto_de la presente invencidn, ‘se
definen los aptémeros como una clase de ligahdoé o

secuencias de écido.nucleico, términos éstos que son usados

Yy @ los que se hace referencia también como oligdmeros u

especificos para Y, con las células X; (c) banco de ADN

~de manera intercambiable en toda esta memoria descriptiva, -

oligonucledétidos, es decir, acidos nucleicos que se unen-

preferentemente a una molécula de blanco ¢ destino en

‘particular, tal como un polipéptido, un péptido corto, una

enzima, - una proteina, ‘un 1lipido, wun .glicolipido, un

fosfolipido, una .glicoproteina, un  carbohidrato, wuna

molécula pequefia o una molécula superficial de una célula,

tal .como un receptor, una matriz ‘extracelular o una

molécula de apoyo o un canal de iones. Los aptameros de la

presente invencién, son ligandos u oligonucledétidos de un .

solo filamento que se junen'.con' elevéda afinidad y'
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especificidad a moléculas de blanco o destino, por °
interacciones de formas complementarias. Los aptameros o

secuencias de acido nucleico de la presente invencién son

" capaces de unirse 0 de formar un complejo con una molécula

de blanco o destino, en un grado o afinidad mayores que con

el que el aptamero se uniria a moléculas contaminantes o de

control que, presumiblemente, no contienen el blanco en la

‘superficie  de, o accesible desde" la Superficie de, una.

y

‘célula de esperma X o Y. Los aptadmeros o secuencias de

acido nucleico dé la -presente invencién pueden unirse
préferentemente a una molécula de blanco o destina en la 
superficie de la célula de eSpérma'X,.ehvcomparacién con la
célula dé esperma Y, o viceversa.  Los 4dcidos nucleicos
puéden ser ADN, ARN, de uﬁ .solo filamento ov de,»doblé

filamento, y cualguier modificacién quimica de ellos. Las

‘modificaciones incluyen, pero sin limitacidén a ellas, las

que proveen otros grupos quimicos que incorporan carga
adicional, capacidad de ser polarizados, unioén @ de

hidrdégeno, interacciédn electrostética, capacidad de flujo o

un marcador para las bases de &cido nucleico o para la

"molécula de &acido nucleico como un todo. De preferencia,

los aptameros soﬁ moléculés de ADN. Es muy preferible que
sean oligdnucleétidos; |

| iLa'longitud de estas moléculasres mayqr gue un
nucleétido Yy pueden incluir secuencias- cortas, tales . como
dimeros o triméros, que 'pueden ser ”intermediarios en la

produccién de moléculas especificas de acido nucleico que

'se - unan a un blanco.’ Los aptémeros de la presente

invencién incluyen moléculas de &cido nucleico de cualquier
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longitud, pefo de preferencia de menos de'ZOO nucledtidos,

‘de preferencia menos de 150 nucledtidos, més'preferiblef

- menos - de 100'nucleétidos, todavia mas preferible, mends.de

80 nucledétidos, mas preferiblé aun, menos de = 60

“nucledtidos, mas preferible, umenbs de 40 nucledtidos, -

todavia més preferible, menos de 35 nucledtidos, mas

preferible " atn, menos de 30 ﬁucleétidos; de preferencia -

menos de 25 nucledtidos, ‘més_vpreferible, mean .de' 20

nucledtidos, mas preferible alin, menos deV15»hucle6tidosvy

todavia mas  preferible, menosv' de 10 nucledtidos.

Tipicamente, los. oligohucleétidds tieheﬁ una lQngitud de

‘alrededor de 15 a 60 nucleétidos.

Dentro del contexto de la preéente invencién, se
entiende qué los = aptameros incluyen tanto aptameros
monoclonales cuanto aptémeros pbliclonaleé, Tal como se
usab aqui, losﬂ'aptéméros' monoclonales -son aquellos que ..
tienen;las mismas'seCUencias de nucleétidds‘que se unen al

mismovblénco; y lbs'aptémeros policlonales son aquéllos que

‘tienen alguna variacién en las secuencias de nucledtidos,

que se ‘unen al mismo blanco. Se prefieren los aptémeros

monoclonales. Tal como SsSe usa agqui, un aptéamero de.

- ‘preferencia es un oligonucledtido que es capaz de formar -

complejo con, o de unirse . a, una molécula de blanco o

destino, " tal como se describe aqui. La afinidad o la_ 

~capacidad de formar complejos de un aptémerd con. su.

molécula:de.blanco,o destino, es un asunto de grado, y se

mide por. la capacidad del aptamero para unirsé:.a - la

molécula. de blanco a un grado Hnayor que; a moléculas de

control ‘o de contaminacién. De' " esa manera, la
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especificidad_de 1los éptémeros es similar; en signifiéado;
a_la.espécificidad como se aplica a los antiCUerpos.‘

Una vez que sevidentifican los aptémeros utiles
que ée unenva, péro’de preferencia ya sea a lastélulas de

esperma X o bien a las células de esperma'Y,imediante uno

de los métodos descritos en la presente, se pueden preparar

los aptameros  mediante cualquier método conocido para

producir moléculas de 4&cido nucleico, tales como los

.métodos de sintesis, = recombinantes y de purificacidn.

Adicionalmente, se.pueden vincular los aptédmeros con otras .

moléculasvpara ayudar a la'deteccién,y/o el aislamiento,

después de poner .en contacto el aptamero con las células de

esperma. Es importante que esta molécula adicionalv no
afeéte significativamente, ni interfiéra_con; la afinidad
de unién del_aptémero a la mdlécula de blanco o destino.
Los marcadores,ﬁtiles incluyén los marcadores conocidos por
ser Gtiles para el aiélamientovy la‘deteccién de proteinas,

péptidds, metabolitos y anticuerpos, tales como las

porciones fluorescentes o de biotina o 1las . perlas

magnéticas u otros tipos de perlas_rﬁtiles' para el
aisiamiento; | |

| Se puéden usar los aptémeros o secuenciaé de
écido nucleico de la‘ preseﬁte_ invencién solos o en
combinacién con otros aptameros especificos para la misma
molécula de blanco o ‘destino. - Se cdnocerianf_diferentes‘
aptémeroquue contendrian el mismo consenso a partir de la
comparaéiéh‘ de dos o mas aptameros conocidos, para una .
molécula de blanco o destino»especifica'd, posiblemente,

otra molécula de blanco o destino ‘en "o cerca de la
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-superficie de una celula de esperma X o Y. Si se van a

separar las celulas de esperma X e Y ;es 1mportante emplear

uno o mas aptémeros especificos' o preferentes para una

célula o 1la otra, a fin .de proveer la mejor-Separacién para
obtener una pobla01on de esperma que contenga celulas de
esperma X o celulas de esperma Y.

Los aptameros para las proteinas de la superficie

de la célula de esperma u otros biancos de 1la superficie_def
vla'célula de esperma (inéluYendo, pero  sin limitacién a
ellos: vcarbohidratds,- lipidos; v nucledétidos y. otras

‘moléculas pequefias que pueden ser accesibles para unirse a

aptameros especificos) son identificados vy seleccidnados

mediante los métodos de la presente invencién. En una

modalidad, 1la invencién provee un método para producir. un
aptamero gue se une a una molécula de blanco o destino en
la superf1c1e de una célula de ‘esperma “de mamlfero Se

pone en contacto.una coleccién de diferentes moléculas de.

dcido nucleico con wuna molécula de blanco -que esté
accesible -para unién con esta moléculas, probablemente en
la superficie de la célula o sobresaliendo de la superficie

de. la célula, bajo condiciones favorables para unirse entre

.por lo menos una de las moléculas de acido nucleico y la

molécula_de'blanco o destino. Cada una de las moiéculas de

4cido nucleico contiene por lo menos un segmento de

secuencias de nﬁcleétidos dispuestas al azar. Esto proVee'
vvariacién en - las moléculas de.écido’nucleicb.' El contacto
da por resultado la formacion de por lo menos. un compléjo”
'que comprende por 1o menos una molecula de ac1do nuclelcov

‘unida ‘a la molecula_ de blanco. Luego» se separan . los

|
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complejos de las moléculas de &acido nucleico sin unir y de

las moléculas de blanco o destino no unidas. Entonces se

recupera la molécula de acido nucleico unida del complejo

-separado, proporcionando de esa'manera el aptémero deseado.

En'uné'ﬁmdalidadvadicional el n@todo comprende el paso

adlclonal de ampllflcar las' moléculas de Aacido nuclelco

recuperadas para crear moléculas adicionales. "En otra

modalidad preferida adigional, las moléculas recuperadas y

~amplificadas, es decir, los aptémeros,' son mezclados

'ulterlormente con la coleccién de celulas de esperma X e Y.

que contlenen moleculas de blanco acce81bles para unirse,
de preferencia en, o accesibles desde, la superficie de 1la
célula; y se repite la secuencia de pascs sefialada méas
arriba, uﬁ nuimero de veces 'suficiente hasta gue se
recuperen aptémeros _quev-tengad  una espécificidad /

preferencia deseada 'y una afinidad de unidén deseada. Los

~aptameros se unen mas especificamente. con una molécula de

‘blance o destino en una célula, en comparacién con un

combinade .de control de secuencias de ADN para la misma
célula. En una modalidad alternativa el paso de poner en
contacto comprende incubar las moléculas para fdrmar»una

mezcla ‘de .equilibrio, y el paso de separar comprende

electroforesis capilar.

De preferencia ‘la molécula de blanco o destino en

la superficie de una célula es una que es Unica ya sea para

una célula de espérma X.o para una célula de esperma Y, y
que no reaccione crUzadamente con cada'uno de los»tipos de

células. chha molecula de. blanco o destlno puede ser una

proteina, un peptldo, una enzima, un llpldO, un -
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vglicolipido;" un foSfolipido,v una glicoproteina, un

carbOhidtato,. una molecula. pequena. 0 una Inolecula de la
superficie de la celula, tal como .un. receptor, una matrlz
extracelﬁlar,.una molecula de apoyo O un canal de ‘iones.

Es muy preferlble que la proteina dlstlnga las células de

esperma X de las células_ de esperma Y gque  contienen un

cromosoma Y.
En una modalldad de la invencidén se llevan a cabo
los netodos de la 1nvenc1on de una Hanera 1terat1va, de

'-modo que hay pasos'repetldOS de:'(a) poner'en contacto una

coleccidn de diferenteS'écidos_nucleicos (o,sea,'aptémeros)

con una molécula de blanco o destino,’ accesible desde 1la

superficie de una célula, para formar por lo menos un

complejo que cbmprénde por 1o menos una molécula de acido

nUcleico unida a una _molécula' dé bléﬁco’ o deétino,
acce81ble desde la superflcle de una celula,g (b)'Separar_

los, complejos de las moleculas de a01do nuclelco no unldas,

y de las moléculas de blanco o destino s;n unlr;-y (¢)

-recuperar la molécula de &cido nucleico unida, del complejo

separado. En esta mddalidad, la pluralidad de aptameros
reéupefados del complejo séparado en el paso’(c) es usada

en una’ ronda sub51gu1ente del metodo, en el paso (a). . En

una . modalldad de  la 1nvenc1on se repiten los pasos de

-cla81flcar las celulas de esperma {es decir, 1los pasbs (a),

(b) vy (q)vanteriores) una'o,més veces, dosvo més Veées,
trés.o méS Vecés, cuatro o mas veces, cinco o mas veces,
sels o méas veces, siete o méas véces, bcho o0 mas veces,
nueve.bvmés veces;_lO o) més_veces_u once o mé$ veces, para

producir un combinado de aptameros especificos para las
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células de esperma X‘d para las células de'esperma Y. Se

pueden purificar los aptémeros clasificados mediante

‘métodos conocidos en la técnica vy secuenciados mediante

métodos conocidos, o ‘por un proveedor comercialf

| Los vaptémefos ’produdidos mediante  el método
desériﬁo en la presente comprenden una seéuencia aislada de
dcido nucleico que no ocurre en labnaturaleza, que se une a

una molécula de blanco o destino en una célula de esperma

'de-mamifero, que comprende una secuencia de nucleétidos,

Seleccionada del grupo que consiste de:

(a) una secuencia' de nucledétidos seleccionada del.

grupo que consiste de las SEQ ID NO: 3-35, o una porcidn de

ella'que se una a la molécula de blanco o destino;

~(b) una  secuencia de nucledétidos’ que es

sustancialmente homdéloga a, y que tiene sustancialmente la

misma .capacidad de unirse a la molécula de blanco o destino

'de la célula de esperma, que la secuencia de nucledtidos de

(a), o una porcién . de ella que se une a la molécula de
blanco o destino; vy

(c) una secuencia de - nucledtidos que tiene

sustancialmente la misma estructura y tiene sustancialmente

la misma Capacidad. de unirse a la molécula de blanco o
‘destino en la célula de espefma;_ que la  secuenCia de
nucleétido de (a) o de (b), O una porcién‘de ella'que se.
uﬁé a la molécula de blanco o destino.

La secuencia aislada 'de acido _nucieiCO' que no .
ocﬁrre en la naturaleza, que se describe en  lo que

antecede, también comprende por lo menos una porcién en la

'Que por lo menos una porcién de los nucledtidos 1 a 20
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estén:bmitidos de las SEQ‘ID.NO; 3-35, o una porciénfde:f

ella que se une a la molécula de blanco o destino; .por 1lo

‘menos. una porcién de los nucleétidos 61-80 estén‘omitidos

.de las SEQ'ID NO: 3= 10 y 12-35, o de los nucleotldos 44 63'“

de SEQ ID NO. 11, o una porc1on de ellos gue se une a una'

molécula de blanco o destlno; por lo menos una porcidén de

‘los hucleétidos 1-20 esta Omitida'de las SEQ ID NO: 3-35%

y/o donde por lo menos una porciénvde los nucleétidos 61-80

estd omitida de las. SEQ ID NO: 3-10 o ’12—'35 o los

nucledtidos 44-63 de SEQ ID NO: 11, o una porc1on de ellos

que Se'une.a una molécula‘de blanco; y las secuencias de-

ADN comprenden los nucleotldos 21- 60 de las SEQ ID NO: 3—10

o 12-35 o los nucleotldos 21—43 de SEQ ID NO: 11, O una

porcién de ellos que se uneé a una molécula de blanco o
destino.

La presente invencién comprende también una

composicién  que. comprende por lo menos una de las-

secuencias de 4&cido nucleico, seleccionada. del grupo que

consistev de» todasvblas secuencias de écido nucleico

-enumeradas en los dos parrafos 1nmed1atamente precedentes

El método de la presente comprende ad1c1onalmente

el paso de ampl;flcar la molecula recuperada de aCldo'

nucleico - para crear moléculas = adicionales de 4acido

nucleico. , El_rpaSQ (a) de poner" ‘en COntactb puede -

comprender incubar las moléculas para formar una mezcla de

equilibrio; y donde el  paso de. separacién comprende

electroforesis capilar.
El método de la presente comprende adicionalmente

incubar la coleccidén de diferentes moléculas de &cido
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nucleico o aptéameros, después de cada ronda, y las células

de esperma  que contienen la molécula de blanco, con un

sensibilizador que es sustancialmente complementario de la-
secuencia de acido  nucleico que sirve de plantilla. La
plantilla de secuencia de &cido nucleico €s una secuencia

que corresponde a un segmento del -‘aptédmero que no ha

~variado (qué es constante) dentro de una. pluralidad de

aptameros. De preferencia, el aptémero es de un banco de
ADN, -~y la secuencia de 4&acido nucleico que sirve de
plantilla es una secuencia vectora. ‘El paso de poner en

contacto (a) comprende adicionalmente un paso de seleccién

negativa, seguido por un paso de seleccidén positiva. = Se

cuantifica la pluralidad. de 1los aptameros recuperados

‘usando la técnica conocida de citometria en flujo.

La molécula de blanco en la célula de esperma, a

1la que se puede unir el aptamero, estd seleccionada del

grupo que consiste de una proteina, un péptido, una enzima,

un lipido, un. ,glicolipidd, un . fdsfolipido, una

" glicoproteina, un carbohidrato, una molécula pequefia o una

molécula en la superficiétde la éélula. En una modalidad -
preferida, la molédula de-blanco o destino es uﬁa molécula
de blaﬁco o“destino,contenida en unavCélﬁla de esperma, y.
la molécula de blanco o de déstino distingue pér_lo.menos

una célula de esperma X de por lo mernos una célula de

esperma Y, mediante una comparacién de la unién o no unién

"0 "una ‘unién diferencial. Las . células de esperma

identificadas mediante este método son células de esperma
de ganado o células de esperma humanas.

Se pueden identificar los aptémeros gue se unen



especificamente a° células de esperma mediante métodos

conocidos en la técnica, incluyendo, pero sin limitacién a

ellas, técnicas de clasificacién de células y técnicas de

-citOmetria en flujo. El método de la presente provee un

.vmetodo para preparar aptameros que permlte la separac1on de

celulas de esperma X de mamlfero de celulas de esperma Y de

© . mamifero; donde el metodo produce'vun ‘primer grupo de

10
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aptéameros - que se unen a las células de esperma X en la

primera muestra y un segundo grupo de aptémeros que se une

a- las células de esperma Y en la segunda mueétra;-y el

-método'lcomprende adiCionalmente° (d) comparar los gruposb

S

primero y segundo de aptameros para 1dent1flcar por medio
de ellmlnac1on de proceso por lo menos un aptamero que se

Une Unicamente a las celulas de ésperma X 0 bien a las

células- de esperma Y. = Las muestras primera y Segunda de

células de_ eSperma -dev mamifero son producidas mediante-

citometria en flujo y clasificacién de células.

El método para preparar los aptameros especificos’
para el esperma comprende- un paso de poner eh contacto (a)
que comprende: (al) poner en contacto una primera coleccién

de. dlferentes moleculas de ac1do nuclelco con una molecula

~de blanco contenlda en una prlmera muestra de células de

esperma X de. mamlfero, bajo cond1c1ones favorables para la
unién entre las moleculas de acido nuclelco Y las células
de esperma X para formar por lo menos un complejo que:
omprende por 1o menos. una molecula de acido- nuclelco unida
a-por lo menos una célula de. esperma X; donde cada una de

las moléculas de ‘4cido nucleico comprende por lo menos un

vsegmento de secuencias de nucleétidovaleatorizadas;_y (a2)
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poner en contacto wuna segunda coleccién de diferentes:

moléculas de &cido nucleico con una molécula de blanco o

~destino, contenida en una segunda muestra de células de

espermé'Y de mamifero,‘bajo condiciones favorables'para la
unién entre las moléculas de acido nucleico y -las células
de esperma 'Y para formar por lo menos un complejo' que
comprende pér lo.menos una molécﬁla de acido nucleico unida

a por lo menos una célula de esperma Y; donde cada una de

“las moléculas de &cido nucleico comprende por lo menos un

segmento de secuencias de nucledtido aleatorizadas; donde

el paso_de_separacién‘(b) y €l paso de recuperacién'(c)

. producen de esa manera aptameros para las células de

‘esperma X vy aptémeros_para las células de esperma Y. Los-

aptameros recuperados mediante este método son aquellos que .

se unen a las . células de esperma X y aquellos que se unen a

las células de esperma Y.

El método para producir aptdmeros 'especificoé
para gsperma comprende'adicionalmente qﬁe, antes del pasd
(a), ‘ocurra poxr lo menos una -ronda de cohtacto de las
moiéculas de acido hucleico con una poblacidén de células
sin clasificadar, que comprende tanto‘células’de esbermavX de
mamifero cuanto células de esperma Y de mamifero. También
el paso de separacidén (b) comprende adicionalmente el'paso
de separar las células de esperma unidas al aptémero, del
aptamero; y el paso - de recuperacién (c) comprende
adicionalmente-fequperar.las células de'eSperma separadas.
Las éélulas de . esperma de mamifero de 'preferéncia son
célulaé. de esperma de ganado o células de _espermav de

humano.
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En una modalidad de ‘la invencidén, se pueden

“llevar a cabo ‘rondas de seleccién de aptadmero sin.
clasrflcar, antes de las rondas de . selecc1on de celulas de

~esperma . X e Y sin cla31f1car / aptamero Por ejemplo, se

pueden efectuar'de 1 a 5 rondas de seleccién de aptamero

sin . clasificar. La invencién incluye métodos que

comprenden tres 'rondas - de seleCcién de aptémero sin
clasificar, antes de las rondas de selec01on de aptamero,

cla51flcado El “método de 1la re1v1nd1cac1on 1 comprende .

ad1c10nalmente 1ncubar la coleccidn de dlferentes moléculas

de 4cido nucleico y la molécula de blanco o destino con un
sensibilizador, que sea sustancialmente complementario con
la secuencia de 4cido nucleico de plantilla.

En una modalidad alternaﬁiva y preferida, la.

invencién . provee un método para producir un aptamero que
permita la  separacidén de células de esperma' X de las

células de esperma Y. . Se obtlene una prlmera muestra de

.células de esperma X y se obtlene una segunda muestra'de
células de esperma Y. Se produce un primer grupo de -

aptameros, que se unen a las celulas de esperma X de la

primera: muestra, y se produce un segundo grupo de aptameros

que se unen a las células de esperma Y de la segunda

muestra. Se comparan los grupos primero vy segundo de

aptameros para identificarlos mediante un proceso de

eliminacién de'por lo menos un aptamero que se une ya sea a

las células de esperma X o bien a las células de esperma Y.

Por lo general se 1dent1f1can varlos aptameros dlferentes

que se unen_a,uno u otro de los tlpos de células.

De preferencia se producen las muestras primera y

<
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segunda de celulas de esperma de H@mlfero, que cbntienen

células de esperma Y O bien células de esperma X mediante

tecnlcas.de 01tometr1a en flujo y técnicas de clasificacidn

de células, que son conocidas -por qu1enes " tienen

experiencia en la materia. . chhas tecnlcas estan descritas

en la patente estadounidense No. 5,135, 759 expedlda el 4~
;dejagosto de 1992. Por lo general un 01tometro de flujo
‘mide la cantidéd de luz.fluorescente desprendlda cuando el
esperma; vtratado vpreViémenté con ﬁn .tiﬁte fluorescente,

pasa a través de un rayo laser. El tinte se une al ADN.

Debido a que el ‘cromosoma X contiene méds ADN . que el
cromosoma Y, el esperma hembra (X) ‘absorbe mas rihte y
desprende mas luz fluorescente que el esperma macho }Y).

Para detectar las pequenas dlferen01as en el ADN entre el

esperma Xy el esperma Y, el esperma pasa en una sQla fila

a través del rayo léser, que mide el contenido de ADN del
esperma individual. .Esto permite la separaéién de las

células individuales de esperma X e Y, mediante un

 clasificador‘vde células. Se pueden, adqulrlr células de

esperma X e Y clasificadas ,de fuentes comerciales, 'que

habian sido <clasificadas -usando . métodos similares de

“clasificacidén de células.

De preferencia se producen los aptameros mediante
un proceso que comprende los pasos ‘de:  (a) poner en

contacto una primera coleccién de diferentes moléculas de

dcido nucleico con una primera muestra ‘de células de

"esperma Y bajo condiciones favorables para unirse entre las

moléculas de &cido nucleico y las células de esperma Y para

formar por lo menos un complejo que comprende por lo menos
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una molécula de &cido nucleico unida a por lo* menos una

célula de esperma que lleva el cromosoma Y; donde cada suna
de las moléculas de acido nucleico comprende. por lo menos

un- segmento de secuen01as de nucledétido aleatorlzadas, (b)

poner en contacto una segunda ;. coleccidn’ de diferentes

-moléculas de 4cido nucleico con la segunda muestra de

células de esperma X bajo condiciones favorables para la

unién entre las moleculas de ‘acido nuclelco y las celulas'

de esperma X, para formar por lo menos un complejo que

~comprende por lo menos una molecula de ac1do nucleico unlda

a por lo menos una célula de esperma X; donde cada una de

las moléculas de &acido nucleico comprende por- lo menos. un

segmento de secuencias aleatorizadas de nucleétidos; - (c)

separar los complejos de las moléculas de 4&cido nucleico .

sin unir y de las moléculas de blanco o destino. no unidas;

y (d) recuperar.lasrmoléculaéjde adcido nucleico unidas,vdev

los complejos; produciendo de esa manera. aptameros para
células de esperma Y, y aptémeros para células de esperma

X.

En una modalidad preferida se prueban. los

aptéameros - y se validan poniéndolos en contacto con una

muestra de células de eSperma‘ gue cdhtenga células  de

esperma X'y células’de esperma Y, separando las céiulas,de

esperma mediante c1tometr1a en flujo % clasificacién de las
células, y determlnando que el aptamero _que se. une
putativamente a X - se ‘una a la célula de esperma X; y que

el aptémero gue se une putatlvamente a Y, se una a la

célula de esperma Y. Por lo general~'se ‘marcan los.

aptameros, pbr_ejemplo, con una porcién fluorescente para

1
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permitir la identificacién apropiada:-
Al producir Jlos aptémerosv de la invencidén se

pueden  usar diversas técnicas especificas, conocidas por

quienes tienen éexperiencia en. la materia. Una de esas’

técnicas es ‘el proceso Moholéx de AptaRes, Luckenwalde,

Alemania. E1 proceso'Comprende los pasos de: (1) sintesis

~ - de un banco de oligonucledétidos  con regiones de secuencia

aleatoria; (2) - adsorcidn por afinidad de los

oligonucleétidos a wun blanco;. (3) ClaSificacién.‘porv

afinidad de losvoligonUCleétidos jUntb con- una resina de
afinidad; (4) sepéracién de los oligonucleétidbs con
diferentes niveles de afinidad a numerosos combinados que

comprenden aptaneros maltiples por combinado; (5)

~amplificacién de 1los ‘combinados de nucledétidos separados

(lo. qué produce’ aptameros policlonales)} 3% (6)
identificacidn de oligonucléétidos ,~individuales por
clonacién y. secuenciacién (lo que produce aptémeros

monoclonales)-.

Otra técnica es conocida como el proceso SELEX

(Evolucidn sistemdtica de ligandos mediante enriquecimiento

'exponencial).' Kl proceso SELEX y  sus Varianteé, estén

" descritos en las patentes  estadounidenses No. 5,861,254;

6,261,774 Bl, 6,376,190 B1, 6,506,887 Bl; 6,706,482 B2 y

6,730,482 B2. Esté'proceso inCluye los pasos de: (1)

poner en contacto una mezcla de  acidos 'nucleicos, dque
comprenden preferentemente segmentos - de secuencias

aleatorizadas, con un blanco, bajo condiciones favorables

para la unién; (2) dividir los &acidos. nucleicos no unidos.

de los &cidos nucleicos que se han unido especificamente a

B i
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moléculas de blanco o destino; (3) disociar los complejos

de acido nucleico—blanCO;' ‘,(4) amplificar' los 'acidos

nucleicos. disociados de los complejos de &cido nucleico-

blanco, para producir una mezcla enriquecida en ligando, ‘de

acidos nucleicos; y (5) repetir los pasos .previos a través

de tantos ciclos como se desee o sean necesarios, para

producir .aptameros- altamente especificos . y de ~elevada

'aflnldad para la molecula de lanco o) destlno

Un proceso rela01onado es ‘el proceso CE-SELEX

(SELEX ‘con’ electrofore51s capllar) que estéa descrlto en J.
"Am.v Chem. Soc., 2004, 126, 20~ 21. Esta. tecnlca usa la-
electrofore31s para separar las secuencias de unién de las
'1nactlvas. Ocurre la seleccién en»soluc1on llbre. . Las
.aeCuencias activas que se- unen al blanco' sufren de un:

cambio ‘en la movilidad, similar al que .se observa en la -

electroforesis . capilar >por _afihidad; Se. separan - las

secuencias activas de' las secuencias inactivas y se recogen

~

como fracc1ones separadas.

Un método preferldo para 1dent1f1car y aislar los
aptameros es el proceso NECEEM (Electrofore51s capilar sin

equlllbrlo_de mezclas de equlllbrio), como se describe en-

J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 13674-13675; Anal. Chenm.,
2003,_-75, 1382-1386; VKfylbv,' NECEEM for _Development,

. Characterization and ‘Analytical: Utilization of Aptamers,

Lab. Plus International;. noviembre de 2005}  y Krylov,
Nonequilibrium - Capillary Electrophoresis of Equilibrium
Mixtures (NECEEM):‘A Novel Method for Biological Screening,

J. Biomol. Screen Onliné First, 17 de enero de 2006.

A3

Brevemente, este método se inicia con un banco de -
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AND simple (cada secuencia es estadisticamente unica) que

se mezcla con la proteina de blanco o destino y . se incuba

para formar una mezcla de équilibrio; ‘Las moléculas de ADN

con gran afinidad se unen a la proteina de blanco o

~destino; mientras que las que tienen baja afinidad no. se

unen.  Se introduce entonces un tapdén de la mezcla de

equilibrio en un capilér y se le aplica alto voltaje. La
fracciéh de eéuilibrio de ADN-blanco se - separa de la
fracciéﬁ'de equilibrio de ADN medianté eléctroforesis en
éapilar libre de gel, bajo éondiciones que no éean. de
equilibrio. Bajo esas?condicioneé,.la movilidad del blanco
es .mayor que la del ADN, y' lé movilidad del compleijo
blanco-ADN tipicamente es inﬁermedia entre la del ADN y la

del blanco. En el campo eléctrico, por lo tanto, las zonas

estén separadas, y ya no se mantiene el equilibrio entre.
los tres componentes. - El éomplejo'dé ADN-blanco comienza a

.,disociarsé,_lo que da por resultado “embarraduras”_de ADN vy

blanco entre los tres ~picos. Debido a la elevada

eficiencia de separacién, es despreciable la reconexidén del

ADN disociado y el blanco.
Los componentes llegan al extremo del capilar en

el siguiente orden: (a) la parte de equilibrio del blanco

‘libre; (2) el blanco libre- formado por'la disociacidn de

ADN-blanco durante el NECEEM; (3) los restos de ADN

intacto—blanco; (4) el ADN libre formado a partir de la

disociacién de ADN-blanco durante el NECEEM; y (5) la parte

de equilibrio del ADN libre. ~Se recoge una fraccién desde

la salida del capilar en una ventana de tiempo. La ventana

de recoleccidén de aptémero més ancha incluye los complejos
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de ADNfblanCO-y el’ADN disociado de'lOs“complejos de ADN-

blanco, durante el NECEEM

Los blancos preferldos son pollpeptldos (péptidos
 y protelnas) en las celulas de esperma que son espec1f1cas
para - el . sexo ':O que ' permlten '>dé otra | manera la
idéntificacién o) la.separacién del esperma cdn baée'eﬁ la -

seleccién de sexo u otras caracteristicas deseadas. Son

ejemplos de dichos 'polipéptidbs los descritos en las

patentes. 'estadounidenSes Né. 4,191,749, '4,448;767(
5,021,244, 6 153, 373 y 6, 480 092; y en la. publicacidén de-

sollcltud de patente estadounldense No. 2003/0162238.A1,

Por ejemplo, 1la solicitud-de patente publicada describe una

proteina aislada, ,especificafﬂpara cromosoma de sexo, -

caraCterizada como sigue: (a) especifica para cromosoma  X;

(b)_a5001ada con la H@mbrana de celula de las celulas de;'
“esperma bov1no, y (c) que tlene,un peso molecular, en SDS-

'PAGE,:de alrededor de 32kaa;

Una vez ~~que se. seleccionan los aptémeros

adecuados, pueden Ser. producidos y reproducidos mediante

muchas - técnicas' bien conocidas por quienes. tengan

experiencia ordinaria'en la n@teria,,lncluyendo tecnlcas
‘enzimaticas, o por medlo de 51nt651s qulmlca v_Se.pueden 
afiadir dtros-grupos quimicos por medlo de tecnlcés quimicas:
condcidas.v Dichos grupos 1ncluyen fluorescelna o blotlna y'
oros grupos .une, " crean una senal “detectable..
.Adicioﬁalmente; se'pueden usar nucleétidos modificadds para
‘proteger los aptameros cbhtra la_degrada@ién por nuqleasas{
,Esos'nucleétidos mbdificados incluyenvlés deriVados:Z’rO—

‘metilo y 2’-fluoro.
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En ' algunas modalidades, los aptameros

seleccionados y/o producidos como se describe més atréas.

serdn usados en un andlisis para separar las poblaciones de

células de esperma, con base -en si llevan el cromosoma X o

el cromosoma Y, un numero anormal de cromosomas de sexo u
otras caracteristicas deseadas de las células. de esperma.

En una modalldad preferlda, el -método para rseparar. las

'celulas de esperma de mamifero comprende los pasos de' 1)

poner en contacto las células de esperma de mamlfero con el

aptémerov de la invercién; y '2) separar las células de

esperma a dos o mas poblaciones, con base en la capacidad
- de ‘las ‘células de esperma para unirse al aptémero. En una

modalidad, el método comprehde el paso adicional de separar

las células de esperma unidas al.aptémero, del aptamero; vy
reCupérar -las célulaé de esperma sepafadas. - En otra
modalidad se recuperan las celulas de esperma que no .estan
unidas al aptamero.

- En una modalidad alternatlva se puede usar mas de

un tlpo de aptamero. Asi pues, se puede usar dos‘o mas

aptameros de la invencién en el H@todo de separacién, e

esos aptameros puéden contener secuencias de consenso que
se unen a la misma molécula de blanco o destino.. Los
aptémeros producidos:mediante'el método.de la preésente éon
ﬁtiles_para'ﬁnirse a,molécﬁlaévde blanco o destino y, mas
eépecifiéamente(.é aquellaé‘moléculas de blanco o destino
que esfén en'célulaSvde'esperma,_tanto células de eépermavx

cuanto células de esperma Y.

Este método produce 'poblaciones de células. de

esperma seleccionadas y separadas con base én ciertas
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caracterlstlcas deseadas de las celulas Se pueden unir o

desunir pobla01ones .separadas, con respecto al aptamero.

ar

'Si. se une la poblaéién deseada al aptamero,  de preferenc1a_

se separan las células de esperma de " las moléculas. de

aptamero. - De preferencia; lés' células de espérma_ son
células de e;perma de ganado' Vaéﬁno.- ' Env_una modalidad
preferida; las células de esperma Contienen uﬁ»crbmoéoma:Y.
En una modalidad preferida alternativa, las células de

esperma contienen unicamente el cromosoma X.

En otra modalidad, la invencidn provee un método

para produc1r un aptamero O una secuenc1a de ac1do nuclelco-

que permlte la separacién’ de;celulas de esperma_X de las

células de esperma Y. Este aptamero preparado es puesto en

contacto ‘con una poblacidn mixta de células de esperma X vy

-devespérma Y, y el aptémero se'une preferentemente a las

células de esperma X y estos complejos de aptamero célula
de esperma X unldos son separados de la poblacién orlglnal
de Vcelulas . de esperma mlxtas, dejando -una pobla01on de
celulas de esperma rica en contenldo Y. . Se puede tratar el
complejo de aptémero unido = - células de esperma Que
contienen X ‘para liberar las.:células de esperﬁa» que
contienen . X, :dé modo que se puedan _aislar' como una
poblacidn de células;

| Se Ipodfia‘ usar.’ un énélisis :para sepafar:Elas
células de‘ ésperma zmedianté el uso de'_aptémeros, - por

ejemplo, de la.vsiguiente ‘manera.  Se revisten - perlas

magnéticas microscédpicamente pequefias, obtenidas en el -

comercio, con un aptémero de -la invencién apropiado, tal

como aptémeros especificos para esperma X. Esas perlas



10

15

20

25

27

seran colocadas en una suspensién de las células de esperma

en un receptééulo apropiado, tal como un plato de vidrio.

Debido a que estan presentes las proteinas especificas para

el cromosoma de sexo en la superficie de las células, se-

uniran entonces las células de ésperma X “al aptamero

_especifico/preferencial para él.esperma;X en las perlas;

mientras que las células de esperma Y nho se unirdn o lo

hardn menos preferentemente. A continuacién se ponen a un

lado'en'eljplato las perlas usando un imén.  Se recuperan

entonces las células de esperma que tienen el cromosoma Y.

Se pueden usar también otros tipos de perlas para capturar

y recuperar los aptameros. Otras técnicas que utilizan

perlas magnéticas revestidas con sustancias que se unen a
las células de esperma estdn descritas en las publicaciones
de solicitud de patente::de los vEstados Unidos No.

2003/0068654 Al, 2004/0142384 Al y 2005/0114915:A1.

~En btro'ejemplo se puede usar la aglutinacién'de-

las células de esperma. En esta manera- de proceder, se

puede suspender esperma vivo,  sin clasificar, en un medio

de ‘cultivo in vitro, libre de suero, y exponerlo a

~ aptémeros especificos / preferenciales para células de

esperma Y o0 X. Después delvtratamiento‘se filtra el medio

en un filtro de lana de vidrio y se usa él esperma del

,filtrado para llevar a cabo la fertilizacién_in vitro.

En  otro ‘ejémplo se pueden - unir los"aptéméros
contrarlas proteinas dé la'superficie,:especificas para las
célulés de esperma X o Y, a,células-dé espermaVX o Y,
respectivamente, e inactivarlas, y se puede prevenir la

fertilizacién de un oévulo. Las células de esperma no



®.

10

15

20

25

a9

28

unidas por los‘_aptamerosp“pueden permanecer 'Viables Y%

activas para  fertilizar o4vulos. De esa manera, la

invencién provee un método para producir una muestra de

semen enriquecida en células de esperma X o Y activas, y

~por lo tanto, capaces de incrémentar la probabilidad de que
el producto tenga el sexo deseado 0 tenga un gen para un
_trato conectado con un cromosoma de sexo.

En otrO'ejemplo, se puede exponer una preparac1on'

de esperma natural a un aptamero que se una, por ejemplo, a
moleculas. especrfrcas para Y. . Se puede ,suspender, el
esperma expuesto Jjunto con un. conjugado de un -segundo

aptamero que una exclusivamente el primer aptamero y ~ un

substrato inmunoabsorbente en un diIUyente_vlibre ~de

proteinas, para formar una preparacién de conjugado /

esperma, con lo que el esperma Y se une al ‘substrato.

Luego _sé puede recuperar el esperma Y del substrato

mediante unién especifica del substrato.

Los métodos descritos aqui proveen los. medios

para separarrpel espermab én‘ facrOres _de calldad 3%
cdhvenieﬁcia;. incluyendo la motilidadl de las células de
esperma, - la funcionalidad,r la estimulacién y la
cpnserVaéién, que puedenvafectar las tasas dé.fertilidad,

las. tasas de inseminacién/vlas'tasas de fertilizacién, la

salud de .los productos y la- conveniencia de los productos-

para las dlversas especres de mamlferos, incluyendo, pero

sin llmltac1on a ellos: humanos, equlnos, vacunos, suideos,
gatos, perros, bufalos, otros rumlantes y alces.

Los metodos para separar el esperma sobre la base

. de caracteristicas descritas aqul, reduce‘al minimo el dafo
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al espérma por el.manejo mecénico,vdé modo.que el eSperma
tiene viabilidad mejorada. Lds_métodos Son no invasores,
no requieren de unién quimiéa ~a estructuras celuiares
intérnas, implican un minimo de manipuiacién y son de bajo

costo. Hay requisitos minimos en cuanto a equipo . o

instrumentacién, y. son efectuados facilmente por quien.

tenga experiencia en la materia.
Los aptameros preparados por el método de la
presente, y los métodos de la presente invencién, también

pueden ser usados para evaluar otras caracteristicas de la

esperma. Por ejemplo, pueden ser usados para determinar la

calidad de la',ésperma, para determinar la -fértilidad
maSculina, para identificar esperma'saﬁo o para identificar
esperma,énormal d daﬁadq.

Las células de esperma separadas de la invenciédn

de preferencia son usadas para .inseminacién artificial de

un mamifero. De preferencia el mamifero es un mamifero
bovino. El método de inseminacién artificial comprende

administrar ‘el esperma al mamifero wusando técnicas

conocidas por los que tienen experiencia en la materia.

La invencién comprende adicionalmente un -estuche’

‘de inseminacién artificial para un mamifero. El estuche

contiene por lo menos la poblacién de células de esperma

separadas de la invencién v, opcionalmente, =~ otros

componentes o dispositivos para administrar la poblacidn de

células de esperma al mamifero. De preferencia el estuche

~contiene la muestra de células de esperma. individual en un

tubo para insercién en la vagina del animal hembra. Dicho

tubo de muestra se conoce en la técnica como “pajilla”.
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Alternativamente/,;el éspérma separado de 1la

invencién puede ser usado para la fertilizacidén in vitro de

un mamifero. De preferencia, el mamifero es un humano.

EJEMPLOS

\

Un método preferido para .seleccionar aptéameros-
- especificos, de acuerdo con la -presenté invencién, emplea
un metodo que utiliza varias .  rondas - de incubacién de

células de esperma X sin clasificar, células de esperma X

clasificadas y/o. células de_eéperma Y clasificadas, con un

16\

banco de ADN, que incluye .un paso final de recolectar la

solucidén con aglutinadores‘de ADN -y usarlo como plantilla
_ para RCP 'y para. la Separacién'de filamentos en gréanulos o

'perlas de éstreptaVadina. Ldsbinvéntores han determinado

que lo Optimo es seis rondas de seleccidén del aptamero para

esperma, de acuerdo con la presente invencién. Se lleva a

cabo de preferencia siete rondas, mads preferible, ocho

~rondas y todavia mas preferible nueve rondas de seleccién,

como se indica mas adelante.- Sin embargo, se' pueden

efectuar, de ser necesario,  mas de nueve rondas de

seleccidn para obtener aptameros que se unan . a la molécula

de blanco o destino espedifica. Se debe entender que el

protocolo descrito en lo que sigue puede variar en

temperatura, volumen y otros parémetros que no afectan el

-resultado del profoColo,. sino- que den por resultado la

produccién de aptémeros especificos que se unan a las

moléculas de blanco o destino. Dichas variaciones son
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conocidas por las personas con experiencia en la materia[

Rondas 1 a 3 deiseleccién de aptéamero

Preparacidén de las células.

Se descongela la alicuota de esperma c¢olocando la

pajilla en agua a 37 °C durante un minuto.y luego se

mantienen las células a'la‘temperatura ambienté_(20—25”°C)

(TA) .-

1.

Se toma  una pajilla de células de esperma  sin

-clasificar (alrededor de'0.5 mL y‘107 células).

. Se afiade 1 mL del regulador de semen que contiene

PVA (alcohol polivinilico).

. Se centrifugan las células de esperma. durante‘ 12

minutos a 300 x g a 17 °C en una ampolla de 1.5 mL.

.'Se. retira el regulador y se Vuelvén aisUspendér las
‘células en 1 mL -de regdladorfnuevo de PVA-semen. .

. Se centrifugan las células de esperma durante 12

minutos a 300 x g a 17 °C, en una ampblla de 1.5
mL.

Se vuelven a suspender las células de esperma en

300 pL  del réguladOr nuevo de PVA-semen y .se

cuentan las células usando un quimiocitémetro.  Se

diluyen - las ‘células:_a alrededof’ de 2 x 10°

~células/mL (40,000 células'para'ZO nl) , afadiendo

600 uL de regulador.

. Se fijan 50 pM de banco de ADN simple (pedido seguin

lo ﬁecesario, a Integrated DNA TéchhologieS'(IDT),

Coralville,_,IA, "BE. U.  A.), con la siguiehte'

secuencia:‘Sf—CTC CTC TGA -CTG TAA CCA CG (SEQ ID

NO: 1)=-(40N)-GGC TTC TGG ACTA CC TAT GC (SEQ ID NO:

0?
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2)-3’, disueltas en PBS (regulador salina,fegulada_'

'.convfosfato),conv2.5 mM dé'MgClzf'calentando’a 94_w

°C ‘durante alrededor de  tres minutos; luego - se

enfria a la temperatura ambiente. -

8. Se araden 2. uL de. F-sensibilizador 1 mM (pedido

segun la necesidad-delvclieﬁte del sensibilizador,

a IDT, con la siguiente secuencia: 5’ -CTC CTC TGA

CTG TAA CCA CG-3') (SEQ ID NO: 1) a las alicuotas

‘de 40 pL de células, hasta una_concentraCién final

de 50 ‘uM. El sensibilizador F es uno de los
primeros 20 nucleétidos del banco. Se usa en la
seleccidn como un ADN de respaldo. Se seleccioné‘

éstaj secuencia para. disminuir la 'probabilidad de

“que por lo menos una de las regiones constantes del

 bancR' no participar en -la unién, 'y si se retira
LLaf : ; ; _ , .

produciria una secuencia de aptémero més corta,

pero no cambiarian las propiedades de unién.

'9. Se afiaden 4 pL de. banco fijado en 100 pM, a la

alicuota de 20 pL que contiene las células de

’esperma con 50 pM de sensibilizador F.

ambiente.

- 10. i.Seb incuba durante'iuna ~hora a  la .temperatura

11. 11. Se aﬁaéen 200 pL de regulador nuevo de PVA- .

semen 'y se centrifuga durante . 12 minutos a 300 x g

~a 17 °c.

12. Se elimina el sobrenadante vy " se vuelve a_, 

disolver la pella en dtrds 200 pL del regulador de

PVA—semen;

. 13. Se centfifuga duranté 12'minutos a 300 X g, a 17
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°C.

14. Se elimina el sobrenadanté y se vuelve a
diSélver‘la'pella»en'otros'200:pL‘del regulador de
PVA—semen.b' | ‘ ' |

15.  Se centrifﬁga durante 12 minutos a 300 x g, a 17
°C.

16. Se elimina el sobrenadante y se anaden 20 pL del

.régulador Tris-HC1 10 mM, pH 7.5, 'y se ‘incuban las

‘células a 95 9C durante 5‘miﬁutos.
7. Se éentrifuga el residuo ¢celular durante 20
minutos a ZQ,OOO'rpﬁ;> o o
18. Se «recoge el. sobrenédante y se "lo usa como

plantilla para RCP usando sensibilizador F y

"sensibilizador R biotinilado (pedido por el cliente .

del sensibilizador inverso a IDT, con la siguiente

secuencia: 5’-biotina-GGC TTC TGG ACTA CC TAT GC-

3"y (SEQ ID NO: 2), ¥y sé efectua_la separacién de

filamentos sobre perlas = magnéticas de

estreptavidiha.

Cuando’ se completan los pasos 1 a 18 anteriores,

se completa una sola ronda.. - Se considera que el

sobrenadante de 18 es el combinado de aptémero_de’la ronda

1"(Rl) y se usa directémente,v o se émplifica ‘usando

~técnicas conocidas de RCP. Para la ronda 2 (R2) se usa el

combinado de aptamero R1 en lugar del banco de ADN simple

en el paso 7, sobre una nueva muestra de células sin

clasificar, dque se preparan de acuerdo con los pasos 1 a 6.
Se utiliza entonces directamente el sobrenadante o el

combinado de aptémero de la ronda 2 (R2) del paso 18 de

0
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cuando se completa la ronda 2, o sé lo amplifica usando

técnicasjconocidas de :RCP y se éﬁade en lugar del barico de

ADN del paso 7, sobre una . nueva muestra de células. sin

clasificar en la ronda 3 (R3). ~ Se ,usa entonces el

sobrenadante del paso 18 de'Ia_ronda 3 dél combinado de

aptémero de ronda 3 (R3) en el paso 7 de la ronda 4

descrita mas abajo.

'Rondas“4'a 11 (Seleccionés positiva y negativa con células

clasificadas)

Preparacién de las células:

» Se desQOngelan aliéuotés'de esperma (células que

coﬁtienen X c1asificado_'o Y - élasificado) ICOlocahdo la

pajilla en agua a‘ 37 °C ;durante.jun minuto, y luego se
mantienen las células a la temperaturavémbiente (20va 25
oc) . . _ | | _
1. Tomar 1 pajiila de‘X clasificada y 1 pajilla de
; céluias'Y clasificadas}- |

2. Afadir a cada tubb ZOO'pL de régulador nuevd de

 VPVA—semen, y centrifugar durante 12 minutos a 300 x
g a 17 °C; retifar el 'sobrehadante, dejando 

alrededor de _10 uL; afadir 200 pL de‘ regulador.

nuevo de. PVA-semen y transferir todo a la'ampOIla

de 200 pL de RCP.

3,Centrifugarvlasvcéluias durante iZ‘minutOS a 300 x ,_‘

g, ‘a 17 °c; en”una'ampolla_de'RCP'de'O.Z mL (las

-ampollas " menores mejoran la ‘reéuperacién de
células) = vy retirar el ‘regulador, = dejando

aproximadamente 20 pL.

'4.Aﬁadir a cada tubo 60 pL de réguiador'nuevo de PVA--
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semen y dividir a dos tubos por 30 uL.

. Contar las células usando un quimiocitémetro.

_Deben ser alrededor de 2 x 10° células / mL (4 x 104

células por 20 pL).

. Alrededor de 1 a 2 minutos antes de la adicién del

combinado de Aptamero FR3’ (ver el 'paso 18 de la

ronda 3 anterior) a la . suspensién de células,

anadir el sensibilizador F a la concentracién final

de 50 pM (afiadir 1 pL de 1 mM a 20 pL de células).

. Para la seleccidn negativa, ~efectuar las siguientes

"mezclas

A. Células.Y con 50 M de. F4 vy 5 nM de combinado

 Apt X procedente'de la'ronda de seleccidn previa (o

combinado de aptdmero .R3 dnicamente, si es la

cuarta ronda de seleccidn).

B. Células X con SO'pM de-F4.y 5 nM de combinado

CApt Y procedente de la ronda de seleccién previa'(o.f

combinado de aptamero R3 uUnicamente si es la cuarta

~ronda de seleccidén).  Incubar 1las mezclas. a la

temperatura ambiente durante una hora y centrifugar
las células (300 x g, 17 °C;'12 minths)., Tomar el

sobrenadante y wusarlo en la seleccidén positiva.

Afiadir a cada una de las alicuotas de células X e Y

sensibilizador F para una concentracién final de 50

M e igual cantidad del sobrenadante procedente del
_ paso'previo.
C. Afiadir. a las células X sobrenadante procedente -

~de la fraccién 1, para obtener 2.5 nM de combinado

de aptamero X y 50 pM dé_F4.,
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D. Anadlr a las celulas Y Sobrenadante procedente

':de la fraccién 2, para obtener 2.5 nM de combinado

‘de aptémero Y vy 50 pM de F4.

10.

11,

12.

13.

14.

.Incubar las mezclas a_-la' temperatura ‘ambiente

durante una hora

. Anadlr‘ 200 uL de regulador nuevo  ‘de PVA- semen yv

centrlfugar ‘durante 12 mlnutos a 300 x g, a 17 °cC.

pella en 200 pjL adicionales del regulador de PVA-

semen.
Centrifugar>duréntév12vminutés a 300 x g, a 17

°C.

pella en 200 uL adibionales del regulador de PVA-

semen.

°C.

”Eliminar el sobrenadante vy Volver a disolver 1la‘

Centrifugar durante 12 minutos a 300 x .g, a 17

Eliminar el sdbrenadante  y afladir 20 pL del"

Ellmlnar el sobrenadante \% Volver a dlsolver la

-;regulador e incubar las célulés a- 95 °Cvdurante 5

‘minutos.

15.

16.

minutos a 20,000 rpm.‘

Recoger el sobrenadante o»combihado de aptémeros

Y% usarlorcomo plahtilla para RCP y separacidn. de

filamentos, - © sobre .perlas- magnéticas"b.dé:

16 directamente -anteriores. Luego se afiade el

estreptavidina.

Una ronda de 1la seleccién de aptamero, de las_

rondas 4 a 9 y las rondas subsiguientes, incluye los pasos.

Centrifugar "los residuos celulares duranteIYZO 
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combinado de aptémeros' de la ronda 4 a1l paso 7 de la

siguiente ronda, la ronda 5; luego se afade elfcombinado,de

»aptémero'de la'ronda 5 al paso 7 de la siguienté ronda, la

ronda 6; luego se afade el combinédbide_aptémeros de 1la

ronda 6, al pasdo 7 de la siguiente rondaﬁfia ronda-7;'luego,,
se aflade’ el combinado de aptameros de la ronda 7 al”paso_7:

de la__siguientev.fonda, la ronda 8; luégo se vaﬁade el

combinado de aptéameros de la ronda 8" al paso. 7 de 1la

siguiente ronda, -la ronda 9; luego se anade el combinado de

aptameros de la ronda 9 al paso 7 de la siguiente ronda, y
continudan repitiéndose cualquier numero - de = rondas

adicionales de acuerdo con lo anterior.

La meta de esas rondas de seleccidn de aptlmeros:

~es . obtener un combinado de aptémeros que sSe unan

especificamente a células de esﬁérma Y o X. Pof lo'tahtb,
se debe efectuar.por lo menos la ronda 7 del método de
seleccion . para obtener aptémerQs que se  unan
eépecificamente a la molécula de blanéo o ‘déstino;__més

preferible, por lo-menos se debe operar.la'ronda"S Yy, muy

preferible, por lo menos la ronda 9 o subsiguientes, para

obtener un combinado de aptdmeros que sean especificos para

. esperma que contiene Y y esperma que contiene X.

Los inventores admiten que se puede utilizar el

método anterior para preparar aptémeros especificos para el

blanco o destino, de cualquier'tipo, siempre y cuando el
combinado de células- que Contiénen la‘molécﬁla de blath'o- 
- destino, que . identifica la célula - (sin clasificar o

- clasificada) sea reemplazada en las rondas de seleccidn de

aptémerb por las células de esperma Y y de esperma X, tanto

10
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'sin clasificar como clasificadas.

ANALISIS CITOMETRICO DE CELULAS PARA APTAMEROS PRODUCIDOS

EN EIL METODO DE SELECCION DE AéTAMERos

Se 1llevd a cabo el siguiente métodé para»provéér
combinados marcados de ADN y proveer una cantidad
suficiente de ADN para analisis, que pudiera ahorrar tiempo

y costos, adicionalmente, en la preparacién. La técnica

conocida, RCP asimétrico, dio por resultado la produccidn

de uno‘de,los filamentos de ADN A fin de determlnar si un

comblnado de aptameros era buen aglutinador, se mezclaron
.los aptameros marcados resultantes de la técnica de RCP
- asimétrica con células de esperma y se sometieron a

andlisis citométrico de células. Se usd. como control un

banéoadé»ADN simple,

Se prepara la siguiente mezcla que contiene: 1 pM

de Alexa 647 (obtenida de IDT como sensibilizador'hecho a

la medida),,sensibilizador de direccién normal marcado (5’-

Alexa 647-CTC CTC TGA CTG TAA CCA CG-3") (SEQ ID NO: 1), 50

nM de sen81blllzador de d1recc1on 1nversa,(5’—GGCvTTC TGG

ACTA CC TAT GC-3' ) (SEQ . ID NO: 2), 50 mM de KCl, 10 mM de

Tris-HC1 (pH 8.6), 2.5 nM de MgCl,, 200 pM de cada uno de.

trifosfatb_cka desoxirribonucledtido- (dNTP) 'y 0.05 unidad

/uL de Tag ADN-polimerasa.

 Se efectuaron 20 ciclos de RCP,'que'incluyerQn un_
 Ci¢lo de RCP que consistid dé'fUndi: a 94 °C, durante 10

segundbs; fijar. a 56 °C durante. 10 éegundos, y'extenéién a

72 °C durante 10 segundos - El.primer ciclo'tuvo un paso de

fu51on extendlda de 30 segundos Como plantllla se usaron

aptameros de un solo fllamento, purlflcados, despues_ de
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estandar descrito en el manual y conocido por las personas

alicuota de esperma colocando la pajilla en agua a 37 °C .
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'1cada~ronda de seleccidén. Después que se completd el RCP se

.purificaroh los productos usando un corte de 30 kDA ‘de
'Milliporé, Bedford, MA, E. U. A.), usando el procedimiento

‘con experiencia en la materia.

Preparécién' de las célulaé:  Se descongela la

durante un minuto, y luego se mantienen las células a la

temperatura ambiente (20-25 °C) .

"-clasificar (alrédedor de 0.5 mL y 1O7gcélulaS).
1.
2.

Se toma una o més pajillas de células sin

‘Afiadir 1 mL dejfegulador de PVA~Semen.

Centrifugar las células durante 12 minutos a 300

x.q; a 17 °C, en una ampolla'de 1.5 mL.

.Eliminar el regulador y volver a SuSpehder las

células en 1 mL de regulador PVA nuevo.

. Centrifugar las células durante 12 minutos a 300

®x g, a 17 °C, en una ampolla de 1.5 mL.

. Volver a suspenderé “las ‘células en 300 pL de

nuevo regulador de semen que Contiene PVA, vy

contar las células usando un hemocitémetro.

.Diluir 1las células a ~alrededor de 2 x 10°

células/mL (20,000 a 40,000 células por 2Q ul); vy

. Combinar 200 “pL  de .células + 10 pL de

sehsibilizador F4 1 mM; luégo formar alicuotas de
20 pL cada una.

Paralelamente con lo anterior:

.Tomar una o mads pajillas de células X
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;_ClasifiCadas y una o més péﬂillas de CélUlas‘Y'

clasificadas.

. Centrifugar durante 12 minutos -a 300 x g, a 17

°C; - retirar el . sobrenadante, . dejando

de PVA-semen nuevo y transferir todo a la ampolla

" de 200 uL para RCP.

. Centrifugar las células durante 12:minutosva 300;

X g, a 17V°C, en una ampolla de 0.2 mL para RCP

(las ampollas menores mejorah lairecuperacién'de>
células) vy eliminar el regulédor, dejando
V alrededor de 20 uyL. v

. Afiadir entonces a cada,tubd 200 pL de ;eguladop
- de PVA—sémen nuevo. |

. Contar las células usando un hemocitdémetro; deben

ser alrededor -de 2 x 10° célulasvpor mL'(4“x_104

células por 20 uL)..

. Mezclar la‘.mezCla de célﬁlas X"Con 1 mM de

sensibilizadOrfF para una concentracién final de

50 pM y férmar-tantas alicuotas de 20 pl. como
‘sean necesarias para'el anélisis.

. Mezclar .la mezcla de’ células Y c¢con.'1l mM de

reguladbr F,'paravuna concentracion final de 50
UM y formar tantas alicuotas.de:ZO pL como sean

necesarias para el andlisis. .

. Mezclar células. sin clasificar con 1 mM de

feguladdr F para ‘una concentracién final de 50 pM
y fOrmar tantas alicuotas de 20 pul,  como sean

necesarias para el analisis.

‘\'\4\

,aprdximadamente 10 pL, aﬁadir-ZOO.uL de regulador - B
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9. Fijar los bancos de ADN purificado y 1os
combinados disueltos en PBS.Eon 2.5 mM de MgCl,
(calentar a 94 °C durante alrededor de 3 minﬁtos;
luego enfriar a la témperatura ambiente) .

10. Aﬁadir cantidades apropiadas de cada

combinado de aptémeros procedentes de las rondas

de seleccidén de aptémero descritas arriba, que se -

van a- probar, a las alicuotas de. 20 -pL que.

contienén'céluias de esperma con 50 uM'de-F4,‘a
una concentracién final- de alrededdf de 10 nM;
formar ;as' siguientésb mezcias: células sin
clasificar, X clasificadas e Y clasificadas, cada
uné con el banco.de ADN simple vy .los .combinados

procedentes de cada ronda de seleccidn.

11. Incubar durante una hora a la temperatura
ambiente.
12. Anadir 200 pL de regulador nuevo de. PVA-

‘semen y ceﬁtrifugar durante 12 minutos a 300 x g,
a 17 °c.

13.  Eliminar el sobrenadante y afiadir 200 pL de

regulador nuevo de PVA. 'y transférir todo al'tubo

de citometria paré‘las células; y

14. Afadir PI (yoduro de.propidio, un tinte'para

acido nucleico y marcador de células muertas, .

Sigma Aldrich), alrededor de 2 a 3 minutosvantes

del anéliéis, y otros 200 pL del regulador de.

PVAfsemeh.

La figura 1 provee el analisis de'los_aptémerosv

obtenidos mediante el presente método, 'en los cuales se:
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llevaron a cabo nueve rondas de seleccién y analisis de

aptéméros, utilizando citometria en flujo»‘ Cada pobla01on
de espermat0201des v1vos estaba representada por 8, 000 a

9,000 celulas. Se dlferenc1o la pobla01on de celulas vivas

de las células muertas por medlo de yoduro de propldlo, un

tinte para células muertas

‘Por comparacidén de -la unién de células X -

clasificadas con el banco vsimplev y. -con el,'combihado; de

aptémero'X (figura 1, trazost y D, respectlvamente) los ¢

Zresultados muestran que el comblnado dée aptamero X tiene

alrededor de 10 veces mayor afinidad para las células X que

el Dbanco simple. Este dato muestra que se obtuvieron

aptameros especificos para células de esperma a partir del

banco, durante el. proceso de seleccidn. Entonces, 1la .

comparacién de las afinidades de unién del combinado de

aptameros X hacia las células clasificadas X' e Y (figura 1,

trazos D y B, respectivamente), indica que la. afinidad del -

éptémefb.hacia’las células X és,alrededor de 20 veces mayor
que'haCia las céiulas Y. Todos los datos anterlores, junto
con el hecho de que la aflnldad de las celulas Y al banco
de ADN . 51mple y al comblnado - de aptémeros X (figura 1,
trazos A vy B, respectlvamente) es relatlvamente.éimilar,

comprueba que el método de la presente produce aptameros

espec1f1cos para las celulaS' X, que pueden unlrse'
vespec1flcamente a las células X y no tlene aflnldad o la

‘tiene muy insignificante, hacia las celulas Y.

Con respecto a la unién de las células Y al banco
de ADN Simplé y-al cOmbinado'devaptémerole,.los datos (no

mostrados) ‘muestran que las células Y se unen mejor al
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combinado de aptameros Y que al banco de ADN simple, lo que
es indicativo de aptémeros especificbs_para Y.

Después de las seis rondas de seleccidn, se llevd

a cabo el experimento de uniédn,’ y_:el combinado X de

aptameros mostrd gran afinidad de unién hacia las células X

-y débil, e ninguna afinidad de uniédn, hacia_las células Y

(figura 2A). El qémbinado Y de aptémeros.mostfé afinidad

de unidén tanto para las células X cuanto para las Y (figura

2By . Se obserVé la unidn usando ADN- marcado de manera

fluorescente y microscopia confocal de fluorescencia. Se

midié la sefial usando células no motiles.

Por lo general el método de la presente provee

aptédmeros que se unen a moléculas de blanco o destino que

_pueden estar o no sobre la superficie de una célula, pero

que deben ser éccésibles desde la superficie'de una céigla,

tal como(ide preferenéia[ células de ésperma X o Y. E1l.

andlisis citométrico de células descrito aqui .pr0vee un _‘
‘método para detérminar si un combinado de aptameros,
obteﬁido'eﬁ el nUltimo paso de una ronda de seleccidén de
aptamero de una soia ronda;rcomovse describe aqui, contiene.

. uno o m&s aptdmeros que se unan a una molécula de blanco o

destino. Se debe revisar los datos y comparar la unién del
combinado de aptdmero con una muestra que contiene la
molécula de blanco. Estos  datos de unién deben ~ser

comparados con cualquier unidén  del mismo combinado de

aptamero al banco de ADN natural, de préferencia el banco

del que se obtuvo primeramente,lOs combinados de aptémero,

como qontrol negativd;‘ 'AdiCionalmente}. el -combinadoi de

.aptameros que se une también debe ser ~comparado. con una
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segunda o tercera muestra qué no cOntenga la -molécula de

‘blanco o destino. - Los resultados que muestran mejor unioén
del combinado de aptameros a la molecula de blanco ‘o'

- destina, en comparacién - con lav unién :al banco de ADN

natural se con51deran como una unién preferente p051t1va
AdlClonalmente,»otras rODdas de seleccidn que se describen

aqul pueden 1ncrementar la afinidad de unién del comblnado

.de aptameros AdlClonalmente, si se desea separar dOS‘

poblac1ones de celulas, con base en la unidén especifica a

una Célula y no a la otra, tal como con la separacién de

células de esperma X e Y, entonces, ademds de comparar la

unién del combinado de aptamero al banco de ADN natural,

también se debe-analizar la unidn del Combinado de aptémero

en cuanto a su. unioén - a la nmlecula de blanco o) destlno

preferlda, asi como una muestra que contenga la molecula

que no es de blanco o) destlno" de la‘que se desea_separar

la molécula de blanCo.O'destinoQ En este uUltimo caso se
deben'analizar todds las comparaciones para seleccionar los

combinados de aptdmeros que se unan a una molécula de

“blanco o destino especifica y que no se una O se una en

menor grado o menos preferentemente a la célula o molécula

de la que se desea separar la molécula de blanco o destino..

De esa manera, el uso de los aptameros para separar

poblac1ones de células de esperma dlferentes requlere de .

andlisis .y comparac1on con dlferentes controles y con
controles negativos.
'La tabla 1 provee aptameros obtenidos a partir

del combinado de aptémeros' después. de la 'ronda 9, de

acuerdo. con' el procedimiento provisto mas arriba, que se



10

15

20

© 25

45

‘unen preferentemente a las células de esperma X Yy que no se

unen, o que se unen menos preferentemente a las células de

esperma_Y, que a las células de esperma X. Los aptameros

‘de la tabla 1 (SEQ ID'NO:'3435) muestran porciones de los

nucleétidos del extremo 5’ y del extremo 3’ de cada

secuencia, que  estan subrayados. Esas porciones

representan las regiones constantes de los aptameros que

corresponden al sensibilizador de direccién. positiva 'CTC'

CTC TGA CTG TAA CCA CG (SEQ ID NO: 1) en el extremo 5", vy

el sensibilizador de direccién.inVersa GGC'TTC TGG ACTA CC

TAT GC (SEQ ID NO: 2) en el eXtremo'B’, usado para .generar

los aptéameros a pértir_del banco natural NP40. Cada una de

esas regionés constantes tiene “una longitud de 20

nucledtidos. Se pretende que los aptdmeros. de la presente

invencién  comprendan la  secuencia ~de  longitud = de

nucledtidos de cada una de las SEQ ID NO: 3-35, o una 

porcién de ellas.  En otra modalidad, el aptamero de- la

presente invencién-comprehde los nuclebétidos 21-60 de las

SEQ ID NO: 3-10 vy 12—35, 0o porciones de ellbs, o los

nucleétidbs 21-43 de SEQ ID NO: 11, o porciones de'ellos.
Un aptamero (SEQ ID NO: 3-35) o una porcién de la secuencia

mencionada, que se ~debe considerar que es un aptamero

dentro del significado de la presente invencidén, se debe

unir de preferencia a una moléCQla-de blanco o destino o a
una célula de esperma X o Y, con una - afinidad mayof que
cualquier célula contaminante o de control .

| Las secuencias dé ADN de 1la tabla 1 representan
secuencias  seleccionadas que .fueron localizadas: en el

combinado de aptameros de la ronda 9. Varias de las
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secuencias estaban presentes en el combinado de aptameros

en varias coplas ;

'TABLA 1

SEQ ID NO : 3

CTCCTCTGACTGTAACCACGCACCGAATACAGACTGTAAAGACAGAAAGTTCATAAACG
TGCATAGGTAGTCCAGAAGCC | |

SEQ ID NO: 4

CTCCTCTGACTGTAACCACGTACGCTATTATTATTCAATAACGATAAGACTTATAATAT

AGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 5

CTCCTCTGACTGTAACCACGTATAATCATCGGGGTAAGTTGAGGCATTAT

CTACGCCATAGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 6

CTCCTCTGACTGTAACCACGATACCAATACGTAAATTCTATAAGGCATA

CATATTATACAAGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 7

vCTCCTCTGACTGTAACCACGTCTGGAACATGATGCAGGTGTCTAACAGTATGAATACTT

GGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 8'

1CTCCTCTGACTGTAACCACGCTGTCGACTACAGATCACTACTTTCGCTAAGGTACCTCA

AGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 9

CTCCTCTGACTGTAACCACGTATAACGTTTTTCATCTATTTGTTTACTTAATACCTAATi“

AGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 10

CTCCTCTGACTGTAACCACGATTGTATTAGTTAACGATACTTATTATTTGTAAGTTATT

_AGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO : 11
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CTCCTCTGACTGTAACCACGAATAACATTACATATAGTTACTTGCATAGGTAGTCCAGA

AGCC

SEQ ID NO: 12

.CTCCTCTGACTGTAACCACGGTAAACATGATAATAATACTTCTCCTTTTGTAATGGATT

TGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 13 °

CTCCTCTGACTGTAACCACGGGTACATATATCCCTATTAATTGACACATATATTTACTT-

AGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 14

CTCCTCTGACTGTAACCACGCATCATTTCGCTAATAGATAAAGTGTTCGTCGTCAGAGC

AGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 15

 'CTCCTCTGACTGTAACCACGATACATTTACGTAAATTCTATTAACATTTATATTCTACA
. TGCATAGGTAGTCCAGAAGCC |

.SEQ ID NO: 16

CTCCTCTGACTGTAACCACGTAATATTAACTTTAAACTCCAATACTGTTATTTATCAAG

TGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 17

CTCCTCTGACTGTAACCACGGTATATCGACTTATTACAATGATAAGTATTATTAAACTT
AGCATAGGTAGTCCAGAAGCC |

SEQ ID NO: 18

CTCCTCTGACTGTAACCACGAAACATTACATGGAACTTGATCGTTTAGGATAATAAATG'_

CGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID_NO. 19

CTCCTCTGACTGTAACCACGTGTACCACTTTCTGTTACGCTAATGGCACACTACACTTA

AGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

'SEQ ID NO: 20

CTCCTCTGACTGTAACCACGTAACTTGGAATAATACTTCTTGTAAATTTTGCATAGGTA

GTCCAGAAGCC
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SEQ ID NO: 21

-CTCCTCTGACTGTAACCACGTAAATATATGAGTTATTTATGAGTTCATTGAATTCTACT

’TGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

'SEQ ID NO 22

CTCCTCTGACTGTAACCACGGACTCAGCCTGATCTACCTTCAAAGGCCACTAGGCCTTG

AGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NC: 23

AGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ I ONO : 24

TGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO . 25

CTCCTCTGACTGTAACCACGTCAGGATAATGATCATAAGATATCTTTATGTATATACTA

lTGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 26

. CTCCTCTGACTGTAACCACGTATACTTACTTTACTAAAACTACTACTAAGTAAGTAAAC.

.CTCCTCTGACTGTAACCACGTATCACTTACATTTAAATCAATGTATATCAATATTTTAG'

CTCCTCTGACTGTAACCACGCCAGTTCGTCATCAGATTCCATCTTTAGCTACTTACAAC-

TGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

. SEQ ID NO: 27

CTCCTCTGACTGTAACCACGCAAAAGTCACTGGCCGTTCGAGTTATATGAGTAGGGAGA

GGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 28

CTCCTCTGACTGTAACCACGCCAGACCGGATCCCTGATGTATTTATTTTCGGAAGGTTG -

AGCATAGGTAGTCCAGAAGCC
SEQ ID NO: 29

CTCCTCTGACTGTAACCACGTAATGAGTGACGAAAGTGTCAGATGGAGCCTTCTACCTG

. TGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 30

CTCCTCTGACTGTAACCACGCGATTAAAACCGGCAGTTATCTCTTAGCAAGCCTGATCC
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TGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID.NO: 31

CTCCTCTGACTGTAACCACGGGTTCAATGTAAGGGTTGGTGTGGTTGGACTAGCGCTCA

GTGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 32

CGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 33

CTCCTCTGACTGTAACCACGACGACAGTCATCCCTGACTCGGATCTTACATGTCGTTAC

AGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

SEQ ID NO: 34

' CTCCTCTGACTGTAACCACGGCATATGTGACCATCGAATAGCTGGCGACGAACCAGATT.

CTCCTCTGACTGTAACCACGTTAAATCTTATAGGATTCTAGTGTACAAATATATAACTT‘

AGCATAGGTAGTCCAGAAGCC

vSEQ ID NO: 35

CTCCTCTGACTGTAACCACGCAAAAGTCACTGGCCGTTCGAGTTATATGAGTAGGGAGA

GGCATAGGTAGTCCAGAAGAT

A menos que se defina de otra manera, todos los

-términos técnicos y cientificos usados aqui tienen el mismo

significado que se' entiende cominmente por quienes tengan

experiencia ordinaria en la materia a 'la que pertenece la
presente invencién. - Todas las "publicaciones, solicitudes

de patente, patentes. y demds referencias mencionadas aqui

quedan incorporadas en su totalidad como referehcia. El

uso. de las palabras “un” o “una” .en la presente, para

describir algin aspecto de la presente invencién, se debe.

considerar indicando singular o plural.

Si bien se ha descrito la presente invencidén en

‘han senalado muchos detalles con fines ilustrativos, sera

"relacidén con cilertas modalidades preferidas de-ella, y se
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aparente para quienes tengan experiencia én la materia que

“la invencidén es susceptible de modalidades adicionales vy
‘que se pueden variar ciertos detalles de los descritos.
aqui, en. forma considerable, sin salirse de los principios

‘basicos de la invencién. -

R
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REIVINDICACIONES

1.~ Una secuencia aislada de &cido nucleico gque
no ocurre en la naturaleza, que se une a una molécula de

blanco o destino en una célula de esperma de mamifero, gque

I

comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del

grupo que consiste ‘de:

(a) una secuencia de nucleétidosi seleccionéda del
grupo que consiste de SEQ- ID NO: 3-35, © una_porcién'
dé ella que se uné’a una molécuia de blanco o destino;

~(b) una vvsecuencia de nucleétidos que | es

sustancialmente homogénea con y tiene sﬁstanéiélmente

la misma_capécidad de unirse a la mdlécula dé blanco o

destino en lé célula de esperma/'QQe lé secuénéia,de

>HUCleétidos dev(a)'ovuﬁa porcidén de. ella qﬁe se une a
ia molécula,de blanéo o destino; y

(c), ﬁna‘ seéuencia de nucledtidos -que ‘tiene

sustancialmente la misma estructura .y que tiene

sustanclalmente la misma capacidad para unirse - a la

molécula de blanco o-destino en la célula de'espérma,
que la secuéncia'dé nucleétidos de (a) o (b); O una

porcién de ella que se une a la molécula de blanco o

destino.
2.— La secuencia aislada de acido nucleico que no
ocurre  en la naturaleza . de conformidad con la

reivindicacién 1,.en la que estd omitida por lo menos una

porcién de loé nucleétidos,l?ZO de:las SEQ ID NO: 3-35, o

una porcién de ellas que se une a la molécula de blanco o

destino.
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3. La secuen01a alslada de ac1do nuclelco que no
ocurre - en ~la naturaleza dée = conformidad  con la

.reiVindicaciéh 1, en la que estéa omitida'por lo ménosv una
porcién de los nucleétidos 61-80 de las SEQ ID_NO:'Bin y
12-35, o los nucleétidos 44-63 de SEQ ID NO: 11, o una
porcién de ella que- sé une é ia 3ndlécu1a.’de blanco ‘o-

desting,:

- 4.- La secuencia aislada de acido nucleico que no

_ocurre en la . -naturaleza de conformidad =~ con la

reivindicacién 1, en la que estd omitida por 1o menos una

porcidén de los nucleétidos 1-20 de lés SEQ ID NO: :3-35 y/o

en la. que esta omltlda por lo nenos una porc1on de los

nucleotldos 61 80 de las SEQ ID NO: 3 10 o 12-35, o los

nucleotldos 44#63 de SEQ ID NO: 11, o una por01on de ella

que se une a la molécula de blanco o destlno;

'5.- La secuencia ‘aislada de &acido nucleico que no

ocurre- en la naturaleza = de _cOnformidad . con la.

reivindicacién 1, en"la-'qUe las secuencias de ADN

 comprenden los nucleétidos 21- 60 de SEQ ID NO 3 10 o 12= 35

o_los_nucleot;dos 21—43»de SEQ ID NO.,ll, 0 una porcidén de
ella que:Sé une a la molécula de blanco o.dest1no.4

6.- Una composicién'que Comprende por lo menos

una de las secuenc1as de a01do nuclelco selecc1onada del

grupo que con51ste de

(a)  una _secuen01a' de - écido nucleico_ de  la
reivindicacion 1; R

<b),' iuna secuencia,de dcido nucléidovde‘(a), en la qﬁe

esté. bmitida por lo. menos una pdrcién 'dé los

inucleétidos 1-20" de dichas SEQ ID NO:- 3—35; o una

, 7%
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J‘porcién de ella gque se une a la‘ﬁolééula'dé blanco o
.deétino;, | o
(cf una seéueﬁcia de acido nﬁcleibo de (a), én la que
‘esté"omitida por 1o menos una porcién: de los
nucleétidos -61-80 de las SEQ ID NO: 3-10 y 12-35 o los
nucleéfidos 44-63 de SEleD NO: 11, o una porcién dé
ella que se une a la moléculavde.blanco o destino;
(d) ~una secuencié de &cido nucleigd de (a), en la que
esta émitidé pdr lo. menos una - porcién de los
‘nucleétidos 1—20 de SEQ ID NO: 3-35 y/o donde es£a,
~ omitida por lQ menos una porcién de lés nucledétidos
61—80 de las SEQ‘iD NO: 3-10 o 12—35 o los nucleétidos
44-63 de SEQ ID NO£.11, O una porcién_de.ella que se
uﬁe a lé molécula‘de'blénco.obdestinb} y
(éfv una. secuencia de ééido nucleico dé‘(a), donde las
secuencias'de ADN comprenden los nucleétidbsv21—60 de
SEQ ID NO: 3-10 o 12-35 o los nuclestidos 21-43 de SEQ
ID NO: 11, o una porciodn de ella qﬁe_se une a la
mdlécﬁlé_de»blanco o deétino.
7.- Un método para separar una mezcla‘de céluias:

de esperma de mamifero que contiene por lo menos . una

.molécula de blanco o?destino, que cOmprendé:

poner en contacto las células de esperma de mamifero

con la composicién de la ‘reivindicaCién 6, durante un

periodq‘de tiempd suficiente para perﬁitir'la unién de la

secuencia de acido nucleico a las células de esperma; y
~separar las células de esperma a dGS‘o mésvpobiaciones

de:célulaé de esperma, con base en la cépacidad'de por lo

menos una secuencia de 4cido nucleico para unirse a una -
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molécula de blanco ¢ destino en una célula de esperma .

8.- E1 'méton ‘ de confOrmidad" con la-

reivindicacién 7, que. comprende adicionalmehte'separar las

dos ‘o mas poblaciones de células de esperma unidas a la
secuencia de &cido nucleico desde la secuencia de &cido

nucleico, y recuperar las células de esperma separadas.

9.- El ﬁétodo ,de .'conformidad con la 

reivindicacién 8, en el que la secuencia de acido nucleico

se ‘une preferentemente a las células de esperma X, Yy se

recupera una poblacién predominantemente de células de

esperma X.
10.- . 'E1 método de confdtmidad con . la

reivindicacién 8, en el que la secuencia de &cido nucleico

'se une'preferentemente a las células de esperma Y, y se

recupera una poblacién predominantemente de ~células de

esperma Y.

11.- El método. de ‘conformidad' con lé

réivindicacién 7, en el que las células de esperma de

mamifero son células de esperma de ganado vacuno o células

de esperma humano.

'12.- El  método de  conformidad ~con la

‘reivindicacién 7, en el que por. lo menos. una de las

: . N . . . .
poblaciones de células de: ésperma comprende células de

‘esperma Y o células de esperma X.

13.-° E1  méton>. de - conformidad con la

poblaciones de células de - esperma comprende Células de

~esperma no unidas a la secuencia de 4acido nucleicé:

14, - El 'métodov dev conformidad con la

reivindicacién 8, "en el que por lo menos .una de las
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‘reivindiecacién 8, en el que por 1o menos una de las

poblaciones de células de esperma comprende células de
esperma unidas a la secuencia de &cido nucleico.

15.= El método de = conformidad  con la

reivindicacién 7, en el que la composicién comprende dos o

mas secuencias diferentes de &cido nucleico.

16.- El  método de. conformidad con 1la

reivindicacién 7, en el que la secuencia de &cido nucleico.

se une a una perla no magnética o a una perla magnética.

17.~ Un método paré producir por ‘lo menos. una

secuencia de acido nucleico que se une - a una molécula de
blanco o destino en la superficie de una célula de esperma
de mamifero, que comprende los pasos de:

“(a) poner en- contacto una coleccién de diferentes

moléculas de &cido nucleico con la molécula de blanco
o destino, bajo condiciones favorables para la unidn
entre por lo menos una de dichas moléculas de &cido

nucleico' y 1la molécula de blanco o destino, para

formar por lo menos un complejo que comprende la al.

~menos una molécula de 4acido nucleico unida a una

mdlécula de:blanco o destind; donde cada una de las
moléculas de acido nucleico comprendé por lo menos un
Segmento de secuencias de nucieétidbs aleatorizadas;
_(b)'r? “separar los complejos de las moléculas no unidas
de &cido nucleico y las moléculas de blanco o destino
no unidas; y
(é) recuperar las moléculas unidas de écido nucieico

del COmplejo'sepérado; donde las moléculas de acido

nucleico unidas comprenden por lo menos una secuencia
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dé”écido nucleico gue se. une a la molécula de blanco o
| déstiné; - | R
donde se‘séleccibna_pOr lb'n@noé ﬁna sécuenciabde écidd
nﬁc;eico del. grupo que cOﬁsiéte'de:. o
f(a)v una - secuencia de - ‘acido ',nucieico _-dé la
'reivindicdcién 1; | |
(b) | una -secuencia de‘écido:nucleico dé;(a), en lafque
‘ esté» émitida por 'ib menos _una.:pbrciéh.'de los
| hucleétidosfi—ZO devlés SEQ:ID NO{>3—35; 5 una porcién
de ella que Sé une a la molécula de blanco o'deStinQ;:
(c). uﬁavsecuencia de acido nucleico de (a), en la Que
eSta omitida -por lo meﬁos una >porciénb de ~los |
nucledétidos 61-80 de las SEQ ID NO: 3—10vy 12-35 o,lbs’
nucleétidos.44—63 de'SEQ‘ID NO: 11, o_una_porcién de
ella que‘Se.uné a lé molécuia:de blanco o destino;b
_(d>,. una_secuendia de écido nucleiCovde-(a),'en la que
.esta 'omitida 'por lo menos'vuna porciédn de' los
'nucleétidos if20 de las. SEQ ID'NOt 3-35 y/o en la que.
esta omitida_'por'vio menosb una porcién de los
nucleétidos 61-80 de las SEQ ID NO: 3-100 12-35, o los
nucledtidos 44-63 de- la SEQ ID NO: 11, © uﬁa porcién
de ella Que éé une.avlabmolécula dévbiénco e} deétino}.
v
(e) una seduencié de‘ééid¢ nucleico de (a), en‘la qué .
ias secuencias de ADN cbmpfenden los nucleétidos 21—60
de las sEQ ID NO: 3-10 o 12-35, o los nucleétidos 21-
43 de SEQ{ID NO; 11, o una poiéién de ella que.se une
-a laimoléculé de bianco’b desfiho. |

18.- El método ,ide' conférmidad . con la
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reivindicacién 17, que comprende ad1c1onalmente el paso de
amplificar 1la nmlecula de a01do nuclelco recuperada para

crear mas moléculas de.ac1do nucleico.

19.- - E1 método ‘de  conformidad  con la’
freivindicécién 17 en el que el paso de poner en contacto

comprende 1ncubar las moléculas para formar una mezcla de 

electroforesis de capilaridad.

- 20.- E1 método. de confdrmidad - con la

\ ¢

'equll;brlo; y en el que el paso de separacidn comprende‘

reivindicacién 17, en el que se selecciona la molécula de

blanco o destino del grupo que consiste de una proteina, un

péptido, una‘ enzima, un lipido, ‘un glicolipido, un

fosfolipido, ~una glicoproteina, un carbohidrato, una

molécula pequefia o ‘una molécula de la superficie de 1la
célula.

21.- El método de conformidad con . 1a

destino es una molécula de blanco o destino contenida en

una célula de esperma.

22.- E1l método de conformidad - con la.

reivindicacién 21, en el que la molécula de blanco o

destino distingue por lo menos una célula de eSperma X de

~por lo menos una.célula de esperma Y.

23.- ;El método - de conformidad con la
reivindicacién 21, en el qué las células de esperma son

células de esperma de ganado vacuno o células de esperma

“humano.

24.- E1 método . de -confofmidad con  la

reivindicacién 17, én' el . que las ' secuencias. de Aacido

reivindicacién 20, en el que la molécula de blanco o
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nucleico del‘paso (c) son usadas subsiguientemente como. una

.coleccidén de diferentes moléculas de. acido nucleico en el

paso (a).

25.- El_. método " de vCanbrmidad | con la

reivindicacién'17,_en el que se repiten los pasos (a),. (b)

y (c) una o mas veces, dos o mAs veces, tres o mas veces,

-cuatro o mads veces, cinco o méds veces, seis .0 més veces,
-siete o mas veces u ocho o mas veces, para producir una

‘secuencia de ac1do nuclelco preferente para las celulas de

esperma Y o para las Celulas de esperma- X.
26.- - E1 metodo de conformldad con la

reivindicacién 17, que comprende ad1c1onalmente lncubar la

colecc1on de dlferentes moleculas de é4cido nuclelco y la

sustancialmente complementario de 1la secuencia de 4&cido

\nucleico de plantilla.

27.- . El método de  conformidad ~ con - la
reivindicacién 26, en la que la secuencia de acido nucleico

de plantilla es una secuencia que correspohde a un segmento

de la secuencia de dcido nuclelco ~que permanece 1nvarlable

dentro de una pluralldad de aptameros.

molécula de blanco o.destlno, con un sensibilizador que es

28.- El  método . de coﬁformidad con ' la

reivindicacién 27, en la que la secuencia de acido nucleico

es de un banco de ADN y la secuencia de dcido nucleico de

plantilla es una secuencia de vector.

29.- El métbdo de conformidad con 1la

reivindicacién 17 en el Qué el ‘paso  (a) cdmprende'

adlClonalmente un paso de selec01on negatlva, seguido de un

paso de. selecc1on p051t1va
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30.- El. método de  conformidad con la

reivindicacién 17, en el que se purifica la secuencia de

dcido nucleico recuperada.

31.- El método  de  conformidad - con la

reivindicacién 17, en el que se cuantifica luna pluralidad
de ‘la . secuencia ‘de 4&cido nucleico -recuperada, usando
citometria en flujo.

32.- El método de conformidad con la

reivindicacién 22, en el que la secuencia de acido nucleico

'pérmite la separacién de células de esperma Y de las

células de esperma X; donde'el Hétodo produce un primer

grupo de secuencias de 4cido nucleico que se une a las

células de esperma Y de la primera_muéstra, 3% un.seguhdo
grupo dé secuénéias de A&cido nucleico gque se une a las
células de esperma X de la seguﬁdé muestra; y dicho métodé
comprende adicionalménte: | »

.‘(d) ‘.compararlos grupbs  primero y segﬁndo de  la

secuencia de &cido nucleico para identificar, mediante

un proceso de eliminacién, por lo menos una secuencia

de &acido nucleico que se ‘una Unicamente a las células
de esperma Y o bien a las células de esperma X.

33.- El  método de conformidad con la

‘reivindicacién 32, en el que. se producen las muestras

primera y segunda ‘de  células de esperma de -mamifero

mediante citometria en flujo y‘clasificaéién de células.
34.- " E1 método de conformidad con la

reivindicacién 32, en el que se produce la secuencia de

4cido nucleico mediante el proceso en el que el paso .de.

poner en contacto (a) comprende adicionalmente:
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al) - poner en c¢ontacto una primera  coleccién de’

diferentes moléculas . de a01do nucleico ' con una

molécula de blanco o) destlno, contenida en una primera
vmuestra vde células de esperma Y, bajo condiciones
favorabies para la.unién entre_las'moléculas'de écidb
nucleico y las células de esperma Y, avfin de.fofmaf
_pOr‘lo mends un complejo qUe_¢omprende por 1lo mends

una molécula de: 4cido nucleico unida a por lo mends

una célula de esperma Y; donde cada una de las’

moléculas de &cido nucleico. comprende por lo menos un.

.Segmento de secuencias de nucleétidos aleatoriiadas;_y
(a) poner en -céntaQtQ una’ segunda ‘coleCCién de
diferentes ‘moléculas de acido hucléico._Con una
moiécula'dé blanco o destino contenida en una seguﬁdé
muestra de células de esperma X; bajd condiciones
favorables para la unién entre las moléculas_de:écido

‘nuclelco % las celulas de esperma X, 'a‘fih-de'formar

por lo menos un complejo que comprende por 1o menosv

una molecula de 4acido nucleico unida a por lo menos

una célula de esperma X; -donde cada wuna de las

moleculas de ac1do nuclelco comprende por lo menos un

segmento de secuen01as de nucleétidos aleatorizadas; y

donde el paso de recuperac1on (c) produce de esa.manera por
lo menos una secuencia de ac1do nuclelco que se une a las
celulas de esperma Y y/o .por lo menos una secuencia de'

“dcido nucleico que se une a las celulas de esperma’x.

35.- El métodb' de 'éonformidad-»:con la

reivindicacién 34, en el que ‘'se recuperan las secueHClas de

acido nucleico que se unen al esperma Y.
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36.- El° método de conformidad con la
reivindicacién 34, en el gue se recuperan las secuencias de

4cido nucleico que se unen al esperma X.

37.- El método  de conformidad con la-

reivindicacién 32, en el que antes del paso (a) ocurre por

lo menos una ronda de contacto de las moléculas de &cido -

nucleico con una poblacién de células sin -clasificar, que

_comprende tanto células de esperma X cuanto ‘células de

espefma Y.
38.- El método de cbnformidad_ con - la

;eivindicacién 32, en el que el paso de separaciodn (b)

comprende adicionalmente el paso de separar las células de

esperma unidas a la secuendia de acido nucleico, . de la
secuencia de acido nucleico; y el paso de recuperacién (c)
Comprende adicionalmente recuperar las células de espeﬁma
separadas. v _

39.- - E1  método de  conformidad con - la
reivindicacién 32, en el que las células de esperma de
mamifero son‘célUlas dé eéperma de‘ganado vaCUnd o'célulaé
de'espefma humano. |

40.- Elv método de conformidad conv"la

reivindicacidén 17, en el que la secuencia de &cido nucleico .

esta unida a wuna perla no magnética o a una perla

magnética.

41.- Un método para producir una secuencia. de.

acido nucleico que permite la separacién de las células de

-esperma Y de las ceélulas de esperma X, que comprende los

pasos de:

(a) obtener = una primera muestra de células de

|
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esperma Y y una -segunda muestra'de'células de esperma

X;

(b) producir un primer grupo de secuencias de &cido

nucleico que se una a.las células de esperma Y de la

V5

primera muestra, y un segundo grupo de secuencias de

écido}nucleico que se una a las'célulés'de‘espermalx
de 1la segunda'muestra;.y |

(Qf 'Comparar'-‘los  grupos primero . y = segundo de
seCuehciasv de dcido | nucleico{ para . idenfificar,

mediante un proceso de eliminacién, por 1lo menos una

secuencia de &cido nucleico que se una Unicamente ya -

sea a las células de esperma Y O ya sea a las células .

de esperma'X.

42.- -Un método para produ01r una secuencia de

(a)" poner en contacto una poblac1on mlxta de celulas

a01do nuclelco que permite 1la ‘separac1on de células - de -

esperma X de células de esperma Y, que comprende los pasos

-de esperma Xy de esperma Y con una secuencia de ac1do_

- nucleico que se una preferentemente a,las células de

esperma X para formar  complejos wunidos de éacido

”huclelco esperma X;

~original de celulas de"esperma ,mlxtas, dejando una

A(b)y separar las celulas de esperma X de la poblac1on’

"poblacién de células de- esperma rica en contenido de

Yy
(c) - soltar “las células de ’esperma"x unidas' de los
complejos de secuencia de ac1do nuclelco esperma X;y

(d) -recuperar las celulas de esperma X



10

15

20

25

63

43, - El =~ método de conformidad con = la
reivindicacién 42, en el que el &cido nucleico comprende
una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que

consiste de:

(a) . una secuencia de nucledtidos seleccionada del

‘grupo que consiste. de las SEQ ID _NO: v3—35, o vuna

porcién de ella que se une a la molécula de blanco o

destino;

(b) una secuencia  de nucledtidos que es

sustancialmente homdloga CQn, y tiene sustancialmente
la misma capacidad de unirse a'la.molécula de blanco o
destino.de la célula de ésperma, que la secuéncia,dé
nucleétidos de (é), o uha pércién dévella gue se une a
la molécula de blanco o destino; |

(c) una v'secuencia de nucleétidoé que tiene

‘'sustancialmente la misma estructura y que tiene

‘sustancialmente la misma capacidad para unirse a la

molécula de blanco o destino de la célula de esperma,

que la secuencia de nucleétidos de (a) o (b), o una

porcién de ella que se une a la molécula de blanco o .

destino.

44.- El método de conformidad con 1la

reivindicacién 42, en el que se recuperan las células de

.esperma Y del paso (b) .

45, - Lé poblacidn delcélulas de esperma producida
mediante el método de la reivindidaCiénf32,vo un estuche
para inseminacién artificial de un mamiferoL que contiene
ia poblacién de células de esperma que_compreﬁde células de

esperma unidas al aptamero.
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46. - La‘poblacién de céluias de'espéfma producida

medlante el metodo de la- relv1ndlcac10n 32 o) un'estuche

para“ inseminacién art1f1c1al de un. mamlfero, que contiene

la poblac1on de celulas de esperma que comprende células de

esperma no unldas al aptamero

47.- lLa poblaClon de células de ‘esperma o el

las celulas de - esperma son celulas de esperma de ganado

. bovino.

48.- La poblacién de células . de esperma o el
estuche de conformidad con la re1v1ndlcac1on 45, en el_que

las celulas de esperma son celulas de esperma humano

. 49 = La poblac1on vde celulas_ de esperma o el

éstuche ‘de .conformidad con la reivindicacidén 45, que
comprende células de esperma X o células de esperma Y.

" 50.- Un método de inseminacién artificial para un

poblacién'de células de esperma que comprende células de
esperma unldas a la secuenc1a de ac1do nuclelco 0 no unlda
al 4&cido nucleico, vproduc1da medlante el metodo de 1la

reivindicacidén 32.

'equlpo de conformldad con la relv1ndlca01on 45, en el que.

mamifero, ~ 'que comprende administrar al mamifero  la
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RESUMEN

La presente ‘invencidén provee un aptémero o un

grupo de aptémeros_Que‘se une (n) a una molécula de‘blahco o .

destino. "en la superficie de una célula de esperma de

‘mamifero, y a un método para producir los aptéméros, El

método comprende poner en contacto una coleccién de

diferentes moléculas de &cido nucleico con la molécula de

blanco o destino, bajo condiciones favorables para la unién

entre al menos una de las moléculas de &cido nucleico y la

molécula de blanco o destino, para formar por lo menos un

complejo que comprende la unién de la molécula de &cido.

nucleico a la molécula de blanco o destino; donde cada una

de las moléculas de &acido nucleico comprende por lo menos
un segmento de secuencias de nucledtido seleccionadas al

azar. - Se separan luego los complejos de las moléculas'dé

~acido nucleico sin unir y las moléculas de blanco o destino

sin wunir; y se recupera -la molécula de &cido nucleico
unida, del complejo separado; Se”usén los aptameros para
separar células de esperma con baée'en:las calidades de las
células .de eépermé, por ejemplo,vsivlasvcélulas contienen

cromosomas X o cromosomas Y.

7
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ag«t | S '8_0

7:<210> 17

<211> 80

<2125 DNA
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<220>

; <223> Aptumer

- <4005 17 _ | ' o '
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,Wwawcmgww | | 80
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<223> Aptamer
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- <220>
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<2135 Artificial Sequence
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<220>

. §223>:Apnuneru"'

<400> 25
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<220 :
<223>}Apauner

- <400> 26
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o <211> 80
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<220 :
- <223> Aptamer

<400> 29
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WW“?’ tmg““?” | ' | 80
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<211> 80

- <212> DNA

- <213> Artificial Sequence
<2205 ‘
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<400> 30
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goatngging tecagaogeo .

<2105 31
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<400> 31
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<2105 33
<211> 80

L <212> DNA

<213> Artificial Sequence
<2205
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<400> 33
‘ GQXZUQ%WOQ?auzoazqg¢u%nuxq?axvaaxxyvuxvg%nuzazuxvQﬂthauxv 60

WWW’?WW B *.'80.'
'<210> 34
<211> 80

<212> DNA
<2135 Art’vﬁcm&&eqmw&

. <220> :
<223> Aptamer

L <400> 34

caxxc@ﬂuyQﬁZuuxxu%paZuuzaxawtngguu%c&»g@gﬁuxuuztatataactavv 60

| geatnggtog tecagaageo R o 80

<210> 35
<211> 80
<212> DNA -
<213> Artificial Sequence

<2205

- <223> Apauﬂer

 <400> 35'

-@%bd%@ﬂuy@ﬂhacoaq?aaaaagaxu>@gﬂxgﬂtg¢gﬁ%aaw@ﬂvgﬁqﬂﬂﬁqﬁy; 60 |

goataggtag tocagaagat o 80

Pagina 10

| &



. L

{ | SUERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

P
al

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS
PATENTE DE INVENCION _X_ PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD __ DISENO INDUSTRIAL _
(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud:
{51) Clasificacion Intemacional :
{71)Solicitante (s) BIOCERN, INC.
(72) Inventor(es) OKSENBERG, David A.; KRYLOV, Sergey; y MUSHEEV, Michael
(74) Apoderado: JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS
30) Prioridad | (31) | No. Prioridad 32) | Fecha 33) [ Pais
" 60/824,069 30/08/2006 us

(85) Fecha inicio fase nacional:  30-03-09 {87} | Publicacién interacional
{86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 06-03-08 Fecha (dd/mm/aa)

Fecha de presentacion de la soficitud: ~ 30-08-07 :

No. de solicitud PCT/ US2007/077300 N° publicaciér: WO 2008/ 028081 A2
(54) Titulo: METODOS PARA SEPARACION DE CELULAS DE ESPERMA Y COMPOSICIONES QUE CONTIENEN
APTAMEROS O SECUENCIAS DE ACIDO NUCLEICO PARA USO EN ELLOS




‘ * 15y

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

TARJETA ARCHIVO TEMATICO
PATENTE DE INVENCION =)_(_PCT _X__MODELO DE UTILIDAD ____ DISENO INDUSTRIAL ___
(21) N° de solicitud: {22) Fecha de solicitud:
{51) Clasificacion Intemacional :
(71)Solicitante(s) BIOCERN, INC. 60 4

M

2ventorles).  OKSENBERG, David A.; KRYLOV, Sergey; y MUSHEEV,
Michael

46

Nianero te Célilag
‘7\._\

(74) Apoderado: JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS _

(30) Prioridad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais 04 4 /f ¢ o
60/824,069 30/08/2006 us Y

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  30-03-09 {87) Publicacion intemacional: @ 5 _ AT

(86) Datos relativos a la presentacion de fa sofic. PCT Fecha: 06-03-08 (Bscota Logmemiemy

Fecha de presentacion de la solicitud:  30-08-07 No.Publicacion:WO 2008/ 028081 A2
No. de solicitud PCT/ US2007/077300

G4Tio: METODOS PARA SEPARACION DE CELULAS DE ESPERMA Y COMPOSICIONES QUE CONTIENEN
APTAMEROS O SECUENCIAS DE ACIDO NUCLEICO PARA USO EN ELLOS

(57) Resumen: La presente invencion provee un aptamero 0 un grupo de aptdmeros que se une(n) a una molécula de blanco o
destino en la superficie de una célula de esperma de mamifero, y a un método para producir los aptameros. El métod
comprende poner en contacto una coleccion de diferentes moléculas de acido nucleico con la molécula de blanco o destino
bajo condiciones favorables para la union entre al menos una de las moléculas de acido nucleico  CONTINUA AL RESPALDO




y la molécula de blanco o destino, para formar por lo menos un complejo que comprende [a unién de la molécula
de acido nucleico a la molécula de blanco o destino; donde cada una de las moléculas de &cido nucleico
comprende por lo menos un segmento de secuencias de nucledtido seleccionadas al azar. Se separan luego los
complejos de las moléculas de acido nucleico sin unir y las moléculas de blanco o destino sin unir; y se recupera
la molécula de acido nucleico unida, del complejo separado. Se usan los aptameros para separar células de
esperma con base en las calidades de las células de esperma, por ejemplo, si las células confienen cromosomas

X o cromosomas Y.
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CONTIENEN APTAMEROS O SECUENCIAS DE ACIDO NUCLEICO PARA USO EN ELLOS

Resumen:

La presente invencion provee un aptamero 0 un grupo de aptameros que se une(n) a una molécula de blanco o
destino en la superficie de una célula de esperma de mamifero, y a un método para producir los aptameros. El
método comprende poner en contacto una coleccion de diferentes moléculas de acido nucleico con la molécula
de blanco o destino, bajo condiciones favorables para la union enfre al menos una de las moléculas de acido
nucleico y la molécula de blanco o destino, para formar por lo menos un complejo que comprende la unién de la
molécula de &cido nucleico a la molécula de blanco o destino; donde cada una de las moléculas de acido
nucleico comprende por lo menos un segmento de secuencias de nucledtido seleccionadas al azar. Se separan
luego los complejos de las moléculas de acido nucleico sin unir y las moléculas de bianco o destino sin unir; y se
recupera la molécula de &cido nucleico unida, del complejo separado. Se usan los aptameros para separar
células de esperma con base en las calidades de las células de esperma, por ejemplo, si las células contienen
cromosomas X 0 cromosomas Y.
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Bogota,
2020

Doctor (a)
DELGADO VILLEGAS JAIME EDUARDO

REFERENCIA Radicacién No. 9 32342
Solicitud internacional PCT/US2007/077300
Fecha inicio fase nacional 30/03/2009
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430

Oficio No. “Si?g
rd

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de

la Decisidébn 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de

Cooperacidén en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular

Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que acredita la
existencia y representacidén 1legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

2. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesidn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecidoc por el articulo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comisidn de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberan legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cédigo de Procedimiento <Civil. Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 1i) del Tratado de Cooperacidén en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinard seglin indiquen
claramente una cesidén de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de 1o dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para gque dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidén del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente regquerimiento, 1la solicitud se
consideraréd abandonada y perderd su prelacién.

Notifiquese el presente oficic conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulc primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

Continua en la pagina siguiente...
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