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DESCRIPCION
Productos de medios de cultivo y manipulacién de embriones y gametos sin proteinas.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a medios sin proteinas (PFM) especializados y optimizados para la reproduccion
humana y los programas de fertilidad. Los productos de medios sustancialmente sin proteinas descritos en la
presente memoria son Utiles para prevenir la transmision de patégenos unidos a proteinas incluyendo entre otros y
en particular priones a pacientes que se someten a tratamiento de infertilidad, a recién nacidos concebidos por
tecnologias de reproduccion asistida (ART) y a trabajadores en estas areas de trabajo, especificamente las
relacionadas con la aplicacion en la ART humana.

Antecedentes de la invencion

Los medios de cultivo de embriones disponibles en el mercado convencionales para procedimientos de ART humana
contienen albumina de suero humano (HSA) obtenida de fuentes tisulares y sanguineas humanas. En algunos
laboratorios también se usa albimina de suero bovino (BSA) como una fuente de proteina en procedimientos de
cultivo de embriones humanos (Loutradis et al., 1992; Quinn, 1994), obtenida de forma similar de fuentes tisulares o
sanguineas de vacas. Se ha indicado que la eficacia de los medios que contienen HSA y BSA es similar (Staessen
et al., 1998). El uso en el medio de cultivo de proteina obtenida de donantes (humanos o bovinos) tiene el potencial
de transmitir enfermedades a pacientes que se someten a tratamiento de concepcién asistida. La generacion de
embriones humanos viables en un sistema de cultivo quimicamente definido (desprovisto de proteina afiadida o
albumina, o extracto de proteina derivado de ser humano o animal) que comienza con la recogida de oocitos,
seguida de lavado de espermatozoides, inseminacion, fertilizacion hasta el estadio de embrion escindido y
finalmente transferencia de embriones no se ha descrito, aunque se han presentado unos medios definidos
quimicamente para raton, conejo y primates en afios recientes (Spindle, 1995; Li et al, 1996; Schramm y Bavister,
1996). Las reivindicaciones anteriores de un medio sin proteinas definido quimicamente (PFM) para aplicacion
humana, de hecho, no eran verdaderamente sin proteinas, debido a que el espermatozoide pretendido para
fertilizacidn se preparaba aln en medio que contenia proteinas del suero (Mohr & Trounson, 1986; Serta y Kiessling
1997 (Resumen); Parinaud et al. 1999). Por lo tanto no se ha descrito hasta ahora un medio totalmente sin proteinas
para procedimientos de ART.

La disponibilidad de un medio quimicamente definido usado para generar embriones humanos de estadio de
escision temprano viables es necesaria en la técnica para asegurar la seguridad de pacientes que se someten a
tratamiento de reproduccion asistida evitando el uso de proteina donante potencialmente peligrosa. La preocupacion
sobre posible transmision de enfermedades patégenas, en particular enfermedades virales, tales como sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) humano y hepatitis o enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD) transmitida por
priones u otros en productos derivados de sangre ha conducido a que varios proveedores de servicios de atencién
sanitaria en el area de ART en todo el mundo busquen una alternativa o alternativas a la proteina de donante para
sus procedimientos de cultivo y manipulacion de embriones.

La transmision de una enfermedad viral mortal (SIDA) a hemofilicos a través de productos derivados de la sangre
esta bien documentada (Véase, por ejemplo, Craven et al., 1997, Med. Sci. Law 37: 215-227; Keshavjee et al., 2001,
Soc. Sci. Med. 53.: 1081-1094; Weinberg et al., 2002, Ann. Intern. Med. 136: 312-319; Evatt, 2006, Semin. Hematol
43: S4-9). Se descubrié que la hormona del crecimiento humana extraida de la hipéfisis era capaz de transmitir CJD
a seres humanos (Esmonde et al., 1994) y las inyecciones de gonadotropina humana también podrian transmitir
CJD entre personas (CDC, 1985). CJD puede transmitirse a través de la sangre (aunque el titulo de priones de CJD
es bajo en sangre; Heye et al., 1994). En el pasado se produjo una epidemia de hepatitis B en aproximadamente
200 pacientes de IVF que recibieron embriones cultivados en medio que contenia suero agrupado contaminado con
virus de hepatitis B (van Os et al, 1991). Recientemente la comunidad cientifica se enfrent6 al dilema de tener que
informar a sus pacientes de que una preparacion comercial de un medio de cultivo usado para cultivo y manipulacion
de embriones puede estar contaminado con albimina donada por una persona que posteriormente murié de CJD
(Kemmann, 1998).

Existen varios informes de desarrollo de blastocistos de raton de estadios de cigoto y escindido en un medio sin
proteinas. Los primeros informes incluyen los de Brinster (1965) y, Cholewa y Whitten (1970) que usaron
polivinilpirrolidona (PVP), que es un coloide de alto peso molecular, como lubricante y para aumentar la viscosidad
del medio. Posteriormente a este trabajo varios otros trabajadores han cultivado con éxito embriones de ratdn asi
como otros mamiferos en medios sin proteinas (Dandekar y Glass, 1990; Spindle, 1995; Li et al., 1996; Schramm y
Bavister, 1996). En afios recientes, ademas de PVP, también se ha usado alcohol polivinilico (PVA) (Bavister, 1995)
para reemplazar la proteina del suero en medio de cultivo. Por ejemplo, Biggers et al. (1997) investigaron el efecto
de reemplazar la albimina de suero bovino (BSA) con alcohol polivinilico (PVA) y/o aminoacidos en el desarrollo de
cigotos de raton. Observaron que el PVA no podria sustituir completamente la BSA en el medio de cultivo de
embrién de raton. El efecto de PVA en la velocidad de desarrollo de blastocistos solo fue ligeramente menor que con
BSA pero la velocidad de eclosién parcial fue significadamente menor. La sustitucién de BSA con PVA redujo la
respuesta global pero no condujo a perturbaciones importantes.
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Ademas de sus muchos papeles bioldgicos, las proteinas del suero confieren atributos fisicos Utiles tales como
lubricacién y viscosidad en el medio de cultivo. La viscosidad y lubricacion aumentada en el medio de cultivo se
requiere para la facilidad de manejo y manipulaciéon del embrion y para evitar que se adhiera a las paredes de la
placa de cultivo y catéteres de transferencia de embriones. La incorporacién de PVP y PVA sirve Gnicamente para
duplicar los atributos fisicos de proteinas del suero. Sin embargo, PVP y PVA no son fuentes de nitrégeno fijado y no
realizan los diversos papeles bioldgicos de la proteina. Ademas, las propiedades teratoldgicas de PVP y PVA no se
han examinado completamente, o que hace su uso en reproduccién asistida terapéutica humana cuestionable
(Gardner y Lane, 1998a).

Algunos investigadores han intentado generar embriones humanos viables en un sistema de cultivo sin proteinas,
mas recientemente Serta et al. (1997) y Parinaud et al. (1998a). Sin embargo Serta y colaboradores (1997)
prepararon sus espermatozoides para inseminacion mediante un descenso a través de una columna de BSA
(aunque se realizod cultivo posterior en un medio sin proteinas). Estos trabajadores consiguieron una tasa de
embarazos de 31 % (n=45) algunos de los cuales han llegado a término con el nacimiento de descendencia normal.
Parinaud et al. (1998a) obtuvieron fertilizaciones con espermatozoides preparados en un medio sin proteinas cuando
se realiz6 inseminacion en el mismo medio. Sin embargo los cigotos resultantes se cultivaron en medio BM1, y
aunque esta referencia no especifica si su medio BM1 contenia proteina, una publicacién previa del mismo grupo
sugiere que el medio BM1 contenia HSA a 1% (Parinaud et al., 1998b).

Algunos trabajadores han mostrado que el reemplazo de proteinas de suero con un Unico antioxidante y quelante tal
como EDTA (Mehta y Kiessling, 1990; Serta et al., 1997) no altera la fertilizacién y escisién de embriones viables en
el ratén y ser humano. Sin embargo Serta et al. (1997) sugirieron que el catéter de transferencia de embriones se
aclare exhaustivamente con el medio sin proteinas, lo que implica la tendencia en los embriones a pegarse a la
pared interna del catéter de transferencia de embriones. La proteina del suero también tiene un papel en el
mantenimiento del pH en el medio de cultivo (Moessner et al., 1993). Ademas de su papel como un nutriente en
sistemas bioldgicos, la proteina tiene varios otros papeles tales como antioxidante que rompe cadenas y un quelante
de iones metalicos (Barber, 1961; Vidlakova et al., 1972; Wayner et al., 1987).

Las funciones fisiolégicas de albumina y proteinas del plasma en general estan bien documentadas. El papel de la
albumina en la prevencién de la peroxidacion de membrana indica un papel directo en la estabilidad de membrana.
Esta implicada en la permeabilidad de membrana capilar y en osmorregulacion. La albdimina proporciona 80% de la
presiéon osmotica coloide total en plasma. La albumina esta implicada en el transporte de diéxido de carbono y actda
como un tampén de pH, la albimina representa la mayor proporciéon (95%) del valor del tampdn no bicarbonato de
plasma. Las proteinas también actian como una fuente de energia. La alanina examinada es piruvato, que puede
convertirse a acetil-CoA o glucosa y glicogeno. La albumina puede ayudar a solubilizar lipidos y transporta
hormonas, vitaminas y metales. Actlla como depésitos para la liberacion y uso de estos componentes.

Cualquier intento de sustituir albimina de suero en un medio de cultivo deberia por lo tanto tener en consideracion
estos papeles in vivo y atributos fisicos que son Utiles para el manejo y manipulacién de embriones in vitro. Un Unico
componente puede no cumplir todas las funciones de la proteina del suero.

Aunque se han descrito previamente medios sin proteinas que permiten el desarrollo de varias especies animales,
no se ha usado dicho medio sin proteinas con éxito en seres humanos, ni podria suponerse que dicho medio permite
0 es optimo para el desarrollo de embriones humanos. Por lo tanto existe una clara necesidad de un medio de
cultivo sin proteinas definido, especialmente adaptado para ART e IVF humana.

Antecedentes de la técnica relacionada

Existen unos medios previamente conocidos “potencialmente sin proteinas” para tratar y cultivar células humanas,
particularmente células de roedores (ratones, ratas, cobayas, etc.) pero también para fertilizacion, desarrollo de
embriones y embarazo en seres humanos para fertilizacién in vitro.

Caro et al. han descrito uno de dicho medios “sin proteinas” para aplicacion humana; sin embargo no fueron
capaces de superar la necesidad de proteinas en el medio de preparacion de espermatozoides debido a que se
requieren proteinas para inducir la capacitacién del espermatozoide sin la cual el espermatozoide no adquirira la
capacidad de penetrar y/o fertilizar el 6vulo. Por lo tanto, el sistema de medios de Caro y colaboradores no esta
completamente sin proteinas. De forma similar, Serta et al. (1997; resumen) y Parinaud et al. (1998a, resumen;
1999) también han descrito medios “sin proteinas” para ART humana pero ellos, igual que Caro et al. (1986)
anteriormente, usaron proteinas en al menos un estadio de su sistema de cultivo.

El lavado del espermatozoide previamente preparado con medio que contiene proteinas afiadidas como se ha
descrito en estas referencias no retira los agentes infecciosos contaminantes con completa seguridad,
especialmente virus y priones. Ademas, esto también es desventajoso porque somete a los espermatozoides a
condiciones de lavado con tensién innecesaria y puede imponer requisitos excesivos de mano de obra y recursos.

Se han descrito medios “sin proteinas” para crecimiento de células de mamifero o particularmente humanas fuera
del contexto de IVF, entre otros, en Kovar et al., 1987, Biotechnology Letters, vol. 9 n° 4, p. 259-264 “lron
Compounds at high Concentrations Enable Hybridoma Growth in a Protein-free Medium”, Keen, 1995,
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Cytotechnology, vol. 17: 193-202 “The culture of rat myeloma and rat hybridoma cells in a protein-free medium”; Stoll
et al.,, 1996, J. Biotechnology, vol. 45, p. 111-123 “Systematic improvement of a chemically defined protein-free
medium for hybridoma growth and monoclonal antibody production”. Este trabajo esta relacionado especificamente
con produccién de anticuerpos monoclonales y no describe la adaptacion de dichos medios para usos de IVF o ART.
Otras publicaciones que describen medios de cultivo sin proteinas, pero no adaptados o adecuados para
procedimientos de IVF humana son: Zang et al., 1995, Biotechnology, vol. 13, p. 389-392, "Production of
Recombinant Proteins in Chinese Hamster Ovary Cells Using A Protein-Free Cell Culture Medium"; y la publicacion
de solicitud de patente Internacional n® WO 2005/120576 A2.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevas formulaciones de medios de cultivo de embriones sin proteinas para la
recuperacion del 6vulo humano (i. medio de Lavado), manipulacion y almacenamiento de los espermatozoides (ii.
medio de manipulacion de gametos), fertilizacion del 6vulo humano (iii. medio de cultivo de embriones),
manipulacion de gametos y embriones (iv. medio de manipulaciéon de gametos y embriones) y también el desarrollo
del cigoto resultante en cultivo (v. medio de cultivo de embriones) durante de 1 a 2 ciclos de escision para aplicacion
humana en el tratamiento y alivio de subfertilidad e infertilidad usando procedimientos de ART. La presente
invencién incluye la formulacién de una Unica solucién de medio que puede reemplazar y/o usarse como un
reemplazo/medio para todas las nuevas soluciones de medios anteriores. Los medios sustancialmente sin proteinas
de la invencion son distintos de los medios sin proteinas (denominados series ART-7 y ART-7b en dicha memoria)
previamente presentados por el mismo inventor (Ali, 1997; Ali et al., 2000). En informes previos, el inventor ha
descrito la investigacion sistematica que condujo a la formulacién de tres medios precursores, concretamente, ART-
1, ART-2 y ART-3. En el mismo informe el inventor ha descrito como la serie de medios sustancialmente sin
proteinas ART-7 y ART-7b evolucioné desde el medio ART-1. Los embriones generados por inyeccion de
espermatozoides intracitoplasmatica (ICSI) en la serie de medios ART-7 y ART-7b sustancialmente sin proteinas se
usO con éxito para tratar 11 de 21 (52,4 %) mujeres de 39 afios de edad o menores para conseguir embarazos
clinicos. La formulacion de la serie de medios ART-1, ART-7 y ART-7b no se ha descrito. La presente invencion
proporciona un medio sustancialmente sin proteinas que se han formulado a partir de, pero son diferentes de, el
medio precursor ART-3. El desarrollo del medio precursor ART-3, pero no su composicion, se ha descrito por el
inventor (Ali.1997; Ali et al., 2000).

En las formas de realizacion ejemplificativas de la presente invencién, se describe especificamente una serie de
medios sustancialmente sin proteinas, denominada la serie PFM-11 en la presente memoria. Estos medios tienen la
ventaja especifica de ser una composicion uniforme desprovista de componentes biolégicos no uniformes
potencialmente peligrosos que pueden dafar a los gametos y embriones, y podrian transmitir potencialmente
enfermedades mortales conocidas en la actualidad y desconocidas hasta el momento a los pacientes que se
someten a tratamiento de ART, los bebés concebidos a través de dicho tratamiento y a trabajadores de la atencién
sanitaria implicados en los procedimientos de tratamiento de ART, asi como cumplir con rigurosas nuevas normas y
regulaciones que gobiernan las técnicas y métodos de fertilizacién in vitro.

La naturaleza completamente definida de las formulaciones de medios sustancialmente sin proteinas de acuerdo
con la presente invencion también es (til para facilitar la investigacion sobre el metabolismo embrionario
preimplantacion que previamente estaba obstaculizada debido a naturaleza no definida y composicién no uniforme
de formulaciones de medios de cultivo de embriones disponibles en la actualidad. La calidad de los embriones
humanos del dia 2 generados en esta serie de medios sustancialmente sin proteinas (PFM) usando la técnica de
cultivo de ultramicrogota continua (cUMD) fue estadisticamente comparable a o mejor que embriones que se
desarrollaron en formulaciones de medios comerciales de control que contenian proteinas del suero. Los medios
PFM no eran téxicos para espermatozoides humanos. La fertilizacion y posterior desarrollo de embriones humanos
por IVF convencional e inyeccién de espermatozoides intracitoplasmatica (ICSI) fue comparable a los controles.

Los medios sustancialmente sin proteinas de la presente invencidn también son adecuados para su uso en medios
de cultivo y manipulacion de embriones humanos sustancialmente sin proteinas y aseguraran que las enfermedades
unidas a proteina no se transmitan a pacientes y neonatos. Los medios sustancialmente sin proteinas de la
invencion pueden almacenarse congelados a -20°C durante hasta 2 afios sin pérdida de eficacia.

La presente invencion ha superado con éxito la necesidad de proteinas donantes afiadidas en el sistema de cultivo y
proporciona un sistema de medios sustancialmente sin proteinas para aplicacion de ART humana que utiliza
productos de medios sustancialmente sin proteinas comenzando con la recuperacién del 6vulo, preparacion de
espermatozoides, inseminacion, fertilizacion, cultivo del embriéon resultante y transferencia del embrién. Esta
caracteristica distingue provechosamente los medios de la presente invencion de sistemas de cultivo “sin proteinas”
previamente descritos, que utilizaban productos de medios que contenian proteinas en algun punto durante el
procedimiento y por lo tanto no eran completamente sin proteinas. Como consecuencia, estos medios de cultivo
anteriores pueden estar contaminados con agentes infecciosos y pueden enfrentarse a posibles restricciones
reguladoras. Las composiciones, intervalos, intervalos preferidos y especificaciones particulares de los diversos
componentes de la presente invencion se exponen en la presente memoria.
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La presente invencion es el producto de estudios sobre el efecto, la tolerancia y la determinacién de niveles 6ptimos
de componentes individuales tales como aminoacidos, antioxidantes y quelantes, osmolitos, vitaminas, nutrientes y
fuentes de energia alternativas que podrian sustituir en parte los diversos papeles de proteina in vivo e in vitro y que
ejemplifica las funciones de proteinas en diversos medios de manipulacion sin proteinas (por ejemplo medios de
manipulacion de espermatozoides y oocitos, y medio ICSI) y medios de cultivo de embriones de la presente
invencion que estan sin proteinas de suero donante. Las concentraciones 6ptimas de los componentes mencionados
se utilizaron para formular varios medios de cultivo de embriones. Posteriormente el mejor de estos medios que
mostraba desarrollo embrionario 6ptimo y tasa de eclosién de blastocistos significativamente mayor se identificaron y
se refinaron adicionalmente para permitir el desarrollo de embriones humanos en ausencia de proteinas del suero
afiadidas. Los medios sustancialmente sin proteinas de la invencién son capaces de permitir la fertilizacion de
oocitos humanos con espermatozoides preparados en el mismo medio. Los cigotos resultantes se desarrollaron
posteriormente en el medio sustancialmente sin proteinas para formar embriones humanos de estadio de escision
tempranos viables. La transferencia de estos embriones condujo a embarazos normales y nacimientos vivos.

La presente invencion proporciona por lo tanto con éxito medios Utiles durante los procedimientos de IVF/ART
(recuperacion del 6vulo, preparacion de espermatozoides, inseminacion, fertilizacion, cultivo del embrién resultante y
transferencia del embrién) que superan la necesidad de proteinas afiadidas en un sistema de cultivo.

Descripcion detallada de determinadas formas de rea  lizacion de la invencion

La presente invencién proporciona una serie de soluciones de nutrientes denominadas genéricamente medios de
manipulacioén y cultivo de embriones que estan desprovistos de cualquier proteina o componentes de tipo proteico.
Estos medios son utiles en la fertilizacion de 6vulos humanos y el desarrollo posterior de dvulos fertilizados durante
hasta 2 a 6 dias fuera del cuerpo in vitro. Estas soluciones de nutrientes se denominan “medios de cultivo de
embriones”. Ademas de IVF y ART, otras metodologias y técnicas en las que seria ventajoso usar medios de cultivo
de nutrientes sustancialmente sin proteinas incluyen tecnologia y terapia de células madre, regeneracion
celular/tisular y procedimientos de tratamiento de trasplante. El experto en la materia apreciara cémo adaptar los
medios expuestos en la presente memoria para dichos usos.

Como se describe con mayor detalle a continuacion, el uso de medios sustancialmente sin proteinas de la presente
invenciéon para gametos y embriones humanos aumento la eficacia de IVF y ART. Por ejemplo, la tasa de embarazo
clinico obtenida usando IVF convencional con medios sustancialmente sin proteinas (PFM-11) aumenta a 50% (14
de 28) en todos los grupos de edad y hasta 53,8% (14 de 26) en mujeres por debajo de 40 afios de edad, en
comparaciéon con medios de embriones disponibles en la actualidad que contienen proteinas (33% de embarazos
para todos los grupos de edad combinados, como se cita en Ali, 2004). La tasa de embarazo clinico de ICSI con
medio sustancialmente sin proteinas de la presente invencion aumenta de forma similar a 46,2% (12 de 26) en todos
los grupos de edad y hasta 54,5% (12 de 22) en mujeres por debajo de 40 afios de edad. Esta diferencia es
estadisticamente significativa a favor del presente medio sustancialmente sin proteinas, lo que indica que los medios
sustancialmente sin proteinas de la presente invencion son al menos equivalentes a (y pueden ser superiores a)
medio que contiene proteinas comercial disponible en la actualidad en el mercado. El nimero de bebés nacidos de
embriones generados en los medios PFM-11 por IVF convencional fue de 12 y por ICSI, 12. Los bebés nacidos de
embriones generados en el PFM-11 de la invencion son aparentemente normales, inteligentes, habladores y activos
(segun informes parentales). Estos datos estadisticos se produjeron a partir de una muestra de al menos 24 nifios
de dichos nacimientos.

Como se usa en la presente memoria, se pretende que la expresion “sin proteinas”, “esencialmente sin proteinas” y
“sustancialmente sin proteinas” signifigue que los medios se prepararon usando componentes que no contienen
proteinas (como se describe en mas detalle en la presente memoria) y que no se afiadieron proteinas o
componentes que contuvieran proteinas al medio.

Las formas de realizacion ejemplificativas de la presente invencién incluyen una serie de medios sustancialmente sin
proteinas denominados la serie PFM-11. Esta serie de medios tiene una serie de productos de medios especificos,
concretamente:

1. Medio de lavado sustancialmente sin proteinas

2. Medio de manipulacion de gametos (espermatozoides) sustancialmente sin proteinas
3. Medio de manipulacion de gametos (oocito/embrién) sustancialmente sin proteinas
4. Medio de cultivo de embriones sustancialmente sin proteinas

Estos medios se usan de acuerdo con los métodos expuestos posteriormente, que se pretende que ilustren el uso
de estos medios pero no son limitantes de ningln uso adicional de los medios, entre otros, en métodos de IVF o
ART conocidos por los expertos en la materia. Al desarrollar los medios de la invencién en experimentos como se
exponen en la presente memoria, cada procedimiento se realizé en paralelo usando unos medios que contenian
proteina convencional y PFM ejemplificativos de la invencion.
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Preparacion de espermatozoides humanos

Los pacientes masculinos produjeron semen humano por masturbacion. Los espermatozoides se prepararon por la
técnica de descenso convencional y ocasionalmente con centrifugacion por gradiente de densidad. En el
procedimiento de gradiente de densidad, el sedimento recuperado se lavé dos veces y se resuspendié en medio de
cultivo. Las preparaciones de espermatozoides se prepararon usando medios de ensayo o control segin fuera
apropiado. Especificamente, se prepararon espermatozoides para ICSI o IVF en el medio sustancialmente sin
proteinas (PFM-11) para los experimentos sobre el efecto de la deficiencia proteica en el desarrollo de embriones.
Los espermatozoides recogidos se incubaron en fase gaseosa de CO; a 5% en aire a 37°C hasta su uso.

Estimulacion ovarica y recuperacion de oocitos

Se indujo estimulacién ovarica por inyecciones subcutaneas de agonista de hormona liberadora de gonadotropina
(Buserelin; Suprefact; Hoescht, Fankfurt, Alemania) comenzando en la fase litea media hasta que se consiguio
regulacion negativa o menstruacion. Se considerd que se habia conseguido regulacion negativa cuando el grosor del
endometrio era de 4 mm o menos, y cuando los niveles de estradiol, progesterona y LH en sangre alcanzaron
valores de linea basal. Se administraron inyecciones de hormona foliculo estimulante (FSH; Metrodin; Serono,
Roma, ltalia) durante tres dias para iniciar el reclutamiento de foliculos. A continuacién, se administr6 gonadotropina
menopausica humana (Pergonal 500; Serono, Roma, ltalia) de acuerdo con la respuesta del paciente a la
estimulacion del desarrollo folicular. Se indujo ovulacion mediante una inyeccion de 10.000 Ul de gonadotropina
coriénica humana (hCG; Pregnyl; Organon, Oss, Paises Bajos) después de conseguir un tamafio folicular de 16 mm
0 menos. Se realizd recuperacion del oocito (RO) 36 horas después mediante aspiracién vaginal guiada por
ultrasonido.

Técnicas de inseminacion y cultivo

Fertilizacion in vitro (IVF)

Se inseminaron oocitos individualmente con espermatozoides mdviles en microgotas de medio de cultivo equilibrado
a una concentracién de 100.000/ml en aceite mineral ensayado para embriones y equilibrado (M8410, Sigma
Chemicals, Estados Unidos). Los oocitos inseminados se cultivaron en una atmésfera de CO, a 5% en aire a 37°C.
A la mafiana siguiente los oocitos se denudaron con pipetas de denudacion (Stripper®, MidAtlantic Diagnostics,
Estados Unidos).

Inyeccién de espermatozoide intracitoplasmatica (ICSI)

En un procedimiento alternativo (usado, por ejemplo, para superar la subfertilidad de factor masculino humano), se
realizé ICSI. Los oocitos se prepararon para ICSI mediante exposicion a solucién de hialuronidasa durante 30
segundos (80 Ul/ml; Cat N° 10110010, Medi-Cult A/S, Letsa Parkalle 42,2100 Copenhague, Dinamarca) y después
se transfirieron a Medi-Cult™ equilibrado o medio sustancialmente sin proteinas de la invencion. Los oocitos
humanos se incubaron durante 5-7 minutos en el medio de cultivo en fase gaseosa de CO; a 5% en aire a 37°C y
después se denudaron con una pipeta de denudacion (ART N° 1670, International Medical Products BV, Zutphen,
Paises Bajos). Los oocitos humanos denudados se lavaron y finalmente se incubaron en medio de cultivo durante
30-60 minutos adicionales.

Se usaron pipetas de ICSI disponibles en el mercado para micromanipulacion (Agujas de Inyeccion, Cat N°
130340B; pipeta de Retencién, Cat N° 13030013; Laboratoire CCD, 60 Rue Pierre Chanun, 75008 Paris, Francia o
aguja de Inyeccién, Cat. N° 10-MIC; pipeta de retencién, Cat N° 10-MPH-120; Humagen, Charlottesville, Virginia
22911, Estados Unidos). Se extendié en capa fina una ultramicrogota de 5 pl de PVP (Cat N° 1089001, Medi-Cult
A/S, Dinamarca) en el centro de una placa de petri (Cat N° 1006, Falcon Plastics, Becton Dickinson, Rutherford,
Nueva Jersey, 07070, Estados Unidos). La extension de PVP se rode6 de hasta un maximo de cinco microgotas de
10 pl de medio de IVF tamponado con HEPES (Gamete-1009 Scandinavian IVF Sciences AB, Gothenberg, Suecia).
Las microgotas se estratificaron con aceite mineral ensayado para embriones y equilibrado (M8410, Sigma
Chemicals, Estados Unidos). Se introdujo preparacion de espermatozoides (de 1 a 2 pl) en el centro de la extensién
de PVP. Se realiz6 ICSI de oocitos maduros de forma convencional (por ejemplo, como se expone en Palermo et al,
1992).

Cultivo de ultramicrogotas

Se prepararon ultramicrogotas (UMD; 1,5 a 2 ul para cultivo de 3 a 7 embriones humanos) de medio de cultivo en
placas de 4 pocillos previamente cargadas con aceite mineral equilibrado. Las placas se incubaron en una fase
gaseosa de CO; a 5% en aire a 37°C. El medio se cambi6 diariamente (técnica de UMD) con una pipeta Pasteur
finamente extraida usando medio de cultivo equilibrado en experimentos preliminares pero no se cambié (cUMD; o
UMD continuo) hasta el dia 3 de cultivo en experimentos posteriores.

Determinacion de fertilizaciéon

La fertilizacion se determiné de 18 a 20 horas después de ICSI o IVF, Los oocitos se consideraron fertilizados
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cuando eran visibles dos pronucleos distintos. Los oocitos fertilizados se cultivaron en microgotas o ultramicrogotas
de medio equilibrado en una atmésfera de CO; a 5% en aire a 37°C. La calidad de embriones y escisién se
evaluaron después de 24 horas.

Tasa de detencion de cigotos

Este parametro se utilizé para determinar si el medio de cultivo de acuerdo con la presente invencion provoca
bloqueos del desarrollo en el estadio de una célula. La eficacia del medio puede determinarse usando este ensayo.
Una proporcion mayor de bloqueos de desarrollo en el estadio de una célula sugerira que el medio es deficiente o
menos eficaz.

Determinacion de la calidad de embriones escindidos el dia 2

Se emplearon dos parametros para determinar la calidad embrionaria de embriones de dia 2, concretamente la
puntuacion de blastémero media y la calidad embrionaria media. Estos se determinaron como sigue:

NUmero total de blastbmeros
@ Puntuacioén de blastémero media =

Numero total de embriones

Total de calidades embrionarias
(ii) Calidad embrionaria media =

Numero total de embriones

Puesto que la mayoria de los embriones humanos de dia 2 sanos generalmente alcanzan el estadio de 4 células, se
considerd excelente una puntuacion de blastémero media de 4 y superior (en un intervalo de 2 a 6). Los embriones
se clasificaron de acuerdo con una escala de 1 a 4, en la que el nimero 1 denota poca calidad, y 4, excelente
calidad. Los embriones se clasificaron colectivamente por un minimo de tres (pero preferentemente cuatro)
trabajadores de laboratorio. Ademas, se incluyeron otros dos parametros para establecer diferencias en la tasa de
desarrollo de embriones de estadio de escisién. Estos fueron: (i) la proporcién de embriones en o por encima del
estadio de 4 células y (ii) la proporcidon de embriones que eran de calidad 3 y superior, el dia 2 de cultivo en estudios
humanos.

Formulacion de medios

La formulacién de un medio sustancialmente sin proteinas ejemplificativo de la invencion descrita en la presente
memoria fue la siguiente. Se sabe que la albimina es una fuente de nitrégeno fijado y nutrientes, un antioxidante, y
gue también tiene varios otros papeles incluyendo estabilizacion de membrana. Por lo tanto, el medio
sustancialmente sin proteinas de la invencién sustituyé albimina con otros componentes de medio que realizan,
individualmente o colectivamente, las funciones de la albimina en cultivo. Los componentes de medio de cultivo
embrionario individual usados para estos fines incluyen aminoéacidos (incluyendo pero sin limitacién alanina,
asparagina, aspartato, cistina, glutamato, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, taurina, treonina, triptéfano, tirosina, valina, serina), antioxidantes y quelantes (por ejemplo, EDTA,
glutatiéon reducido, tocoferol), fuentes de energia alternativas (tales como fructosa, glutamina, piruvato sodico),
osmolitos (incluyendo manitol y mioinositol), vitaminas (acido ascorbico, cianocobalamina, acido félico, tocoferol,
etc.) y hierro elemental. La concentracion de componentes individuales que permitieron el mayor desarrollo de
blastocisto se consideré 6ptima. Se formularon tres medios (ART-1, ART-2 y ART-3) en el desarrollo de la presente
invencion. Se han descrito previamente los diversos experimentos realizados para formular el medio sustancialmente
sin proteinas, la serie ART-7 y ART-7b del medio de cultivo ART-1 (Ali, 1997; Ali et al., 2000). En la presente
invencion, se formulé la serie de medios sin proteinas PFM-11 a partir del medio de cultivo ART-3 (Ali, 1997; Ali et
al., 2000).

Las formulaciones finales para los diversos productos de medios de la serie PFM-11 se proporcionan en tablas como
se expone posteriormente. Las concentraciones de HEPES y bicarbonato en estas preparaciones de medios varian,
como se expone en la presente memoria.

El medio sustancialmente sin proteinas de la invencién comprende sales minerales, aminoacidos, antioxidantes,
antibiéticos, componentes de energia y componentes de tampon (HEPES y bicarbonato para incubaciéon en
condiciones complementadas con CO;) que son similares a pero distintos en sus detalles de medios que contienen
proteinas disponibles en el mercado. Los medios sustancialmente sin proteinas de la invencion comprenden
Unicamente una especie macromolecular (metilcelulosa y polimeros relacionados) y opcionalmente un alcohol de
azucar no metabolizado (D-manitol).

La macromolécula que comprende el medio sustancialmente sin proteinas de la invenciéon es metil celulosa de
Formula I:
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en la que cada R es independientemente CH3z 0 H y n esta entre aproximadamente 34 y aproximadamente 43.

En la formula de metilcelulosa anterior, R puede ser H o CHs. El alcance de la sustitucion de metoxi varia entre 27,5
y 31.5% en peso. El grado de sustitucion (D.S., nUmero medio de grupos sustituyentes unidos al anillo de hidroxilo)
es de 1,5-1,9. Este intervalo proporciona solubilidad en agua maxima. La sustitucion de metoxi inferior da como
resultado mayor solubilidad en agua y se prefiere. El codigo “n” designa el nivel de polimerizacién, y éptimamente
corresponde a un peso molecular de 14.000 Dalton en relaciéon con un indice de viscosidad aproximado de 15 cPS
para una solucion a 2% en agua a 20°C (esta disponible en el mercado metilcelulosa que tiene estas
especificaciones de Sigma Chemical Co., St. Louis, MO Estados Unidos; www.sigmaaldrich.corn): este corresponde
a un valor de “n” que esta entre aproximadamente 34 y aproximadamente 43, preferentemente 36 a 39. El intervalo
de este componente en el PFM es de 0,01 a 0,15 g/l y el intervalo mas preferido es de 0,09 a 0,1 g/l. La
concentracion 6ptima es de 0,1 g/l.

La metilcelulosa puede actuar como un antioxidante y osmolito, no es toxica, es resistente a enzimas y no es
permeable en células (Stewart et al., 1995). Ayuda a proteger los gametos y embriones contra lesiones ambientales,
en particular el ataque por radicales libres y cambios de presion osmética. Protege la membrana celular de dafio y
ayuda a mantener la homeostasis. También es un tensioactivo y lubricante. Contribuye a viscosidad aumentada del
medio, de modo que los gametos y embriones no se pegan a los laterales de las placas y dentro de las pipetas y
catéteres. Estos atributos fisicos se proporcionan en ausencia de proteinas del suero que normalmente realizan
estas funciones. Esta sustancia es inerte y segura para aplicacion humana.

La metilcelulosa se ha usado en otras partes en la industria farmacéutica y alimentaria humana durante mas de 25
afos sin ningun efecto secundario en estudios animales o humanos. La FAO/OMS vy directivas de la UE permiten el
consumo de metilcelulosa, y se ha usado como un control negativo en investigacién de cancer ya que se sabe que
no es carcinogénico.

La metilcelulosa también se usa como un espesante y emulsionante en diversos productos cosméticos y
alimentarios, y tiene usos medicinales, tales como para tratamiento de estrefiimiento. Es digerible, no téxica y no
alérgena. Sus usos farmacoldgicos/clinicos son como excipientes y un material de vehiculo. Se usa en colirios, como
un agente de masificacion y laxante, se usa para diarrea en enfermedad funcional del intestino, para controlar el
resultado de ileostomia y como absorbente de sustancias téxicas que provocan diarrea infecciosa. También es un
antioxidante.

Los medios sustancialmente sin proteinas de la invencion también comprenden D-manitol. Este compuesto se
absorbe escasamente y se excreta casi sin cambios en la orina. Como un antioxidante y un osmolito esta sustancia
puede proteger al embrion de efectos ambientales perjudiciales. Puede por lo tanto sustituir adicionalmente
proteinas del suero, en parte, para proteger a los embriones contra condiciones adversas. Es de interés observar
que D-manitol ejerce un efecto positivo en el desarrollo de blastocistos humanos in vitro incluso en presencia de
proteina en el medio.

En el medio sustancialmente sin proteinas ejemplificativo de la presente invencion (PFM-11), D-manitol esta
presente a una concentracion preferida de 2,8 micromolar (la concentracion mas preferida) dentro del intervalo de
0,056 a 6,9 micromolar. El intervalo mas preferido es de 1,4 a 5,5 micromolar, ain mas preferido dentro del intervalo
de 2,5 a 3,0 micromolar. La concentracion mas preferida es aproximadamente 2,7 micromolar. La formula empirica
de D-manitol es CgH140¢ y tiene la formula estructural:
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El D-manitol es un aditivo alimentario, usado en tartas, confiteria y dulces; siendo mas dulce que la sacarosa, se
considera un edulcorante alternativo para diabéticos. Es un osmolito y antioxidante. Se ha usado en altas
concentraciones para tratar ictus agudo durante mas de 30 afios. Se usan concentraciones hipermolares de este
compuesto para tratar dafio cerebral grave y presion intracraneal elevada. Es un diurético y se usa para diéresis en
casos de envenenamiento, o para medir el compartimento de fluido extracelular. También tiene efectos laxantes en
mamiferos incluyendo el hombre. No se han presentado efectos adversos en el hombre como resultado de la
aplicacion clinica de D-manitol como un agente terapéutico. Tampoco es citotdxico y no es mutagénico en varias
especies. El D-manitol se absorbe escasamente y se excreta (Milde, 1965; Widdowson y Dickerson, 1965). La
inclusién de esta sustancia en medio de cultivo aument6 el desarrollo de blastocistos en el raton incluso en
presencia de proteinas del suero, lo que sugiere un papel positivo en el cultivo de embriones como un antioxidante y
osmolito (Ali, observaciones no publicadas). Su uso esta permitido por la FDA y la UE, y FAO/OMS han concluido
gue es seguro para el consumo humano.

En las soluciones y formulaciones de la invencién, D-manitol de Férmula Il esta presente a una concentracion de
aproximadamente 0,05 micromolar a aproximadamente 6,9 micromolar. El intervalo mas preferido es de 1,4 a 5,5
micromolar. La concentracion mas preferida es de aproximadamente 2,8 micromolar.

El experto en la materia apreciara que los papeles de las proteinas del suero son numerosos, y en su ausencia, uno
0 dos componentes por si mismos pueden no proporcionar un sustituto completo de proteinas en el medio. Por lo
tanto, el experto en la materia reconocera que la invenciéon no proporciona Unicamente medio complementado con
metilcelulosa y D-manitol. En su lugar, la invencién proporciona medio que comprende ademas una mezcla compleja
de componentes adicionales, preferentemente en concentraciones éptimas, y la exclusion selectiva de componentes
de medios usados habitualmente que se ha demostrado que son perjudiciales para embriones en cultivo. Algunos de
estos incluyen:

0] Incluir concentraciones Unicas para dos aminoacidos (L-taurina y glutamina) que son los proveedores
principales de nutricion y equilibrio osmético. Estos aminoacidos se proporcionan a concentraciones dentro del
intervalo de 1 mM a 30 mM de L-taurinay 1 mM a 50 mM de L-glutamina, mas preferentemente 10 mM a 30 mM de
L-taurina y 10 mM a 30 mM de L-glutamina y mas preferentemente 20 mM de cada uno de L-taurina y L-glutamina.

(ii) Incluir como fuentes de energia uno cualquiera o una pluralidad de compuestos (incluyendo D-glucosa,
fructosa o piruvato) que es menos probable que provoquen bloqueos del desarrollo en embriones humanos. Las
concentraciones Optimas de fructosa son de aproximadamente 0,5 mM a 6,0 mM de fructosa, siendo una
concentracion mas preferida de aproximadamente 1 mM a 5,6 mM, y una concentracion mas preferida de
aproximadamente 5,1 mM. Las concentraciones 6ptimas de las dos fuentes de energia restantes se proporcionan en
otra parte en la presente memoria.

(iii) Incluir las siguientes concentraciones de ciertos aminoacidos.

Nombre

Intervalo de concentracion éptimo en
PFM (mM)

Intervalo preferido
(mM)

Concentracion mas preferida
(mM)

L-alanina 0,1-10 0,45-0,55 0,5
L-arginina 0,018-0,18 0,072-0,125 0,072
L-cistina.2HCI 0,0025-0,025 0,01-0,02 0,01
L-glutamato 0,01-1,0 0,45-55 0,5
L-glicina 0,1-1,0 0,2-0,3 0,25
L-histidina 0,005-0,05 0,02-0,04 0,02
HCI.H.O

L-isoleucina 0,01-0,1 0,04-0,08 0,04
L-leucina 0,01-0,1 0,04-0,08 0,04
L-lisina HCI 0,0125-0,125 0,05-0,1 0,05
L-metionina 0,0025-0,025 0,01-0,02 0,01
L-fenilalanina 0,005-0,05 0,02-0,04 0,02
L-treonina 0,01-0,1 0,04-0,08 0,04
L-triptéfano 0,00125-0,0125 0,005-0,01 0,005
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L- 0,005-0,05 0,02-0,04 0,02
tirosina.2Na2H20
L-valina 0,01-0,1 0,04-0,08 0,04
(iv) Incluir las siguientes concentraciones de vitaminas solubles en agua.
Nombre Intervalo optimo Intervalo de concentraciéon preferido Concentracion mas preferida
(mM) (mM) (mM)
Cloruro de colina 0,004 - 0,007 0,004-0,005 0,004
D-Biotina 0,0024-0,004 0,0024-0,003 0,0024
Acido félico 0,0014-0,0023 0,0014-0,0016 0,0014
Mioinositol 0,0067-0,011 0,0067- 0,0078 0,0067
Niacinamida 0,005-0,008 0,005-0,0057 0,005
Acido D-pantoténico. % 0,0025 - 0,004 0,0025-0,003 0,0025
Ca
Piridoxina HCI 0,003-0,005 0,003 - 0,0034 0,003
Riboflavina 0,00016-0,00027  0,00016-0,00019 0,00016
Tiamina HCI 0,0018-0,003 0,0018-0,002 0,0018

El intervalo para la vitamina B12 es el siguiente:

Nombre Intervalo de concentraciones 6ptimo en PFM Intervalo preferido Concentracion mas preferida
(pM) (pM) (PM)

Vitamina 443-885 590-738 616

B12

(v) Incluir vitamina E (Vitamina E Tipo 6, Sigma Chemical Co.) a una concentracion de 5 micromolar a 20
micromolar, mas preferentemente 8 micromolar a 12 micromolar, ain mas preferentemente 10 micromolar.

(vi) Excluir L-asparagina, L-aspartato y L-serina que pueden ser perjudiciales para el desarrollo de cigotos y
embriones de estadio de escision temprana.

(vii) Excluir hierro elemental, que puede ser perjudicial para el desarrollo de embriones.

(viii) Incluir glutatién reducido (GSH) a una concentracion de 60 micromolar a 500 micromolar, y mas
preferentemente 250 micromolar a 350 micromolar y ain mas preferentemente 300 micromolar.

Otros compuestos

Concentracion en solucién final

Descripcion Intervalo Intervalo preferido Concentracién mas preferida
D-glucosa 0,75-1,0 0,75-0,90 0,78 g/l

Cloruro sodico 6,12-6,95 6,12-6,19 6,171 g/l

Cloruro potasico 0,35-0,4 0,35-0,36 0,355 g/l

Cloruro célcico 0,23-0,27 0,23-0,24 0,235 g/l

Sulfato de magnesio 0,086-0,098 0,086-0,087 0,087 g/l

10
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Dihidrégeno fosfato sédico  0,107-0,122 0,107-0,109 0,108 g/l
EDTA, Sédico 0,0416-0,043 0,0416-0,042 0,0418 g/l
Bicarbonato sddico* 2,2 2,2 2,2g/l
Lactato sddico, jarabe a 60 % 1,9 1,9 1,9 ml/l
Rojo fenol 0,011 0,011 0,011 g/l

*Bicarbonato sédico

En medio de fertilizacion y cultivo 2,29/l (26,2 mM) 2,29/l (26,2 mM) 2,2 g/l (26,2 mM)
En medio de manipulacién de gametos 2,2g/l (26,2 mM) 2,2 g/l (26,2 mM) 2,29/l (26,2 mM)
En medio de lavado 2,29/l (26,2 mM) 2,29/ (26,2 mM) 2,2 g/l (26,2 mM)
* HEPES

En medios de fertilizacion y cultivo de embriones 0 mM

En medios de manipulaciéon de gametos 15 mM

En medio de lavado 25 mM

La serie de medios PFM-11 expuesta en la presente memoria difiere de medios de cultivo de embriones
convencionales en al menos los siguientes aspectos:

1. Ausencia de adicién de proteinas del suero donante a los medios — esto elimina el potencial de transmision de
enfermedades, haciendo la serie de medios PFM-11 de acuerdo con la presente invencion no peligrosa.

2. La presencia de metilcelulosa y D-manitol.

3. Alteraciones en la composicién de los medios con respecto a especie y concentraciones de aminoécidos,
antioxidantes, vitaminas, fuentes de energia y sales minerales, todas optimizadas para cultivo embrionario.

Entre las ventajas de los medios de la invencién estan los riesgos reducidos a pacientes/trabajadores de
atencion sanitaria. El medio sustancialmente sin proteinas de la invencién también es ventajoso porque reduce
los riesgos para pacientes, sus bebés y trabajadores de la atencién sanitaria expuestos a los medios. Aunque
permanecen ciertos riesgos, estos son menores en comparacion con los riesgos infecciosos evitados usando los
medios sustancialmente sin proteinas de la invencién. Estos riesgos incluyen alergias a los componentes
usados. La probabilidad de que esto suceda es muy baja debido a que los ingredientes excepto para antibidticos
son principalmente inertes y no reactivos. Todos los ingredientes estan en concentraciones minimas que
probablemente no induzcan una respuesta alérgica.

Ensayo clinico

Se aprobd un ensayo clinico para transferencia de embriones generados en las formulaciones finales de la serie de
medios PFM-11. El ensayo clinico también investigo la diferencia de eficacia de la serie de medios PFM-11 cuando
se realiz6 fertilizacion por IVF e ICSI convencional.

Andlisis estadistico

Se realizaron comparaciones estadisticas con el ensayo de t de 2 muestras o tablas de dos por dos. Un valor de
p<0,05 0 menos se considerd estadisticamente significativo.

Resultados

Caracteristicas de cultivo de oocitos humanos herma nos cuando se inseminan por IVF convencional en
medio sin proteinas PFM-11 y medio de cultivo de emb  riones MediCult™

La tasa de fertilizacion de oocitos hermanos después de IVF convencional fue similar en el MediCult™ de control y el
medio PFM-11 (Tabla A). Se detuvo una mayor proporcion de cigotos en el medio de control MediCult™ (8,1%) en
comparacion con el PFM (2,2%) pero esto no fue estadisticamente significativo. La calidad de embriones hermanos
cIVF humanos de dia 2 escindidos generados en el PFM-11 en cultivo de ultramicrogota fue significativamente
superior con respecto al nimero y calidad de blastémeros en comparacion con los generados en el medio de control.
En el medio PFM-11 el nimero de blastémeros medio fue de 3,4 y la calidad embrionaria media fue de 3,1 (n=116).
En el medio de control (MediCult™) el nimero de blastémeros medio fue similar (p=0,865) a 3,4 y la calidad
embrionaria media fue significativamente menor (p=0,001) a 2,7 (n=118). La proporcion de embriones que habian
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alcanzado el estadio =4 fue similar en ambos grupos pero la proporcion de embriones que estaban por encima de
calidad =3 fue significativamente mayor en el grupo de PFM-11 sin proteinas.

Tabla A: Calidad de embriones hermanos humanos de dia 2 generados por IVF convencional en medio PFM-11 sin
proteinas

Medio % de % de detencion en Media del nimero ~ Media de % de % de
fertilidad estadio de una célula  de Blastos (ISD) Calidad (ISD) células =4 calidad =3

PFM-11 85,3 2,2 3.4 3,1 58,4 74,3

(- proteina) (116/136) (1,0) (0,9)

MediCult™ 79,2 8,1 3.4 2,7 56,2 58,1

(+ proteina)  (118/149) (2,0) 0,8

Significacién p=0,235 p=0,052 P=0,865 p=0001 p=0,847 p=0,017

[Calidad de embrién: 4=excelente; 3=buena; 2= regular, 1=escasa]; Embriones de controles generados por ICSI o
IVF; Blasto = blastomero; Hallazgo: Medio de ensayo superior al control

Caracteristicas de cultivo de oocitos humanos herma nos cuando se inseminan por IVF convencional en
medio PFM-11 sin proteinas y medio de cultivo embrio  nario MediCult™

La tasa de fertilizacion de oocitos hermanos después de ICSI fue estadisticamente superior en el medio PFM-11 sin
proteinas en comparacién con el MediCult™ de control (77,8% frente a 69,4 %, p=0,043 Tabla B). La detencién del
desarrollo en el estadio del cigoto fue menor en el medio PFM-11 en comparacion con el medio MediCult™ pero esta
diferencia no fue estadisticamente significativa (2,8 frente a 6,3% respectivamente, p=0,088). La calidad de
embriones hermanos de ICSI humanos de dia 2 escindidos generados en el medio PFM-11 cultivados en
ultramicrogotas fue significativamente superior con respecto a puntuacion de blastomero en comparacién con los
generados en el medio de control (3,8 frente a 3,3 respectivamente, p=0,001). La calidad embrionaria media de los
embriones generados en el medio PFM-11 fue similar a la de embriones generados en el medio de control (2,9
frente a 2,8, p=0,080). La proporcién de embriones que habian alcanzado el estadio =4 fue similar en ambos grupos
pero la proporcién de embriones que estaban por encima de calidad =3 fue significativamente superior en el grupo
sin proteinas de PFM-11.

Tabla B: Calidad de embriones hermanos humanos de dia 2 generados por ICSI en medio PFM-11 sin proteinas

Medio % de % de detencion en Media del nimero  Media de % de % de
fertilidad estadio de una célula  de Blastos (ISD) Calidad (ISD) células>4 calidad =3

PFM-11 77,8 2,8 3,8 29 71,4 63,5

(- proteina)  (196/252) 1,2) 0,7)

MediCult™ 69,4 6,3 3,3 2,8 54,8 58,6

(+ proteina)  (175/252) (1,1) (0,8)

Significacion p=0,043 p=0,088 p=0,001 p=0,080 p=0,002 p=0,413

(Calidad embrionaria: 4=excelente; 3=buena; 2= regular, 1=escasa); Blasto = blastomero; Embriones de control
generados por ICSI/IVF; Hallazgos: Medio de ensayo superior al control

Ensayo clinico

La tasa de embarazo clinico de IVF convencional con medio PFM-11 sustancialmente sin proteinas aumenta a 50%
(14 de 28) en todos los grupos de edad y hasta 53,8% (14 de 26) en mujeres por debajo de 40 afios de edad; en
comparacién con medios embrionarios disponibles actualmente que contienen proteinas (33% de embarazos para
todos los grupos de edad combinados; citado de Ali, 2004). La tasa de embarazo clinico de ICSI con medio PFM-11
sustancialmente sin proteinas aumenta de forma similar a 46,2% (12 de 26) en todos los grupos de edad y hasta
54,5% (12 de 22) en mujeres por debajo de 40 afios de edad. Esta diferencia es estadisticamente significativa a
favor del presente medio PFM-11 sustancialmente sin proteinas, lo que indica que el medio sustancialmente sin
proteinas de la presente invencion es al menos equivalente a (y puede ser superior a) medio que contiene proteina
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comercial disponible en la actualidad actualmente disponible en el mercado. El nimero de bebés nacidos de
embriones generados en los medios PFM-11 por IVF convencional fue de 12 bebés (30,8%, es decir 8 de las 26
mujeres tratadas dieron a luz; o0 61,5%, 8 de 13 de las mujeres embarazadas dieron a luz; un embarazo se perdié en
el seguimiento) y por ICSI, también 12 bebés (36%, es decir 8 de 22 mujeres tratadas dieron a luz 0 66,7% (8 de 12)
de las mujeres embarazas dieron a luz). Los bebés nacidos de embriones generados en el PFM-11 de la invencién
son aparentemente normales, inteligentes, habladores y activos (segin informes parentales). Estos datos
estadisticos se produjeron a partir de una muestra de al menos 24 nifios de dichos nacimientos.

Importancia de los resultados

La disponibilidad de un medio definido quimicamente para generar embriones de estadio de escision temprano
viables mejora la seguridad de los pacientes que se someten a tratamiento de reproduccion asistida (ART) debido a
que, entre otros, puede eliminarse proteinas donantes potencialmente peligrosas del medio. Esta es una
preocupacioén particular con respecto a la transmision de enfermedades patdgenas, en particular enfermedades
virales, tales como sindrome de inmunodeficiencia adquirida humana (SIDA) y hepatitis, o enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob (CJD) transmitida por priones, u otros en productos derivados de sangre que ha conducido a
varios embriélogos en todo el mundo a buscar (sin éxito) una alternativa o alternativas a proteinas donantes para
sus procedimientos de manipulacién y cultivo de embriones. El peligro es ciertamente real: en el pasado se produjo
una epidemia de hepatitis B en aproximadamente 200 pacientes de IVF que recibieron embriones cultivados en
medio que contenia suero agrupado contaminado con virus de hepatitis B (van Os et al., 1991). Mas recientemente
la comunidad cientifica se enfrenté al dilema de tener que informar a sus pacientes de que una preparacion
comercial de un medio de cultivo usado para cultivo y manipulacién de embriones puede estar contaminado con
albumina donada por una persona que después murié de CJD (Kemmann, 1998).

Ademas de patégenos y priones, el suero o las proteinas derivadas de suero tales como albdmina pueden contener
factores embriotéxicos, como en pacientes con endometriosis, aborto recurrente y los que padecen de infertilidad
inexplicada (Miller et al., 1995). Se ha mostrado que estos factores embriotdxicos, la naturaleza de los cuales ain
debe dilucidarse, son perjudiciales para embriones in vitro (Miller et al., 1995; Fein et al., 1995). Ademas, el uso de
suero o albumina plantea el problema de la reproducibilidad, debido a que la variacién entre lotes en suero o
albumina esta bien reconocida. Una incapacidad para controlar la calidad de diferentes lotes de sueros puede
afectar a la calidad de los embriones generados. Los problemas asociados con embriotoxicidad y/o no
reproducibilidad de la calidad de las proteinas de suero se evitan, por supuesto, cuando se usa medio definido
guimicamente en lugar de medio de cultivo que contiene proteinas donantes.

La calidad de los embriones generados en el medio de cultivo PFM-11 en condiciones de cultivo de ultramicrogotas
fue similar a o algo mejor que los generados en el medio de control que contiene proteinas cuando se realiza en
condiciones de cultivo similares. Resulta mas importante que la tasa de fertilizacion, la tasa de detencion de cigotos
y la calidad de los embriones generados en el nuevo medio sustancialmente sin proteinas PFM-11 no es inferior a la
observada en el medio de control que contiene proteinas para ninguno de los parametros ensayados. Por otro lado
se ha demostrado que el medio de control es inferior en algunos de los pardmetros ensayados. El ensayo clinico
mostré que el medio PFM-11 es tan eficaz o mejor que el medio de cultivo de embriones de control que contiene
proteinas para embriones de dia 2. Ademas es completamente seguro ya que esta desprovisto de proteinas
donantes peligrosas de origen biolégico.

Se ha mostrado previamente que la calidad mejorada de embriones generados en microgotas se debe a efectos
autocrinos y paracrinos de ciertos factores de crecimiento liberados por el embrién al medio (Paria y Dey, 1990;
Paria et al., 1991; Canesco et al, 1992). De hecho, se descubri6 que la adicion de hIFG-1 al medio de cultivo
potenciaba el desarrollo preimplantacion humano, en particular, se mejoré significativamente la formacién de
blastocistos (Lighten et al., 1998). Recientemente se ha indicado que el cultivo comunal de embriones humanos da
como resultado unas mayor implantacion y tasa de embarazo en reproduccién asistida humana (Almagor et al.,
1996). El efecto de los factores de crecimiento en el desarrollo preimplantacion se ha revisado exhaustivamente por
Kane et al. (1997). Las pruebas de estudios previos sobre el efecto de factor de crecimiento indican una falta de
patron de crecimiento claro en el desarrollo embrionario in vitro. Los factores de crecimiento autocrinos pueden ser
esenciales para el desarrollo de embriones en condiciones de cultivo con tensidn. Los factores de crecimiento que
pueden mostrar efectos positivos en el desarrollo preimplantacion embrionario incluyen CSF-1; IGF-1; IGF-11; TGF-
a, y posiblemente LIF.

Se descubrié que se producia fertilizacion en oocitos humanos en PFM-11 con espermatozoides preparados en un
PFM-11. La capacitacion no se vio afectada. Se ha mostrado en la presente memoria que PFM-11 es eficaz en la
promocion de la fertilizacion en ausencia de proteinas del suero en el medio. La alta tasa de fertilizacién durante IVF
convencional usando PFM-11 indicé que la ausencia de proteina en el medio no alteraba la capacitacion de los
espermatozoides, fertilizacién y desarrollo embrionario in vitro y posterior viabilidad en el Gtero. A pesar de una
deficiencia de proteinas en el medio, se produjo capacitacion del espermatozoide, penetracion del espermatozoide
en el oocito y fertilizacion.

Las tasas de embarazo clinico, parto y aborto fueron significativamente mejores en el grupo de ensayo (usando
medios sustancialmente sin proteinas de la invencién) en comparacion con el control (usando medio que contenia
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proteinas convencional). Ademas, la proporcién de mujeres embarazadas en el grupo de ensayo que dieron a luz
fue similar a la media mundial presentada para transferencia de embrion de estadio de escisién (DeMouzon y
Lancaster, 1997).

Los resultados de los experimentos descritos en la presente memoria revelaron que: (i) la penetracion de
espermatozoides en los oocitos durante IVF convencional, interaccién de gametos y posterior fertilizacion en el ser
humano después de IVF o ICSI convencional no resultaron alteradas usando unos medios sustancialmente sin
proteinas PFM-11 de la invencién, (ii) los embriones de estadio de escisidon temprana resultantes fueron viables y
capaces de inducir embarazos clinicos, (iii) la calidad de los embriones del estadio de escision temprana generados
en el PFM-11 fue en general similar o algo superior a los generados en medio de control que contenia proteinas del
suero.

Las medidas de purificacion y esterilizacion rigurosas empleadas para preparaciones de origen animal no pueden
excluir con absoluta certeza la posibilidad de transmision de patégenos desconocidos (Truyen et al., 1995). Con la
formulacion de medios sustancialmente sin proteinas y la sustitucion de hialuronidasa con una hialuronidasa
recombinante tal como Cumulase®, ahora es posible realizar los procedimientos de reproduccion asistida por
laboratorio completos sin riesgo aparente de transmision de enfermedad a pacientes de IVF.

En conclusién, se demostré que el medio PFM-11 sustancialmente sin proteinas de la presente invencién era eficaz,
no resultando comprometida la penetracion en el oocito durante IVF convencional y la fertilizacion después de ICSI o
IVF convencional. Los embarazos tampoco resultaron comprometidos cuando se transfirieron embriones generados
en el PFM, con una tasa de embarazo clinico de mas del 50% en mujeres de 39 afios y menos. En general el medio
PFM-11 fue igualmente eficaz si no superior al medio que contenia proteinas del suero en la generacion de
embriones humanos viables. El uso rutinario de PFM en procedimientos de concepcion asistida humana puede
eliminar el riesgo potencial de transmisién de enfermedades a través de patégenos unidos a proteinas o priones
peligrosos. Este estudio mostrdé que es posible generar embriones humanos viables en un medio desprovisto de
proteina afiadida en un sistema de cultivo sin células.

Preparacion de PFM-11 de la invencion

Solucién madre 1 de solucién salina basal (BSS):

La preparacion de solucion madre de sales basales (Solucion Salina Basal — BSS) para usar es una formulacion final
de medio de Cultivo PFM, medio de manipulacién de Gametos y medio de Lavado.

Componente de materia prima Cantidad (g/l)
1. |Cloruro célcico * 2 H,O 2,65 (23,8 mM)
2. |Sulfato de magnesio (anhid.) 0,9767 (8,1 mM)
3. |Cloruro potésico 4,0 (53,7 mM)
4. |Cloruro sédico 69,53 (1,2 M)
5. |Fosfato s6dico monobasico (anhid.) 1,22 (10 mM)
6. |D-glucosa 10,517 (58,4 mM)
7. |Rojo fenol 0,11 (0,31 mM)
8. |WFI (Agua para inyeccion ) 950 ml

Procedimiento de preparacion:

1. Aclarar el recipiente de mezcla con WFI (Agua para inyeccién, resistividad de 18,2 MegaOhmios) antes de la
preparacion de solucién madre.

2. Afadir el componente 1 a 1000 ml de agua WFI ya que es extremadamente hidroscoépico.

3. Afiadir los componentes 2-7 en orden, mezclando continuamente y componiendo el volumen final hasta 1000 ml
usando WFI.
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4. La filtracién estéril debe llevarse a cabo inmediatamente después de que todos los solutos se hayan disuelto
completamente. No filtrar si sigue habiendo solutos. Pueden usarse filtros de 0,1 micrometros pero evitar presion
excesiva cuando se filtre. La solucién madre 1 puede prefiltrarse con filtro de 0,2 micrémetros seguido de filtro de 0,1
micrometros.

5. No deberia haber precipitado o turbidez después de la filtracion.

6. Llenar recipientes de volumen adecuado, por ejemplo frascos.

7. Tapar los frascos (preferentemente frascos con sello a prueba de manipulacion).
8. Almacenar en oscuridad entre 2 y 6 grados Celsius.

Almacenamiento y periodo de caducidad.

La solucion madre de solucion salina basal (BSS) fue estable durante dos meses cuando se almacené entre 2y 6
grados Celsius. Comprobar siempre la solucion madre de BSS almacenada cuidadosamente con respecto a
precipitados o turbidez antes de su uso. Descartar si aparecen precipitados o la solucién ha devenido turbia durante
el almacenamiento.

Volumenes de inclusion de solucion madre de BSS 1 ene | producto final:

Cuando el bicarbonato sédico es el componente de tampén predominantemente activo en la formulacion (productos
de medio de cultivo), deben estar presentes 70 miI** de BSS en cada 1000 ml de formulacion final preparada.

Cuando HEPES es el componente de tampén predominantemente activo en la formulacién (productos de medio de
lavado/espermatozoide), se afiaden 50 ml de BSS por cada 1000 ml de formulacién final preparada.

Ajustar la osmolalidad del medio final con BSS o agua WFI para aumentar o reducir (respectivamente) la
osmolalidad del medio:

Si la osmolalidad del medio final es de 285 mOsmoles cuando el volumen final es menor de 1000 ml (es decir
después de afiadir BSS, BAAS y BVS); entonces diluir por separado una cantidad pequefia de BSS con WFI. Usar
un volumen de BSS con 9 volimenes de agua WFI para proporcionar una BSS de trabajo (WBSS). Ajustar la
osmolalidad de WBSS a 285 mOsmoles. Componer el volumen final de medio final hasta 1000 ml con WBSS
ajustada.

Para la composicién de formulacion final de todas las soluciones madre — véase instrucciones de solucién madre 4.

Solucién madre 2 de solucién de aminoéacidos basal (BAAS):

Este protocolo se usé para preparar 1 litro de solucion madre de aminoéacidos basales en solucién (solucion de
Aminoéacidos Basales 5 — BAAS) para inclusiéon en formulaciones finales de medio de Cultivo PFM, medio de
Manipulacién de Gametos y medio de Lavado.

Reactivos

Componente de materia prima Cantidad (g/l)
1. [L-arginina HCI 1,26 (6,0 mM)
2. |L-cistina (L cistina.2HCI)* 0,313 (1,0 mM)
3. |L-histidina HCI.H20 0,42 (2,0 mM)
4. |[L-isoleucina 0,52 (4,0 mM)
5. |L-leucina 0,52 (4,0 mM)
6. |L-lisina.HCI 0,752 (4,1 mM)
7. |L-metionina 0,15 (1,0mM)
8. |L-fenilalanina 0,32 (1,9mM)
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9. |L-treonina 0,48 (4,0 mM)

10. |L-triptéfano 0,1 (0,49 mM)

11.|L-tirosina (L-tirosina.2Na 2H,0)* (0,519 (2,0 mM)

12.|L-valina 0,46 (3,9 mM)

13.|WFI (Agua para inyeccion) 1000 ml

Instrucciones para preparacion de BAAS de solucion m adre 2
1. Aclarar los recipientes de mezcla con WFI (Agua para inyeccion, resistividad de 18,2 MegaOhmios)
2. Disolver los componentes 1, 2 y 4-11 en 400 ml de WFI.

Se requiere cumplimiento de las recomendaciones de almacenamiento del proveedor ya que pueden experimentarse
dificultades con la solubilidad con condiciones menos que 6ptimas. Si se produce un precipitado descartar y
comenzar de nuevo usando 25 ml de NaOH 0,11 N y 275 ml de WFI. El hidroxido sodico se usa solamente como
Ultima opcion.

3. L-histidina HCI-H,O y L-valina puede ser dificil de disolver y en dichas circunstancias puede conseguirse
solubilidad usando HCI 1 N. Los componentes 3 y 12 deberian disolverse en sus propios volimenes de 300 ml por
separado de WFI. Usar solamente el volumen mas pequefio posible de HCI 1 N para conseguir solubilizacién. La
cantidad maxima de HCI 1 N (ensayado para embriones) que deberia usarse es de 25 ml en 300 ml de WFI. Evitar
calentar el agua, alcalis y acidos por encima de 37 grados Celsius para disolver todos los componentes.

4. Una vez que los componentes 3 y 12 estdn completamente disueltos, componer el volumen final de 1000 ml
afiadiendo gradualmente por etapas, una parte de 200 ml de los aminoacidos solubles en agua realizados en la
etapa 2 a:

(a) 300 ml de solucién de L-histidina HCI.H>O proporcionando 500 ml en volumen total.
(b) 300 ml de solucién de L-valina proporcionando 500 ml en volumen total.

5. Combinar ambos volimenes de 500 ml, gradualmente por etapas con mezclado constante para evitar la
precipitacion.

6. Esterilizar por filtracion la solucion con filtro de 0,2 micrémetros inmediatamente.
7. Llenar recipientes de volumen adecuado (por ejemplo, frascos).

8. Tapar los frascos (preferentemente frascos con sello a prueba de manipulacion).
9. Almacenar en oscuridad entre 2-6 grados Celsius.

Almacenamiento y periodo de caducidad.

La solucion madre de soluciéon de aminoacidos basal (BAAS) se mantendra durante dos meses cuando se almacene
entre 2 y 6 grados Celsius. Comprobar siempre la solucion madre de BAAS almacenada cuidadosamente con
respecto a precipitados o turbidez antes de su uso. Descartar si aparecen precipitados o turbidez durante el
almacenamiento.

Volumenes de inclusién de solucién madre de BAAS en e | producto final:

Deberian usarse 10 ml de solucién madre de BAA por cada 1000 ml en la preparacion de todas las formulaciones
finales.

Se usaron L-Tirosina.2Na 2H,0 y L-Cistina-2HCI debido a que no estaban disponibles en el mercado L-Tirosina y L-
Cistina en forma libre.

Solucién madre 3 de solucién de vitamina basal (BVS).

El protocolo de acuerdo con este ejemplo prepara una solucion madre de 1 litro de vitaminas basales en solucion
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(Solucion de Vitamina Basal — BVS) para inclusién en formulaciones finales de medio de cultivo de PFM, medio de
manipulaciéon de gametos y medio de lavado.

Reactivos

Componente de materia prima Cantidad (g/l)
1. |[Cloruro de colina 0,1 (0,7 mM)
2. |D-biotina 0,1 (0,4 mM)
3. [Mioinositol 0,2 (1,1 mM)
4. |Niacinamida 0,1 (0,82 mM)
5. |Acido D-pantoténico 0,1 (0,46 mM)
6. |Piridoxina HCI 0,1 (0,49 mM)
7. |Riboflavina 0,01 (26,5 MM)
8. [Tiamina HCI 0,1 (0,33 mM)
9. |[Acido félico 0,1 (023 mM)
10. |WFI (Agua para inyeccion) 1000 mi

Instrucciones para preparacion de solucion madre 3 (BVS)

1. Disolver los componentes 1-7 en 800 ml de agua (Agua para inyeccion, resistividad de 18,2 MegaOhmios). Si no
se disolviera ningun componente, pueden usarse cantidades pequefias de NaOH 0,1 N o 1 N para conseguir la
solvatacion como una Ultima opcion.

2. Disolver el componente 8 en 2,5 ml de NaOH 0,1 N y afadir cuidadosamente por etapas, con mezclado constante
a 800 ml que contiene componentes 1-7.

3. Componer el volumen hasta 1000 ml usando agua WFI con mezclado constante y esterilizar por filtracion
inmediatamente con filtro de 0,2 micrémetros en recipientes adecuados (por ejemplo, frascos Nalgene de 60 ml,
frascos a prueba de manipulacion).

4. Tapar los frascos.
5. Almacenar en oscuridad a -20 grados Celsius.
Almacenamiento y periodo de caducidad.

La soluciéon madre de solucion de vitamina basal (BVS) puede almacenarse durante dos meses cuando se almacena
a -20 grados Celsius en alicuotas de 60 ml. Comprobar siempre la solucién madre de BVS 3 descongelada
cuidadosamente con respecto a precipitados o turbidez antes de su uso. Descartar si aparecen precipitados o la
solucion descongelada parece turbia.

Volumenes de inclusién de solucién madre de BVS en el producto final:

Deberian usarse 6,0 ml de solucion madre BVS por cada 1000 ml en la preparacién de todas la formulaciones
finales preparadas — véase solucion madre 4.

Solucién madre 4 y combinaciones de formulacién finales

La preparacion de la solucion madre 4 permite la adicion final de los compuestos quimicos Unicos en esta
formulacién y la adicion de volumenes especificos tomados de solucién salina basal madre 1 (BSS), solucion de
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aminoacidos basal madre 2 (BAAS) y solucién de vitamina basal madre 3 (BVS). El protocolo describe la adicion de
tampones y antibiéticos que son especificos para la formulaciéon de medios que se preparan, es decir medios de
cultivo, manipulacion de gametos y lavado.

El siguiente protocolo prepara 1 litro de formulacion final de medio de cultivo, manipulacién de gametos o medio de
lavado. Pueden prepararse lotes mayores aumentando de forma apropiada las cantidades.

Reactivos

Componente de materia prima|Cantidad (g/l)

1.|Piruvato sddico 0,02975 (0,27 mM)
2.|Fructosa 0,92125 (5,1 mM)

3.|Glicina 0,01875 (0,25 mM)
4.|Glutatiéon (Reducido) 0,09225 (0,30 mM)

D-manitol

0,0911 (0,5 mM)

EDTA (sddico tetra)

0,04175 (0,10 mM)

7.|L-alanina 0,04455 (0,5 mM)
Componente de Cantidad (g/l)
materia prima
8. |L-taurina 1,251 (1,0 mM) 20 mM
9. |Acido L-glutamico 0,0735 (0,39 mM)
monosodico
10.|Sal sédica de acido 1,9 ml por litro
lactico
11.|Vitamina B-12 100 pi/l
12.|Vitamina E Tipo 6 333 pl/l
13.|Solucién madre 1 BSS |70 ml
14.|Solucion madre 2 10 ml
BAAS
15.|Solucién madre 3 BVS |6 ml
Cantidad g/l de medio |Cantidad g/l de Medio de Cantidad g/l de medio
de Cultivo manipulacion de Gametos de Lavado
16.|Sulfato de gentamicina (1,5 4 (espermatozoide) 1,5 (oocito) 15
17.|Penicilina G 75 0 (espermatozoide) 75 (oocito) 75
18.[L-glutamina 1,461 (20mM) 1,461 (20 mM) 1,461 (20 mM)
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19.[Bicarbonato sddico 2,2 (26,2 mM) 2,2 (26,2 mM) 2,2 (26,2 mM)

20.|HEPES 0,0 3,5745 (15 mM) 5,9575(25 mM)

21.|Metil celulosa 0,1 0,1 0,1

22.|WFI (Agua para 1000 ml 1000 ml 1000 mi
inyeccion)

Instrucciones para preparacion de solucion madre 4 y combinacion de formulacién final.

1. Aclarar el recipiente de mezclado con WFI (Agua para inyeccion, resistividad de 18,2 MegaOhmios).

2. Disolver los componentes 1-11 en 700 ml de WFI mezclando continuamente mientras se realizan las adiciones.
3. Afadir los componentes 12-15 y componer hasta 900 ml con WFI y continuar mezclando.

4. Afiadir los componentes 16-21 dependiendo de la preparacion del tipo de formulacion basico es decir medio de
cultivo PFM, medio de manipulacion de medios de Gametos PFM y medio de Lavado PFM.

5. Ajustar la osmolalidad de los tres medios y esterilizar por filtrado por separado usando filtros de tamafio de poro
de 0,2 micrémetros, también puede usarse filtro de 0,1 micrémetros pero evitar usar presion. No usar filtro de 0,1
micrémetros si se requiere alta presion para filtrar la solucion.

6. Esterilizar por filtracion inmediatamente en el envasado final (frascos Nalgene):
Se llenan frascos de 60 ml con medio de cultivo PFM
Se llenan frascos de 60 ml con medio de manipulacion de gametos PFM
Se llenan frascos de 125 ml con medio de lavado PFM.

(Los frascos usados son preferentemente frascos a prueba de manipulacion)

7. Tapar frascos

8. Etiquetar frascos

9. Almacenar en oscuridad a entre 2 y 6 grados Celsius.

Nota para solucién madre 4 y combinacién de formula cion final.

Comprobar la osmolalidad. Si la osmolalidad es alta, ajustar entonces a 285 mOsmoles afiadiendo agua pura WFI.
La cantidad para afiadir se calcula como sigue:

[Osmolalidad del medio — osmolalidad deseada (es decir, 285)/Osmolalidad del medio] x volumen del medio.

Ejemplo: Si la osmolalidad del medio es de 300 y el volumen del medio es 900 ml como anteriormente, entonces se
calcula como se muestra a continuacion:

[300 - 285/300] x 900 = 15/300 x 900 = 45

Por lo tanto si se afladen 45 ml de agua al medio y después se mide la osmolalidad de nuevo, teéricamente deberia
tenerse una osmolalidad de aproximadamente 285 mas/menos 2 o 3 unidades. Tener mucho cuidado de no afiadir
demasiada agua debido a que los ingredientes importantes en el medio se diluiran y afectaran a la eficacia del
medio, incluso si se recupera la osmolalidad del medio afiadiendo mas solucion BSS madre 1.

Sin embargo, si la osmolalidad es menor de 285 mOsmoles, afiadir BSS madre 1 solamente al medio, aumenta
aproximadamente 2 a 3 mOsmoles por ml de solucién madre 1 BSS pero esto no siempre puede ser predecible. Ser
por lo tanto muy cuidadoso de no afiadir demasiada. Afiadir un poco cada vez y medir la osmolalidad.
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REIVINDICACIONES

1. Medio de cultivo celular sustancialmente sin proteinas para células reproductoras humanas, adecuado para su
utilizacién durante el tratamiento in vitro de células reproductoras humanas para su utilizacién en fertilizacion in vitro
y otras tecnologias de reproduccién asistida, que comprende sales minerales, aminoacidos, antioxidantes, vitaminas,
nutrientes, antibiéticos, D-manitol y metilcelulosa que presenta un peso molecular de 14.000 Daltons.

2. Medio sustancialmente sin proteinas segun la reivindicacion 1, en el que dicha metilcelulosa esta caracterizada de
manera que una solucion al 2% presente una viscosidad de 15 centipoises a 25°C.

3. Medio sustancialmente sin proteinas segun la reivindicacion 1, en el que dicha metilcelulosa es de férmula I:

O-R

en la que cada R es independientemente H o CH3 y n es un nimero entero que presenta un valor de 34 a 43 y en
la que la sustitucién de metoxi es de 27,5% a 31,5% en peso.

4. Medio sustancialmente sin proteinas segun la reivindicacion 3, en el que el nUmero medio de sustituyentes de CHs
unidos a cada resto de azlcar del compuesto de formula | es de 1,5a 1,9.

5. Medio sustancialmente sin proteinas segin la reivindicacion 1, 2, 3 0 4 en el que dicha metilcelulosa esta presente
en la solucién a una concentracién de 0,01 g/l (0,71 micromolar) a 0,5 g/l (0,036 mM).

6. Medio sustancialmente sin proteinas segun la reivindicacién 1, 2, 3 o 4, en el que los aminoacidos son L-arginina,
L-cistina, L-histidina, L-isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-metionina, L-fenilalanina, L-treonina, L-triptéfano, L-tirosina,
L-valina, L-alanina, L-taurina, L-acido glutamico, L-glutamina o glicina o cualquier combinacién de los mismos.

7. Medio sustancialmente sin proteinas segun la reivindicacion 1, 2, 3 0 4 en el que las sales minerales que
comprenden el medio son cloruro calcico, sulfato de magnesio, cloruro potasico, cloruro sédico y fosfato sédico.

8. Medio sustancialmente sin proteinas segun la reivindicacién 1, 2, 3 o 4, en el que las vitaminas que comprenden
el medio son cloruro de colina, mioinositol, niacinamida, acido D-pantoténico, piridoxina HCI, riboflavina, tiamina HCI,
acido félico, vitamina B12, vitamina E o cualquier combinacién de los mismos.

9. Medio sustancialmente sin proteinas segun la reivindicacion 1, 2, 3 o0 4, en el que los nutrientes que comprenden
el medio son D-glucosa, piruvato, fructosa, acido lactico o cualquier combinacién de los mismos.

10. Medio sustancialmente sin proteinas segun la reivindicacion 1, 2, 3 0 4, en el que el antioxidante en la solucion
es el glutation.

11. Medio sustancialmente sin proteinas segun la reivindicacién 1, 2, 3 0 4, que comprende ademas EDTA.
12. Medio sustancialmente sin proteinas segun la reivindicacion 1, 2, 3 o 4, que comprende ademas HEPES.

13. Medio sustancialmente sin proteinas segun la reivindicacién 1, 2, 3 o 4, que comprende ademas rojo fenol u otro
indicador de pH.

14. Medio sustancialmente sin proteinas segun la reivindicacion 1, 2, 3 o 4, que comprende ademas sulfato de
gentamicina, en el que el sulfato de gentamicina esta presente en la solucién a una concentracion de 1,5 mg/l a 4
mg/l.

15. Medio sustancialmente sin proteinas segun la reivindicacion 1, 2, 3 o 4, que comprende ademas penicilina G, en
el que la penicilina G esta presente a una concentracion de 75 mg/I.

16. Medio sustancialmente sin proteinas segun la reivindicacion 1, 2, 3 o 4, que comprende ademas D-manitol.

17. Medio sustancialmente sin proteinas segun la reivindicacién 1, 2, 3 o 4, que comprende ademas bicarbonato
sadico.

23



10

ES 2420689 T3

18. Medio segun la reivindicacién 1 para la utilizacién en un método de tecnologia de reproduccién asistida que
comprende la etapa de manipular las células reproductoras humanas con el medio de cultivo sustancialmente sin
proteinas.

19. Medio para la utilizacion segin la reivindicacion 18, en el que la célula reproductora humana es un évulo no
fertilizado o una pluralidad de espermatozoides o un 6vulo fertilizado y en el que el medio es especifico para la
inseminacion interuterina.

20. Procedimiento para realizar el medio de cultivo celular sustancialmente sin proteinas para células reproductoras
humanas segun la reivindicacién 1, en el que el medio se prepara a partir de al menos una o una pluralidad de
soluciones madre de sales minerales, aminoacidos, antioxidantes, vitaminas, nutrientes, antibiéticos, D-manitol y
metilcelulosa que presentan un peso molecular de 14.000 Daltons, en el que dichas soluciones madre se diluyen con
agua para formar el medio de cultivo celular sustancialmente sin proteinas.
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