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Dilueur pour la cryoconservation de spermatozoides de bovins comprenant au
moins un phospholipide, au moins une vitamine liposoluble accompagnée d'un

emulsifiant, au moins un agent antioxydant et au moins un polyol.
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"Dilueur pour la cryoconservation de spermatozoides de bovins"

L'invention se rapporte a un dilueur pour la cryoconservation de spermatozoides
de bovins. Plus precisement, I'invention concerne un milieu dilueur aqueux ne contenant
pas de substances d'origine animale et susceptible d'étre conserve prét a 'emploi sur des
periodes prolongées.

On connait des dilueurs pour la cryoconservation de spermatozoides de bovins.
Le FR-B-2 720 407 de la Demanderesse décrit un tel dilueur qui contient des agents de
nutrition, des tampons et des sels minéraux ainsi qu'un produit protecteur constitue de
lecithine de soja.

Le dilueur déecrit dans le brevet precité est destiné a diluer de [a semence bovine
et a la congeler pour une utilisation ultérieure. C'est une démarche essentiellement
"'sanitaire”. Ce dilueur donne une relative satisfaction.

| est facile a préparer, et est tres clair. L'absence de produits d'origine animale
garantit 'absence de tout agent d'infection.

Cependant, la question de l'efficacité biologique du produit n'avait pas été
soulevee. L'efficacité dans les gammes de concentration utilisées auparavant ne permet
pas de travailler avec la souplesse que I'on doit avoir dans un centre d'insémination.

En effet, a présent on désire optimiser la production de semence, c'est-a-dire, on
souhaite produire un nombre important de doses avec une concentration minimale de
spermatozoides dans une paillette.

Dans des tests in vivo, avec une concentration tres basse de spermatozoides
dans la paillette, la performance du dilueur du FR-B-2 720 407 n'a pas été excellente.

Un objet de la présente invention est de fournir un dilueur pour la cryoconservation
de spermatozoides de bovins ayant des résultats in vivo améliorés.

Un autre objet de l'invention est de fournir un tel dilueur conduisant a une survie
des spermatozoides satisfaisante a basse concentration.

La présente invention fournit un dilueur répondant aux objets ci-dessus.

Le dilueur pour la cryoconservation de spermatozoides de bovins de |la présente
invention comprend au moins un phospholipide, au moins une vitamine liposoluble

accompagnee d'un émulsifiant, au moins un agent antioxydant et au moins un polyol.

La vitamine est par exemple la vitamine A.

La vitamine est accompagnée d'un émulsifiant, par exemple le monooléate de

sorbitane commercialisé sous l'appellation Tween 80.
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L'agent antioxydant peut étre un acide aminé ayant des propriétés antioxydantes,
par exemple, la taurine et la glycine.
L'agent antioxydant peut aussi étre un peptide antioxydant, par exemple du

glutation reduit.

Le dilueur de la présente invention peut contenir en outre un stérol, notamment
du cholesterol.

Dans le cas ou un stérol est présent dans le dilueur, celui-ci contiendra
avantageusement des cyclodextrines qui le solubilisent en milieu aqueux.

Le dilueur de la présente invention peut €également contenir en outre des sels et
des carbohydrates.

Les carbohydrates sont par exemple le glucose, le fructose, le lactose.

Les sels sont notamment des tampons, par exemple la triméthyloiméthylamine,
ce tampon etant dénommeé habituellement Tampon Tris ou, simplement, Tris.

Le dilueur de l'invention contient une dose efficace d'au moins un polyol apte a
inhiber la formation de cristaux de glace. Le polyol sera avantageusement du glycérol.

Pour la préparation des dilueurs selon l'invention, on effectue les étapes suivantes:

a) preparation d'une dispersion d'au moins un phospholipide sous forme de
particules dans au moins un polyol a une temperature suffisante;

b) agitation de la dispersion de 'étape a) de fagon a microniser lesdites particules
de phospholipide;

C) repos de la dispersion obtenue dans I'étape b) pendant une durée d'au moins
environ 12 heures de fagon a atteindre une stabilité de I'émulsion obtenue, c'est-a-dire
sans separation de phases, conduisant a une préparation, dénommeée préparation de
'étape ¢);

d) preparation d'une phase aqueuse comprenant au moins un acide aminé ayant
des propriétés antioxydantes, au moins un peptide antioxydant et au moins une vitamine,
conduisant a une phase, dénommeée phase aqueuse de l'étape d);

e) reunion de la préparation de I'étape c) et de la phase aqueuse de I'étape d),
conduisant a une préparation, déenommeée préparation de ['étape e);

f) sterilisation de la préparation de I'étape e).

Selon un mode de réalisation préféré de l'invention, la stérilisation de i'étape f) est
effectuée par rayonnement ionisant dans une fourchette de dose d'irradiation d'environ 5

a environ 20 Kgy, de préférence d'environ 15 a environ 20 Kgy .
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Pami les techniques p6 r obtenir la dispersion de 'étape a), on peut utiliser des
disperseurs mécaniques et des mulsionneurs qui agissent par voie de pression.

Pour obtenir une émulsign stable dans I'étape c), il est nécessaire de laisser
reposer la dispersion pendant att moins 12 heures.

De préférence, le dilueur de l'invention est formulé avec une quantité d'eau
réduite, et on le dilue pour I'emploi avec de V'eau stérile.

Au moment de son utiliéTtion, le dilueur contient avantageusement un agent
antibiotique. Toutefois, si I'ageni antibiotique est ajouté au dilueur lors de sa préparation, i
peut perdre son efficacité lors de I'étape de stérilisation.

Selon un mode de réalisation préféré de la présente invention, I'agent antibiotique
est ajouté extratemporanémentjau moment de {'utilisation.

Dans ce mode de realnsataon le dilueur sans antibictique est avantageusement

contenu dans un récipient ferm par un bouchon. Par exemple, I'agent antibiotique sous
forme de poudre est présent da le bouchon et est libéré dans le dilueur en exercant une
pression sur ledit bouchon.

L'agent antibiotique est par exemple de la gentamycine sous forme de sulfate.

Typiquement, le dilueur de l'invention contiendra les phospholipides suivants dans
les proportions pondérales indiquées ci-dessous:

suivants:
- phosphatidyichbline 20-24 %
- phosphatidyléthanolamine 18-22 %

"Lécithine 100" ayant IeEproportlons pondérales indiquées des phospholipides
- phosphatidylinI sitol 12-15 %

"Léecithine . ayant les proportions pondérales indiquées des phospholipides
suivants:

- phosphatidyléthanolamine 14-20 %
- phosphatidylinoesitol 7-13 %

- phosphatidylcholine 30-35 %
La Lecithine 130 est en ffait une lécithine enrichie en phosphatidyicholine.
Il faut noter que le dilueur de f'invention est destiné exclusivement a la

cryoconservation de spermatozoides da bovins. Il n'est pas adapté pour 2
cryoconservation de spen'nato Tdes d'autres espéces animales ou de I'espéce humaine.

gy -




CA 02308892 2000-05-12

4

En disposition preférée, un dilueur selon l'invention comprend pour 100 ml d'eau:

Tris 1a2g
citrate trisodique dihydraté 5310g
"chiorure de potassium 023050 ]
fructose 06a10g B
lactose monohydrate 0,18a0,30g - ]
glycine 20a30¢g
glucose anhydre 0,25a0,40¢g ) B
taurine 0,0030 a 0,0040 g -
sulfate de gentamycine 020ga030g
tartrate de tylosine 0,028 a 0,040 g .
lincospectine 100 0,3030,35¢g )
glycérol  |30a4s5¢g ]
IactatW
lécithine 100 20a30g
Tecthine 130 ]0.80 31,10g
acide citrique monohydraté 05a2g
eau ultra pure | asp o

m‘%

Les Exemples suivants illustrent l'invention de fagon non limitative.

Exemple 1 (voir page suivante)
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Exemple 1
En suivant le mode opératoire décrit ci-dessus, on a formulé un dilueur selon

l'invention ayant la composition suivante:
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Tris 1,8490 g
| citrate trisodique dihydraté 7,3965 g S
i chlorure de potassium 0,2955 g -
:frdctose 0,8875g o I
lactose monohydrate 0,2220 g
'glycine  [2,7735¢g
glucose anhydre ] 036%5g9
taurine 0,0037 g
 sulfate de gentamycine 0,2400g
' tartrate de tylosine ~ 10,0330g
lincospectine 100 0,3830 g
W__———Toézio g
lactate de calcium hydraté - 10,0455g
lécithine 100 2,6000 g
[@lﬂe 130 — 10400 g -
acide citrigue monohydraté 1,0400 g o
eau ultra pure l 0,0650 |

La formulation ci-dessus est effectuée pour obtenir 100 ml de dilueur concentré,

ce dernier étant dilué a 500 ml pour ['utilisation.

Exemple 2 : Essais comparatifs in vitro : Anomalies et test de résistance

osmotigue

Dans cet Exemple, le dilueur de l'invention de I'Exemple 1 est comparé au dilueur
de l'art antérieur décrit dans EP-A-685 556 en ce qui concerne les anomalies et la

resistance osmotique in vitro.

En suivant le mode opératoire décrit dans EP-A-685 556, on a formulé un dilueur

selon l'art antérieur ayant la composition suivante:
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Trimethylol-méthylamine 34ga 42¢9
Citrate trisodique dihydraté 13,79 a 16,75 g

Chiorure de potassium 0,55ga0,67g
Fructose 1,6569ga20g¢g

Glucose 068ga0,84g9
Lactose 041ga0,50g
|_actate de calcium 0,09ga0,11g
Glycine 5,15ga6,25¢g
Glycerol 64 ml a 78 ml

LLécithine de soja 6,759a825¢g

ce vehicule étant dilué, pour I'emploi, avec 750 ml a 900 m! d'eau.

Le Tableau | ci-apres donne les resultats comparatifs du dilueur de 'art antérieur,
DILUEUR A, et du dilueur de l'invention, DILUEUR |, avec difféerents taureaux : NIZAGO,
NOMEL, NORRIS, NOVAK, OCARINA et OKAVANGO.

Tableau | (voir page suivante)
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Tableau |

LIBELLE % anom. majeures 7o anormaux HOST
NIZAGO DILUEUR A l 51,24%
12,0% 23,5%
NIZAGO DILUEUR | 65,05% |
. ____I________I
NOMEL DILUEUR A 34,31%
B 13,5% 30,0%
NOMEL DILUEUR | 54,50%
NORRIS DILUEUR A 50,50%
l 6,0% 17,5% |
| _—
NORRIS DILUEUR | | 53,00% !
| —]
NOVAK DILUEUR A 34,80% |
I ' I 20,0% 26,0%
NOVAK DILUEUR | 47,71% |
OCARINA DILUEUR A 50,00% I
7.5% 21,0%
OCARINA DILUEUR | 47,76%
| OKAVANGO DILUEUR A 67,68%
B 8,5% 18,5%
OKAVANGO DILUEURI | 67,65% |
I SN R S A

a 7.10° spz/dose

HOST = test de résistance osmotique

Spz = spermatozoides

T

| Résultats moyens DILUEUR A o
| a 7.10° spz/dose 11,0% 23,0%
Résultats moyens DILUEUR |

m

S

m

48,09% |

55,95%

Le Tableau | indique clairement la supériorité du dilueur de l'invention sur le dilueur

de l'art antérieur car pour 7.10° spermatozoides par dose, on obtient un pourcentage de

resistance osmotique in vitro trés supérieur pour le dilueur de l'invention.
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Exemple 3 ;. Essais comparatifs in vitro : Résultats aprés déconaqgélation et test de
thermo résistance.

Dans cet Exemple, le dilueur de l'invention de '/Exemple 1 est comparé au dilueur
de l'art antérieur décrit dans EP-A-685 556 utilisé dans I'Exemple 2 en ce qui concerne les

resultats apres decongelation et la thermo résistance in vitro.

Le Tableau ll ci-apres donne les résultats comparatifs du dilueur de I'art antérieur,

DILUEUR A, et du dilueur de l'invention, DILUEUR |, avec différents taureaux : NIZAGO,
NOMEL, NORRIS, NOVAK, OCARINA et OKAVANGO.

Tableau |l (voir page suivante)
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Le Tableau |l indique clairement la superiorite du dilueur de l'invention sur le
dilueur de l'art antérieur car pour 7.10° spermatozoides par dose, on obtient un
pourcentage de mobiles et une motilité supérieurs, a I'exception du pourcentage de

mobiles lors de la décongélation apres 1 h 30 qui est tres légérement inférieur.

Exemple 4 . Essais comparatifs in vivo : Résultats in vivo d'insémination artificielle
pour un taux de non retours a 25 jours.

Dans cet Exemple, le dilueur de l'invention de I'Exemple 1 est compareé au dilueur

de |'art anterieur decrit dans EP-A-685 556 utilisé dans 'Exemple 2 en ce qui concerne les
résultats in vivo d'insémination artificielle premiere (IAP), de fécondation par insémination
artificielle premiere, |AP féc, et de pourcentage de fecondation par insémination artificielle
premiere, % IAP féc, pour un taux de non-retours (TNR) a 25 jours.

Le Tableau lll ci-apres donne les résultats comparatifs du dilueur de I'art antérieur,

DILUEUR A, et du dilueur de l'invention, DILUEUR |, avec différents taureaux : NIZAGO,
NOMEL, NORRIS, NOVAK, OCARINA et OKAVANGO.

Tableau 3 (voir page suivante)
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Le Tableau lil indique clairement la supériorité du dilueur de l'invention sur le
dilueur de l'art antérieur car on obtient dans tous les cas sauf un (pour le taureau
OKAVANGO) un pourcentage de IAP trés supérieur. Les résultats moyens pour 7.10°
spermatozoides par dose révelent un pourcentage de IAP tres nettement supérieur pour
le dilueur de l'invention.

D'une fagon surprenante, le dilueur de |'art antérieur présente méme pour 20.10°
spermatozoides par dose des résuitats moyens tres inférieurs a ceux du dilueur de
l'invention pour seulement 7.10° spermatozoides par dose.

Exemple 5 : Essais comparatifs in vivo : Résultats in vivo d'insemination artificielle

pour un taux de non-retours a 60 jours.

Dans cet Exemple, e dilueur de l'invention de I'lExemple 1 est comparé au dilueur
de 'art antérieur decrit dans EP-A-685 556 utilisé dans I'lExemple 2 en ce qui concerne les
resultats in vivo d'insémination artificielle premiere (I1AP), de fécondation par insémination
artificielle premiere, IAP féc, et de pourcentage de fecondation par inseémination artificielle
premiere, % IAP fec, pour un taux de non-retours (TNR) a 60 jours.

Le Tableau |V ci-aprés donne les résultats comparatifs du dilueur de l'art antérieur,

DILUEUR A, et du dilueur de l'invention, DILUEUR |, avec différents taureaux : NIZAGO,
NOMEL, NORRIS, NOVAK, OCARINA et OKAVANGO.

Tableau IV (voir page suivante)




02308892 2000-05-12

CA

sopjozojewlads = zdg

SINOJ8J-UOU 3P Xnej =yNL
v dndaniid

asop/zds 40} '0¢ & 9poua
awgw e} Jns abe)sa) ap

B . %V6'L9 | 260L [/ | Xneaine) sushow sielnsgy
9sop/zds 401 'L ©
%C6'C9 GS9 L¥0L %02 P9 69C 6Ly | %9S'€9 | €¥L [SeT| %lZ1L9 ey | 26€ | |4nanjig susiow sje)nsay
9s0p/zds O} 'L B
%9¢C 09 79G 9E6 %EL'LY 62¢ LLE | %LL'ES Zrl | 622 | %9.'9S | €6l | OvE | VInenjig susfow sieynsay
%92'1L9 161 %EE 69 25 G. | %¥0'€9 6 | OV | %EV'LS | ¥N3ANTIA OONVAYNIO
%8E'G9 0l %6ZV9 | LT Zy | %ee's9 Gl [ €2 | %19'99 v 3N3NTIA OONVAWIO
%6€"L9 8l %68'€9 9 2L | %b9'ces 8¢ | v | %ES'EL | ¥N3NTIQ YNI¥YOO
%6129 8cl %¥0'99 GE €S | %ev'lL 44 1€ | %9€E'L9 v 4N3NTIA YNIHYOO
| %SEEY 19} %169 P> .S | %00'0L 12 | 0E | %9r'6S | ¥N3NTIA XVYAON
%.9'99 08l %82'G9 Ly ¢L | %cl'8L LS | v | %C0'6S v ¥N3N1IA ¥VYAON
Gl %9Y'8S 8¢ G9 | %88'SS 6L | ¥ | %P9’ | ¥N3N1IQ SIYHON
28l %95'GS Op 2. | %bS'8s £ Ly | %2598 v ¥N3ANTIA SIHHUON
E £91 %L LG ot €9 | %9l'e9 | ve | 8¢ | %6Z'L9 1 ¥N3N1IA TFWON
% 60} 6.1 %909 54 P9 | %6129 L | eV | %¥6'9S | ¥ v ¥N3N1A 13WON
%6819 44! 881 %.6'89 09 18 | %.9'99 2¢ | €€ | %c8'ss ¥ | ¥N3N71IQ OOVZIN
%58'Ly | 8L €9l | %SE'/S 6€ 89 | %0S'/E GL | oF | %b9'ty b2 Y 4N3N7Id ODVZIN
18303 99} V1 % | 303993 VI | 103V | 923+ €VI% | J9+CVI| +EVI | 992VI% | 99 2VI | TVI | 393 dVI % | 29} VI 37171391
sanol 09 & ¥NL

Al Ne3|qe |




10

15

CA 02308892 2000-05-12

14

Le Tableau 1V indique clairement la supériorité du dilueur de l'invention sur le
dilueur de l'art antérieur car on obtient dans tous les cas sauf un (pour le taureau
OKAVANGO) un pourcentage de |IAP supérieur. Les résultats moyens pour 7.10°
spermatozoides par dose révelent un pourcentage de |AP nettement supérieur pour le
dilueur de l'invention.

D'une fagon surprenante, le dilueur de l'invention présente méme, pour seulement
7.10° spermatozoides par dose, des résultats moyens supérieurs a ceux du dilueur de
'art antérieur pour 20.10° spermatozoides par dose.

Exemple 6 : Essais comparatifs in vivo : Résultats in vivo d'insémination artificielle
pour un taux de non-retours a 90 jours.

Dans cet Exemple, le dilueur de l'invention de I'Exemple 1 est compare au dilueur
de 'art antérieur décrit dans EP-A-685 556 utilisé dans 'Exemple 2 en ce qui concerne les
résultats in vivo d'insémination artificielle premiere (IAP), de fécondation par insémination
artificielle premiere, |AP féc, et de pourcentage de fécondation par insémination artificielle
premiere, % IAP fec, pour un taux de non-retours (TNR) a 90 jours.

Le Tableau V ci-aprés donne les résultats comparatifs du dilueur de l'art anterieur,

DILUEUR A, et du dilueur de l'invention, DILUEUR |, avec différents taureaux : NIZAGO,
NOMEL, NORRIS, NOVAK, OCARINA et OKAVANGO.

Tableau V (voir page suivante)
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Le Tableau V indique clairement la supériorité du dilueur de l'invention sur le
dilueur de l'art antérieur car on obtient dans tous les cas sauf un (pour le taureau
OKAVANGO) un pourcentage de IAP supérieur. Les résultats moyens pour 7.10°
spermatozoides par dose revelent un pourcentage de IAP nettement supérieur pour le
dilueur de l'invention.

D'une fagon surprenante, le dilueur de l'invention présente méme, pour seulement
7.10° spermatozoides par dose, des résultats moyens supérieurs a ceux du dilueur de ['art
antérieur pour 20.10° spermatozoides par dose.

Bien que l'invention ait été décrite pour des modes de réalisation particuliers, on
comprendra qu'elle embrasse toutes les variantes d'exécution dans le cadre des

revendications.
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REVENDICATIONS

1. Dilueur pour la cryoconpservation de spermatozoides de bovins comprenant au
moins un phospholipide, au moirjs une vitamine liposoluble accompagnée d'un
emuisifiant, au moins un agent ahtioxydant et au moins un polyol.

2. Dilueur selon la revendication 1, caractérisé en ce que la vitamine est la
vitamine A.

3. Dilusur selon l'une dés revendiéations 1 et. 2, caracterisé en ce que l'agent
antioxydant est un acide aminé. yant des propriétés antioxydantes.

4. Dilueur selon la revendication 1, caractérisé en ce que lI'agent antioxydant est
un peptide antioxydant. |

5. Dilueur selon l'une des revendications 1 et 2, caractérisé en ce que l'acide
aminé ayant des propriétés antioxydantes est la taurine.

6. Dilueur selon la reven(JicationA. caractérisé en ce que le peptide antioxydant est
du glutation réduit. | L

7. Dilueur selon la reven
stérol.

ication 2, caractérisé en ce qu'il contient en outre un

8. Dilueur selon |a revengdication 7, caractérisé en ce que le stérol est le
cholestérol.

9. Dilueur selon la revendication 7, caractérisé en ce qu'il contient en outre des
cyclodextrines pour solubiliser e stérol.

10. Dilueur selon la revehdication 1, caractérisé en ce que le polyol est du

~ glycérol.

11. Dilueur selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'il contient en outre des
sels et des carbohydrates.

12. Procédé de préparation du dilueur selon la revendication 1, caractérisé en ce
que l'on effectue les étapes suivantes :
a) préparation d'tine dispersion d'au moins un phospholipide sous forme
de particules dans au moins un polyol 4 une température suffisante,
b) agitation de lajdispersion de I'étape a) de fagon a microniser lesdites
particules de phOspholipide,

c) repos de la dispersion obtenue dans I'étape b) pendant une durée d'au
moins environ 12 heures de f

n a atteindre une stabilité de I'émulsion obtenue,

c'est-a-dire sans séparation de phases, conduisant 4 une préparation, dénommée
preparation de ['étape c), |
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d) préparation d'yne phase aqueuse comprenant au moins un acide aminé
ayant des propriétés antioxydah es, au moins un peptide antioxydant et au moins une
vitamine, conduisant a une phase, dénommée phase aqueuse de |'étape d),

e) réunion de la:préparation de I'étape c) et de Ia phase aqueuse de
I'étape d), conduisant a une préparation, dénommée préparation de ['étape o),

f) stérilisation de |a préparation de I'étape e).

13. Procédé selon la revendication 7, caractérisé en ce que la stérilisation de
I'etape f) est effectuée par rayonhement ionisant dans une fourchette de dose d'imadiation
d'environ § a environ 20 Kgy.

14. Procéde selon la revendication 13, caractérisé en ce que Ia fourchette de dose
d'iradiation est d'environ 15 a eqviron 20 Kgy.

15. Procédé selon la rejendication 13 pour la préparation du dilueur salon la
revendication 9, caractérisé en-de qu'un stérol est ajouté a la préparation de 'étape d).

16. Procédé selon la revendication 13 pour la préparation du dilueur selon la

revendication 11, caractérisé enjce que des carbohydrates sont ajoutés a |a préparation
de |'étape d).
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