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Drigard & Castr Apariado 3602
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Bogota - Colombia §.A

Tel. Conm, 3802200
TelJFax: (57.1) 2827976

AS: 90,638 (57.1) 3802700
E.Mailbricas @brigardycastro.com.co
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO Radicachen 3 m"mn m'm COERER -
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Depmadancias 2829 NIVISIEN JE IMEVAS CREACIONER

REF: Expedienta No. 05 108.673 - Solicitud de Patents

a favor de THE BOARD OF REGENTS FOR OKLAHOMA STATE UNIVERSITY
Titulada: ANTIGENOS PROTECTORES Y VACUNAS PARA EL CONTROL DE
INFESTACIONES DE GARRAPATAS DE MULTIPLES ESPECIES

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO, vecino de Bogota, portador de |a tarjeta
profesional No, 57492, obrando como apoderado de la sociedad THE BOARD
OF REGENTS FOR OKLAHOMA STATE UNIVERSITY, segun lo acredita el
documento de poder anexo, para dar cumplimiento al requerimiento nofificado
por fijacién en lista el 01 de Diciembre de 2005, de acuerdo con los Articulos 38
y 39 de la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, me permito
allegar:

1. Fotocopia autenticada del documento de poder conferido por THE BOARD
OF REGENTS FOR OKLAHOMA STATE UNIVERSITY, incluyendo el
Certificado que acredita la Existencia y Representacién Legal, debidamente
apostillado, junto con su comespondiente traduccién.

2. Documento donde consta la cesién del derecho a la Patente otorgado por
los Iinventoras al solicitante, debidamente apostillado, junto con su
comrespondients traduccion.

3. Copia certificada por la Oficina de Patentes de Estados Unidos de la
primera solicitud presentada para la misma invencion, de la cual
REIVINDICAMOS PRIORIDAD, junto con su correspondiente traduccién al
castellano.

4. Extracto para publicacién y Tarjeta de archivo Tamético.

Da la sefiora Jefe atentamenta, 7
79 /// it
UAN LO CADENA SARMIENTO
C.C. No. 80.410.337 de Usaquén

Cra 7 No. 16-56 Piso 9

Bogots, Enero 24, 2008
CHP/MEV/hsr.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES /L
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO

SUPRAINTENDRNCIA paATENTE DE INVENCION X_ PCT MODELO DE UTILIDAD DISEROD INDUSTRIAL

(21) N® de solicitt 05 108.673 (22) Facha de eclicliud: 25-10-2005

{541) Clasificaciin Intemacionss :
(T1)Solicitants(s) THE BOARD OF REGENTS FOR OKLAHOMA STATE
UNIVERSITY

(72} \nventor{es)  Joeh de Jea(s de la Fuanis, Catherine M. Kocan, Gonsusio
Garoia-Alamazan, Edmour F. Blouln

(T) Agenie:__ JUAN PABLO CADENA SARMIENTO _ FIGURA GARACTERISTICA
(30) Prcricad @) No.Pioksd (2] Fedm (D) Pais $x8om
us

10/872,789 25-10-2004

{85) Fecha Inicio fase nackonal; (67) Publicacion intamacional:
(86) Datos relativos & la presantacién de la solic. PCT Fecha

Fecha de prasantacién do la sdicituck No. Publcacion : WO

No. ds sollottud_PCT/ i
(64) Thulo:  ANTIGENOS PROTECTORES Y VACUNAS PARA EL CONTROL DE INFESTACIONES DE GARRAPATAB
DE MULTIPLES ESPECIES

Resumean:

mmpmamrmmmmmgmmamymmwmm
dichos antigence, vacunas relacionadas y méindos (tfles para inducir una respuesta Inmune.
CONTINUA AL RESPALDO ...




@

ol

a3

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Indostria Yy Comerclo EXTRACTO PARA P
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION
Fr27) N* de sclicituct 05 108.673 51)IntCt
22) Facha de solicituc: 25-10-2005 (71)Soiicitantes) THE BOARD OF REGENTS
FOR OKLAHOMA STATE
0Prioied 31 No.Prioddsd 32 Feche 33 Pals UNIVERSITY
10/072,760 25-10-2004 us

{72) inventor(es)  José de Jesiis de la Fuenis, Katherine
M. Kooan, Consuslo Garcie-Alamazan,
Edmour F. Blouin

(74) Agenis; JUAN PABLO CADENA SARMIENTO

MULTIPLES ESPECIES

(54) Thlo: ~ ANTIGENOS PROTECTORES Y VACUNAS PARA BL. CONTROL DE INFESTACIONES DE GARRAPATAS DE

Regumen

Anliganos proteciores de amplio rango confra Infesiaciones de gamrapats, secuencias de gen y proteinas
_ codificadas para dichos antigencs, vacunas relacionades y méindos (itiles para inducir una respuesta inmune.
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APOSTILLE
ez (Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

1, Country: United States of America

This public document
2. Has been signed by Cindy L. Malayer
3. Acting in the capacity of Notary Public, State of Okiahoma
4. Bears the seal/stamp of Cindy L. Malayer, Notary Public

CERTIFIED
5. At Okiahoma City, Oklchoma, US.A. -

E . 6 The 20th day of December, 2005

7. By Administrative Technilcian

Pat Coafs
Administrative TechRician

‘ f‘;,ijf;_; pu i n};;; ),




- | :Brigard & Castro-

OGOTA - COLOMBIA

PODER
Yo (nosotros)

domiciliado{a} an

Nombro(amaos) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO y/o
BEATRIZ JARAMILLO ylo CARLOS H. PALACIO
EASTMAN y/o HECTOR GOMEZ MEJIA, de Bogotd,
Colombla, apoderados verdaderos y legales con poder
especial, amplio y suficiente, para recabar de las oficinas y
autoiidades colomblanes administrativas, judicisles y de
policla, sn cualquier instancia o recurso, la obiencién de
patentes de Invencidn, registros de marcas, disefios
industriales, modelos dé uliidad, depésitos de nombres
comarciales y anseflas, reglstros de derechos de autor y
contratos sobra los mismos, obtancion de cerificados de
oblentor de variadadea vegetales, asi como sus promrogas,
rancvaciones, anotacionas de traspaso, cambijos de nombre
ylo domiclllo; elaborar, tramiar y, registrar contretos de
licenda y licencias de cuelesquiera clases; intarvenir camo
demanddnte © como demandado en cualquier instancia y
recuiso ania cualquier juez, corporacién, funcionario publico
o auforidad en acciones judiciales, administrativas y de
policla tales como: oposiciones al reglstro de marcas;
gcciones de caducldad, cancelacién y nulidad; acclonas
relvindicatorias, acciones darivadas de la obtencién ©
explotacién de licencias; acciones de competencla desleal;
demandas penales, acciones de indempizacin de
perjuiclos, reclamos y observaciones a solicitudes de
patentes, disefios induetriaiss, modelos de utiiidad, en el
gjercicio de medidas cautelares y en ocims acciones o
medidas simliares.

A ssta efecto, lo(g) faculio(amos) para elevar solicludea,
formutar descripciones, enmiendas, protestas,
declaraciones, oposiciones, cancelaciones, nulidades,
apeigciones y reclamos; pagar impuesios, cuolas y
gravAmenes prescritos por ia ley; renunciar o deslstir a
derechos concedidos o en curgo de concesian; reclbir toda
clase de documentos y valores, dando el descargo
respeciivo, y, @n general, pera der ante dichas autorkiades
todos los pasos necesarios al efecto indicado y tomar todes
|as medidaa que creyaren conducantas al resguardo de mis
{nuastros Interases), con todas las demds facultades legalesa
necesarias.

Este poder comprende fa facultad de ratificar o confirmar en
mi (nuestro) nombre lo actuado asi como Ja facultad de
desistir, transigir, compromater, y la de sustituirio en todo o
en parte y revocar susiitucionas. Asimismo nombro{amos)
a. JUAN PABLO CADENA SARMIENTO y/o BEATRIZ
JARAMILLO y/o CARLOS H. PALACIO EASTMAN y/o
HECTOR GOMEZ ME.JIA, domiclliado{s) en la Carrera 7
No. 16-68 Pisa 9, mis (nuesiros) apoderados en Colombis,
con facultades para reclbir notificacionss y designar
apadarados judiciales o eximajudiciales.

Otorgado y fiado en
hoy de da 200_
Fima
Nombre
Cargo
",
~r. 7
L 4
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POWER OF ATTORNEY

The Board of Regents for
Oklehoma Btate Univergity
domiclledin 203 ‘Whitehurast
st{llwater, OK 74078
United Btates of America

Heraby appolnte JUAN PABLO CADENA BARMIENTO
and/or BEATRIZ JARAMILLO and/or CARLOS H.
PALACIO EASTMAN and/or HECTOR GOMEZ MEJIA, of
Bogotd, Colombla, my {(our) trus and lawful attorneys with
speclal, ample and sufficlent powser to obtain from the
Colombian administrative, judicial and police offices and
authoriffes, In any instance, privileges of patents of
invention, regisiration of trademarks, industrial dasigns and
utlly models; registration of commercial names and
amblams, reglstmation of copyright and contracts reletad
thereto, cartificates of obtalners of vegatablas variaties, as
wall as extansions, renewels and recordal of assignments
and changes of neme and dormiclie related to the above; 1o
prepare, prosacute and register licenses of any kind; to act
ee plaintiff or defandant In any Insiance or racourse, and
before any judgs, corporation, public offictal or autherity in
judiclal, adminisirative and police actions, such as:
oppositions t0 the regisiration of trademarks; caduchy,
cancelation and nulllty actions; claim actions derived from
the obigining or exploltation of licenses, action of unfalr

' {wa).

.competition; criminai procesdings, actions for payment of

damages: clalms or abservations on palent appfications,
modeis, industrial degigns and utllity models; In the axarciaa
of prevantive measures and In other actions or simllsr
procaadings.

To that effect they hereby empowerad to fiie applications,
formulate descriptions, amendments, protests, declarations,
oppositions, cancellations, nuliitles, appeals and ctaims; 1o
pay taxes, quotas and assessments prescribed by lew,
renounce or waiva the righta granted or In the process of
granting; to recsive all kinds of documents and valuables,
giving the respective release of receipt, and, In general, to
take before sald authorifies the necessary sieps to such
effect, and any measuras thet thay may daem pertinent to
the safeguard of my (our) Interesi(s) with all the other

necessary legal powers.

This power includes the faculty to ratify or confirm desist,
settle and compromise an my (our) bahatf, and to substilute
this power In whols or In part and to revoke substitutions. At
the same time 1 (Wa) hereby appolnts JUAN PAELO
CADENA' SBARMIENTO and/or BEATRIZ JARAMILLO
and/or CARLOS H. PALACIO EASTMAN and/or HECTOR
QOMEZ MEJIA, domiciled in Carera 7 No. 16-58, Piso B,
my {our) attomey(s) In fact, with powers o recsive
notificaticns end o designete judiclal and exirajudicial
aliomeys.

Grantad and gign“ in 8tillwater, OK (U.S5.A.)

L~
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Hoy de de
persongimente comparecid ante mi

8 quieh conazeo, y de quien ma consta que firmd al anterior
documento, debidamente jurameniado declard y dijo que &
{ella) es

da

Socieded legaimente constituida para un periodo de
duracidn que aun na ha terminado; qua el declarante esta
autorizado por dicha compafiia para conferir asie poder; que
el sslio estampado por ¢l al pie de tal poder, sn nombre y
represantacion de la axpresada compai(a, e3 sl salio oficial
da ella; y que el objeto para e cual se confiere este
instrumento estad comprandido dentro def objeto social de la
sociedad.

El suscrito Notario hace constar que tuvo a la vista las
pruebas de Ia existencia de le sociedad

Estado de
con fecha

¥ que quien conflere el presente poder as su reprasentants.

Notario Publico (séilo)

CERTIFICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL

Hoy de de . camparecid{eron) ante ml

a quisn (es) conozco y me consta que es{son) la(s)
petsona(s! fimanle{s) de! documenic que precede y
quien{es} declara(n) que olorgan el miemo para los fines y
propasitos que en &l se exprasaen.

.

Notario Publico (selio}

-t oo -

LEGALIZACION POR APOSTILLA ES REQUERIDA.

Y
NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATIQN}

Onthis 6th  dayof Decamber of 2005 ,gmonglly
appeared before me

Stephen W.5. McKeever'
lo me known, end known to me o ba ihe pareon who
signed the foregoing Instrument who belng by me duly
swom did dapose and say that he (she) 18 the

Vice President for Remearch and Technology
Tranafer

of

The Board of Regents Eor Oklahoma State
Univeraity

‘Which is legally constituled for a tarm not yet expired, that
deponent is authorized by said Company to confer this
Power of Attomey. that the seal affixed hersunto by the
depanent in the name and on behalf of sald Cotporation is
the corporate seal thereof; and that the purpose for which
this Instrument Is grenied is included within the corperate
purposa of company,

The undersigned Notary Public aitests that he has sean tha
docurnents that prove the existance of the company.

State of Oklahoma (U.S.A.)

underdale of December 6 » 2005

and thet he (she) who grants the prasant power of stiomey
i its Representative.
PubhkNotary (Seaf
Cindy L. Malayer

Comnission Number 00018223 .

Commission Exp. 12/9/2008
NOTARIAL CERTIFICATE

NATURAL PERSON

On this day of - of
personally appaared before me

who is(are) known to me and who | allest axeculed the
foragoing document and he (they) declared he (they)
grani(s) the document far the uses and purposes therein
axpressad

Notary Pubilc {Seal)
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TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Poder otorgado por The
Board of Reagents for Okiahoma State University domiclliada En 203
Whitehurst, Stillwater, Oklahoma, Estados Unidos de América.

OFICINA DEL SECRETARIO DE ESTADO
ESTADO DE OKLAHOMA

APOSTILLA
{Convenclén de La Haya del § de octubre de 1881)

1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento publico
2. ha sido firmado por Cindy L. Malayer
3. actuando an capacidad de notario piiblico, Estado de Oklahoma
4, lleva el seliotimbre de Cindy L. Malayer, notario ptblico

Coertificado

en Oklahoma City, Okiahoma, Estados Unidos de America
El 20 de diclembre de 2005

por 8l Técnico Administrativo

No. C00023084

Sellotimbre del Estado de Oklahoma

© ® N o;




APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document
2. Has been signed by Jamie A. Robinson

3. Acting in the capacity of Notary Public, State of Okiahoma

4. Bears the seal/stamp of Jamie A. Robinson, Notary Public
CERTIFIED

5. At Oklahoma City, Oklahoma, U.S.A,

6. The 20th day of December, 2005

7. By Administrative Technician

Pat Coats
Administrative Technician

S8 LANL
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' STATE OF OKLAHOMA )
) ss.
COUNTY OF TULSA )

1 certify that the attached document is a true and correct copy of the ASSIGNMENT from
JOSE DE JESUS DE LA FUENTE, KATHERINE M. KOCAN, CONSUELO GARCIA-
ALMAZAN, and EDMOUR F. BLOUIN, (as Assignors) to THE BOARD OF REGENTS FOR
OKLAHOMA STATE UNIVERSITY (as Assignee) wherein Assignors assigned all their right,
litle and interest in and to the invention entitled “PROTECTIVE ANTIGENS AND VACCINES
FOR THE CONTROL OF MULTI SPECIES TICK INFESTATIONS” to Assignee, recorded
with the United States Patent and Trademark office on December 16, 2005, at Reel 016907,
Frame 0161, which original document I have seen.

teX. Robinson, Notary Public

0 Datedpﬂ[amﬁu/q 2005~ M@%M
o

#3333 vl

p5-e7 CO
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UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

. LsiDEn SECRETARY OF COMMERCE FOR INTELLECTUAL PROFERTY AND
DwmECTOR OF THE UNTED BTATES PATENT A0 TRADEMARK OFFcE

10\
X

N Pras *500066263A*

321 8. BOSTON AVE., SUITE 800 00882
TULSA, OK 74103-3318

DECEMBER 16, 2005

o

UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE
NOTICE OF RECORDATION OF ASSIGNMENT DOCUMENT

THE ENCLOSED DOCUMENT HAS BEEN RECORDED BY THE ASSIGNMENT DIVISION OF
THE U.S5. PATENT AND TRADEMARK OFFICE. A COMPLETE MICROFILM COPY IS
AVAILABLE AT THE ASSIGNMENT SEARCH ROOM ON THE REEL AND FRAME NUMBER
REFERENCED BELOW.

PLEASE REVIEW ALL INFORMATION CONTAINED ON THIS NOTICE. THE

INFORMATION CONTAINED ON THIS RECORDATION NOTICE REFLECTS THE DATA

PRESENT IN THE PATENT AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM. IF YOU SHOULD

FIND ANY ERRORE OR HAVE QUESTIONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY

CONTACT THE EMPLOYEE WHOSE NMAME APPEARS ON THIS NOTICE AT 571-272-3350.
PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTION TO: U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE,
MAIL STOP: ASSIGNMENT SERVICES DIVISION, P.O. BOX 1450, ALEXANDRIA, VA 22313.

RECORDATION DATE: 12/16/2005 REEL/FRAME: 016907/0161
NUMBER OF PAGES: 5

BRIEF: ASSIGNMENT OF ASSIGNCR'S INTEREST (SEE DOCUMENT FOR DETAILS) .
DOCKET NUMBER: 03300-57338 (04-597)

ASSIGNOR:

DE LA FUENTE, JOSE DE JESUS DOC DATE: 10/26/2005
ASSIGNOR:

KOCAN, KATHERINE M. DOC DATE: 10/26/2005
ASSIGNOR:

GARCIA-ALMAZAN, CONSUELO DOC DATE: 12/07/2005
ASSIGNOR:

BLOUIN, EDMOUR F. DOC DATE: 10/26/2005

P.0. Box 1450, Alaxandria, Virginia 223131450 - W .ushTo aov
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ASBIGNEE:
THE BORRD OF REGENTS FOR OKLAHOMA
STATE UNIVERSITY
STUDENT UNION BUILDING
STILLWATER, OKLAHOMA 74078

SERIAL NUMBER: 10972788 FILING DATE: 10/25/2004

PATENT NUMBER: . ISSUE DATE:

TITLE: PROTECTIVE ANTIGENS AND VACCINES FOR THE CONTROL OF MULTI SPECIES
TICK INFESTATIONS

ASSEIGNMENT DIVISION
OFFICE OF PUBLIC RECORDS

P

1T
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SUBMISSION TYPE: NEW ASSIGNMENT
. NATURE OF CONVEYANCE: ABBIGNMENT

_ Roard of Regents for Okiahoma State Univarsity

:_|

Phone: (018) 588-0821

Emali: patenisfellarasnider.com
Corrsapondant Nama: R. Alan Woeks

| Address Line 1: a21 8. Boston Ave., Sulte 800

Address Line 4: Tulss, OKLAHOMA 74103-2318

.
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PA
Attorney Docket No. 57338/04-597
Asgignment
Page 1

WHEREAS, JOSE DE JESUS DE LA FUENTE, residing at 400 Squires Landing, Apt.
M-S, Stiliwater, OK 74074; KATHERINE M. KOCAN, residing at 3909 E. 92nd Street, Perkins,
OK 74059; CONSUELO GARCIA-ALMAZAN, residing at Prol. Aldama 1424, Frac. La Sicrm,
Cd. Victoria, Tam. CP 87037, Mexico; and EDMOUR F. BLOUIN, residing at 3909 E. 92nd
Street, Perkins, OK 74059, (hereinafter referred to as “ASSIGNORS™) are co-inventors of a
certain new and useful invention entitled “PROTECTIVE ANTIGENS AND VACCINES FOR
THE CONTROL OF MULTI SPECIES TICK INFESTATIONS” for which a utility application
for Letters Patent of the United States was filed on October 25, 2004, as Serial No. 10/972,789,
which application is a continustion-in-part of utility application Serial No. 10/425,563, filed on
April 29, 2003, which application claims the benefit of prior filed provisional application Serial
No. 60/376,251; and

WHEREAS, THE BOARD OF REGENTS FOR OKLAHOMA STATE UNIVERSITY,
am institution of higher education located at Stiliwater, Oklahoma, (hereinafter referred to as
“ASSIGNEE") is desirous of acquiring the entire right, title and interest of ASSIGNORS in and
to the aforementioned invention and application, and in, to and under any and all Letters Patent
of the United States and in eny and all foreign countries; and in fact has acquired such rights by
virtue of the prior assignment by ASSIGNORS to ASSIGNEE of the subject matter of the above-

identified provisional application;

NOW, THEREFORE, this indenture witnesseth that for good and valuable consideration,
the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, ASSIGNORS, the inventors, have
sold, assigned, transferred and set over end do hereby sell, assign, transfer and set over to
ASSIGNEE, the above-referenced invention and application and any and all divisions,
continuations and continuations-in-part thereof, and any and all Letters Patent of the Unitad
States, its territorial possessions, and any and all foreign countries which may be granted
therefor, and any and all extensions, reissues or certificates of reexamination of such Lestters
Patent, including all rights of priority and the subject matter of any and all claims which may be
obtained in every such patent, the same to be held and enjoyed by ASSIGNEE for its own use
and benefit, and for the use and benefit of its successors, assigns or other legal representatives, to
the end of the term or terms for which such Letters Patent are or may be granted, extended,
reissued or reexamined as fully and entirely as the same would have been held and enjoyed by
ASSIGNORS if this assignment had not been made.

AND, ASSIGNORS hereby authorize and request the Commissioner of Patents to issue
any and all Letters Patent of the United States on the invention, or resulting from an application
which claims the benefit of the present application, end from any and all divisions and
continuations, extensions, reissues or reexaminations of any such application to ASSIGNEE, end
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Attorney Docket No. 57338/04-597
Assignment
Page 2
hereby covenant that they have full right to convey the entire interest herein assigned, and that
they have not executed and will not execute any agreement in conflict herewith.

AND, ASSIGNORS further hereby covenant and agree that they will, at any time, upon
request and at the expense of ASSIGNEE, execute and deliver any and all papers that may be
necessary or desirable to perfect the title to the invention and application and any Letters Patent
as may be granted therefor in ASSIGNEE, its successors, assigns, or other legal representatives,
and that if ASSIGNEE, its successors, assigns, or other legnl representatives shall desire to file
any division or continuation application, or to secure an extension, reissue or reexamination of
such Letters Patent, or to file a disclaimer relating thereto, will, upon request, sign all papers,
make all rightful oaths, and do all requisite acts for the filing of such division, continuing, or
reissue application, request for reexamination or disclaimer, without further compensation.

AND, ASSIGNORS further egree to communicate to ASSIGNEE, its successors, assigns,
or other legal representatives, such facts relating to the invention disclosed in the present
application or Letters Patent issuing therefrom as may be known, and to testify as to such facts in
any interference or other litigation when requested to do so.

Executed by the undersigned on the date indicated.

J‘ \0-2b-0%

JOSE DE JESUS DE LA FUENTE Date
%gmw,% \Zﬂcd—‘\.a lomvo{
KA RINE M. KOCAN

CONSUELO GARCIA-ALMAZAN Date

020 /08

EDMOUR F. BLOUIN - Date

W #332957 v1
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PATENT
Attorey Docket No. 57338/04-597
Assignment
Page 2
hereby covenant that they have full right to convey the entire interest herein assigned, and that
they have not executed and will not execute any agreement in conflict herewith.

AND, ASSIGNORS {urther hereby covenant end agree that they will, at any time, upon
request and at the expense of ASSIGNEE, execute and deliver any and al] papers that may be
necessary or desirable to perfect the title to the invention and application and eny Letters Patent
88 may be gramied therefor in ASSIONEE, its succeasors, assigns, or other logal representatives,
and that if ASSTGNEE, iis succéssors, asighs, or other logel representatives shall dessvs 15 Bils
any division or continuation application, or to secure an extension, reissue or reexemination of
such Letters Patent, or to file a disclaimer relating thereto, will, upon request, sign all papers,
make all rightful oaths, and do all requisite acts for the filing of such division, contirning, or
reixsue application, request for reexamination or disclaimer, without further compensation.

AND, ASSIGNORS further agree to communicate to ASSIGNEE, its successors, assigns,
mohkplumumlmhﬁﬂlmmhmmmﬂudmﬁem

epplication or Letters Patentt issuing therefrom as may be known, and to testify as to such facts in
any interference or other litigation when requested to do s0.

Exccuted by the undersigned on the date indicated.

JOSE DE JESUS DE LA FUENTE Date

KATHERINE M. KOCAN Date

EDMOUR F. BLOUIN Deate

W ¥332937 vl
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TRADUCCION AL ESPAROL del Documento de Cesién a The Board of
Regents for Oklahoma State University fimado por los cedentes y el
Cesionario

i _

OFICINA DEL SECRETARIO DE ESTADO
ESTADO DE OKLAHOMA

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1981)

1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento piblico
2. Ha sido firmado por Jamie A. Robinson
3. Actuando en capacidad de notario pablico, Estado de Oklahoma
4. Lieva el sello/imbre de Jamie A. Robinson, notario piblico

Certificado

en Oklahoma City, Estado de Okiahoma
ol 20 de diciembre de 2005

por el técnico administrativo
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NUMERO DE EXPEDIENTE: 03300-57338 (04-507)

CEDENTE:
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Corrao elecirdnico: patsnisfRieleragnider.com
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Direceion linsa 1: 321 S. Boston Ave., Sulte 800
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Expediente de Abogado No. 57338/04-597
Cesién
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CESION

CONSIDERANDO QUE, JOSE DE JESUS DE LA FUENTE, residiendo en 400
Squires Landing, Apt. M-5, Stillwater, OK 74074; KATHERINE M. KOCAN, residiendo en 3808
E. 82nd Street, Perkins, OK 74059; CONSUELO GARCIA-ALMAZAN, residiendo en Prol.
Aldama 1424, Frec. La Slemra, Cd. Victoria, Tam. CP 87037, Méjico; y EBMOUR F. BLOUIN,
residiendo en 3808 E. 92nd Street, Perkins, OK 74059, (en adelante referidos como
“CEDENTES") son coinventores de cierta invencién nueva y (fil fitulada “ANT IGENOS
PROTECTORES Y VACUNAS PARA EL CONTROL DE INFESTACIONES DE MULTIPLES
ESPECIES DE GARRAPATAS" para la cual se presentd solicitud de patente de estados
Unidos en octubre 25 de 2004, como ndmero de serie 10/872,789, solicitud que es una
continuacion parcial de la solicitud de utilidad nimero de serie 10/425,563, presentada en abril
29 de 2003, solicitud que reclama el beneficio de la solicliud provisional presentada con
anterioridad nimero de serie 60/378,251; y

CONSIDERANDI QUE, THE BOEARD OF REGENTS FOR OKLAHOMA STATE
UNIVERSITY, una Institucidn de educacion superior localizada en Stilwater, Oklahoma (en
adelante referikdo como “CESIONARIO") esta deseoso de adquirir la totalidad del derecho,
titulo e interés de los CEDENTES en y para la invencidn y solicliud amiba mencionadas, y en,
para y bajo cualqulera y todas las patenies de Estades Unidos y en y todos los palses
exiranjeros; y de hecho ha adquirido tales derechos por virtud de la cesldn anterior por los
CEDENTES al CESIONARIO de |a materia de |a solicitud provisional arrba mencionada;

AHORA, POR LO TANTO, esta ascritura da testimonio de la consideracion buena y
valiosa, el recibo y suficlencia de la cual se reconocs por la presents, los CEDENTES, los
Inventores, han vendido, cedido, transferido y traspasado y por [a presents venden, ceden,
trasfleren y traspasan al CESIONARIO la invencién y solicitud arriba referidas y cualquiera y
todas las divisiones, continuaciones y continuaciones parclales de las mismas, y cualquiera y
todas las patentes de estados Unidos, sus posesiones temitoriales, y cualquiera y todos los
paises exiranjeros que hallan concedido [as mismas, y cualquiera y todas las extensiones,
remisionas o certificados de reexaminacion de tales patentes, Incluyendo todos los derechos
de prioridad y la materia de cualquiera y todas las reivindicaciones que se obtengan en fodas
tales patentes, las mismas seréin tenidas y disfrutadas por el CESIONARIO para su propio uso
y beneficio, y para el uso y beneficio de sus sucesores, cesionarios u ofros representantes
legales, hasta el fin del tSrmino o términos para los cuales se concedan o puedan concederss,
extenderse, reemitirse o reexaminarse tales patentes, tan completa y enteramente como se
tendrian y disfrutarian los mismos por los CEDENTES si esta cesin no hubiere sido hecha.

Y, LOS CEDENTES por la presents autorizan y solicitan al Comisionado de patentss
a emitir cualquiera y todas las patentes de Estados Unidos sobre la invencién, o que resulten
de una solicitud la cual reclame el beneficio de la presents solicitud, y de todas y cualquier
divisién y confinuacién, extensién, reemisién o resxamen de cualquier tal solicliud al
CESIONARIO, y
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por la presente garantizan que tiene pleno derecho para transferir e interés aqul
cedido, Y que no han ejecutado y no ejecutaran ninglin acuerdo en conflicto con ésle.

Y, LOS CEDENTES ademés garantizan y acuerdan por la presents que, en cualquler
momento, por solicitud y a costas del CESIONARIO, ejecutaran y entregarin cualquiera y
todos los documentos que puedan ser necesarios o deseables para perfeccionar el titulo de la
invencién y la solictiud y cuakuier patente que pueda ser concedida por la misma la
CESIONARIO, sus sucesoras, u ofros represantantes legales, y que si el CESIONARIO, sus
sucesores, U ofros representanies legales desean presentar cualquier solicitud de divisién o
continuaclon, o para asegurar una exiensién, reemisién o reexamen de tales patenies, o
presentar un abandono relacionado con ellas, por soliciiud, fimaran todos los documentos,
harén todos los juramenios aproplados, y realizaran todos los actos requeridos para la
presentacion de tal solicitud de division, continuacién o reemisidn, solicitarén el reexamen o el

._v:"" abandono, sin compensacidn adicional,
Y, LOS CEDENTES ademas acuerdan comunicar al CESIONARIO, sus sucesorss,
cesionarios, u otros representantes legales, tales hechos relacionados con la invencién
divuigada en la presente soficitud o la patente que salga de la misma que puedan conocer, y
testificar en cuanto a dichos hechos en cualquier interferencia u ofro litigio cuando asl se les
solicite.
Ejecutada por los suscritos en la fecha indicada.
(Fima) 10-26-05
JOSE DE JESUS DE LA FUENTE Fecha
— (Firma) _10-26-05
S KATHERINE M. KOCAN Fecha
CONSUELO GARCIA-ALMAZAN Fecha
{Firma) 10/26/05

EDMOURF. BLOUIN Fecha
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por la presente garaniizan que fiene plano derecho para transferir e inferés aqul
cadido, y que no han ejecutado y no ejecutarén ningdin acuerdo en conflicio con éste.

Y, LOS CEDENTES ademés garantizan y acuerdan por la prasente que, en cualquier
momento, por solicitud y a costas del CESIONARIO, ejecutardn y entregaran cualquiera y
todos los documentos que puedan ser necesarios o deseables para perfeccionar el titulo de la
invencién y la solicitud y cualquier patente que pueda ser concedida por la misma la
CESIONARIO, sus sucesores, U ofros representantes legales, y que si el CESIONARIO, sus
sucesores, u otros representantes legales desaan presentar cualquier sollcitud de division o
continuacién, o para assgurar una exiension, reemisién o reaxamen de fales patentss, o
presantar un abandono relacionado con ellas, por solicitud, firmaran todos los documentos,
harén todos los juramentos aproplados, y realizaran todos ios actos requerkdos para la
presentacion de tal solicitud de divisidn, continuacién o reemisidn, solicitarin el reexamen o el
abandono, sin compensacion adicional.

Y, LOS CEDENTES ademés acuerdan comunicar al CESIONARIO, sus suceacres,
cesionarios, u otros representantes legales, tales hechos relaclonados con la Invencién
divuigada en la presents sollcitud o la patente que saiga de la misma que puedan conocer, y
testificar en cuanto a dichos hechos en cualquier interferencla u ofro litigio cuando asf se les
solicite,

Ejecutada por los suscritos en la facha indicada.

JOSE DE JESUS DE LA FUENTE Fecha
KATHERINE M. KOCAN Fecha
______ (Fima) Dic/07/05
CONSUELO GARCIA-ALMAZAN Fecha

EDMOURF.BLOUIN Fecha
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UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE

United States Patent and Trademark Office

December 30, 2005

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED HERETO IS A TRUE COPY FROM
THE RECORDS OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK
OFFICE OF THOSE PAPERS OF THE BELOW IDENTIFIED PATENT
APPLICATION THAT MET THE REQUIREMENTS TO BE GRANTED A
FILING DATE UNDER 35 USC 111.

APPLICATION NUMBER: 104%72,789
FILING DATE: October 25, 2004

THE COUNTRY CODE AND NUMBER OF YOUR PRIORITY
APPLICATION, TO BE USED FOR FILING ABROAD UNDER THE PARIS
CONVENTION, IS US10/972,789

By Authority of the

Under Secretary of Commerce for Intellectual Property i
and Director of the United States Patent and Trademark Office [

N

Certifying Officer
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CERTIFICATION UNDER 37 C.F.R. AND 1.10 PATENT Sy
1 hereby certify that, on the date shown below, this comrespondence is being Docket No.: 57338/04-597 ]

with the United Stutes Postal Service in an cuvelope addressed to: Page 1 of 8 S
Mail Stop Putcat Application, Commissioner for Patents, P.0. Box 1450, =
Alexandria, VA 22313-1430 a3 "Express Mail Pog Offics o Address® ||

Mi”lﬂ:l.lhlﬂzﬂ'wmﬁﬂnﬂ on October, 2004.
&
fiigaa (iwpw o print ncms of purson certifing)

Preliminary Classification:
Proposed Class:
Subclass:

NOTE; "All applicants are requested to include a preliminary classification on newly filed patent
applications, The preliminary classification, preferably class and subclass designations, should be
identified in the upper right-hand comer of the letter of transmittal accompanying the application
papers, for example Proposed Class 2, subclass 129."" M.P.E.P. Section 601, 7th ed.

IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

Mail Stop Patent Application
Commissioner for Patents
P.0. Box 1450

Alexandria, VA 22313-1450

NEW APPLICATION TRANSMITTAL

Transmitted herewith for filing is the patent application of

Inventor(s):  José de Jestis DE LA FUENTE
Katherine M. KOCAN
Consuelo GARCIA-ALMAZAN
Edmour F. BLOUIN

For(title): PROTECTIVE ANTIGENS AND VACCINES FOR THE CONTROL OF
MULTI SPECIES TICK INFESTATIONS

Copy provided by USPTO fram the IPW bnage Database on 1223006
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1. Type of Application

This new application is for a(n)

— p— oy p— p—
[WES STy Y

B

Original (non-provisional)
Design

Plant

Divisional.

Continuation.
Continuation-in-part (C-I-P).

2. Benefit of Prior U.S. Application(s) (35 U.S.C. Sections 115(e), 120, or 121)

[X]

The new application being transmitted claims the benefit of prior U.S. application(s).
This application is a _continustion-in-part _ of corresponding application Serial

9

No. _10/425.563 , filed _04/29/2003 ; which in part is a is a _non-provisicnsl _ of

correspanding application Serial No. _60/376,251 , filed _04/29/2002.

3. Papers Enclosed

A.

[}

" Required for Filing Date under 37 C.F.R. Section 1.53(b) (Regular) or 37 CFR.

Section 1,153 (Design) Applieation

_36_ Pages of Specification
6 Pages of Claims

—1_  Pages of Abstract

—4  Sheets of Drawing [Formal]

The enclosed drawing(s) are photograph(s), and there is also attached a "PETITION
TO ACCEPT PHOTOGRAPH(S) AS DRAWING(S)." 37 C.F.R. Section 1.84(b).

[] Formal
[1 Informal
Other Papers Enclosed

—  Pages of declaration and power of attorney

—— Pages of assignment

—— Nonpublication Request and Certification under 35 U.S.C. 122 (b)}(2)(B)(i)
X__ Initial Application Datn Sheet (4_ pg)

— None

—— Other

~ Copy provided by UBPTO from the IFW image Databass on 12882008
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Page 3 of 8
Additiona] Papers Enclosed
[] Amendmentto claims
[] Cancel in this applications claims _-_____ before calculating the filing fee.
(At least one original independent claim must be retained for filing
purposes.) '

P P ey p—y p—y
e bl bl ol Sy

£

[]

]
]

— —

[]  Addtheclaims shown on the attached amendment. (Claims added have been
numbered consecutively following the highest numbered original claims.)

Information Disclosure Statement (37 C.F.R. Section 1.98)

Form PTO-1449 (PTO/SB/OBA and 08B)

Citations _

Declaration of Biological Deposit

Submission of "Sequence Listing," computer readable copy and/or amendment

pertaining thereto for biotechnology invention containing nucleotide and/or amino

[X] NOTE:Ihereby state that the information recorded in computer readable
form is identical to the written (on paper or compact disc) sequence listing.
See 37 CFR 1.821().

Authorization of Attorney(s) to Accept and Follow Instructions from

ve
Special Comments
Other

Declaration or Oath (including power of attorney)

[]

X]

Enclosed

Executed by .

[]1 inventor(s).

[ ] legal representative of inventor(s). 37 C.F.R. Section 1.42 or 1.43,

[] joint inventor or person showing a proprietary interest on behalf of
inventor who refused to sign or cannot be reached.
[ 1 Thisis the petition required by 37 C.F.R. Section 1.47 and the

siatement required by 37 C.F.R. Section 1.47 is also attached. See

item 13 below for fee.
Not Enclosed.
[] Application is made by a person authorized under 37 C.F.R. 1.41 on behalf
of all the above named inventor(s).

[]1 Showing that the filing is authorized.

\20

Copy provided by UBPTO from ths IF'W imago Database on 12/20/2000
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Language
[X] English
[] Non-English

[]  Theattached transiation includes a statement that the translation is
accurate. 37 C.F.R. Section 1.52(d).

Assignment
[X] Anassignment of the invention to

[] isatteched. A separate
[] "COVER SHEET FOR ASSIGNMENT (DOCUMENT)
ACCOMPANYING NEW PATENT APPLICATION" or
[1 FORMPTO 1595 is also attached..
[] will follow.
[X] Assignment previously recorded on _07/14/2003 at Reel (14258 /Frame
Certified Copy
Cextified copy(ies) of application(s)
Country:
Application No.:
Filed:
from which priority is claimed

[] is(are) attached.
[] wil follow.
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9.  Fee Calculation (37 C.F.R. Section 1.16) '
A. [X] Regularapplication
CLAIMS AS FILED
Claims NumberFiled BasicFee  Number Extra Rate Basic Fee
Allowance 37CFR
Section 1.16(a)
$750.00
Total Claims
(37CF.R 53 -20= 33x $ 18.00 594.00
Section -
1.16(c))
Independent
Claims 10 -3= X $ 88.00 880.00
(37 C.F.R. Section
1.16(b))
Multiple _
Dependent X $300.00 00
Claim(s), if any
(37 C.F.R. Section
1.16(d))
[] Amendment cancelling extra claims is enclosed.
[] Amendment deleting multiple-dependencies is enclosed.
[]  Fee for extra claims is not being paid at this time.
Filing Fee Calculation $2.264.00
B. [] Design application
($340.00-37 C.F.R. Section 1.16(D)) )
Filing Fee Calculation s
C. [] Plantapplication
($530.00—-37 C.F.R. Section 1.16(g))
Filing Fee Calculation $
“Copy provided by USPTO from the IFW nags Daiabase on 12728/2005
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Small Entity Statement(s)
[ ] Smallentity statement is claimed at this time.
[X] Small entity statement is not claimed at this time.
Filing Fee Calculation (50% of A, B or C above) $226400

Request for International-Type Search (37 C.F.R. Section 1.104(d))

(complete, if applicable)

[1 Please prepare an international-type search report for this application at the time
when national examination on the merits takes place.

Fee Payment Being Made at This 'l‘ime'
[X] NotEnclosed
[X] No filing fee is to be paid at this time.
[] Eoclosed |
[ 1 Filingfee S

[ 1 Recording assignment
($40.00; 37 C.F.R. Section 1.21(h))
(See attached "COVER SHEET FOR :
ASSIGNMENT ACCOMPANYING NEW
APPLICATION.") $

[ ] Petition fee for filing by other than all the
inventors or person on behalf of the inventor where
inventor refused to sign or cannot be reached
($130.00; 37 C.F.R. Sections 1.47 and 1.17(T)) $

[1 For processing an application witha
specification in a non-English langunge
($130.00; 37 C.F.R. Sections 1.52(d)and 1.17(k)) $___

e e — —
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[] Processing and retention fee
($130.00; 37 C.F.R. Sections 1.53(d)and 1.21(1)) S

[] Fee for international-type search report

(34000. 37 C.F.R. Section 1.21(¢)) $
Total Fees Enclosed ' $
Method of Payment of Fees

[] Checkintheamountof$_____ .

[] Charge Account No. __in the amount of §____.
[ 1 A duplicate of this transmittal is attached.
Authorization to Charge Additional Fees

[] The Commissioner is hereby authorized to charge the following additional fees by
this paper and during the entire pendency of this application to Account No..

[ ] 37CFR Section 1.16(a), (f) or (g) (filing fees)
{1 37C.F.R Sectionl. lG(b).(c)and(d)(pmeﬂnﬁonofannelums)
{ 1 37 C.F.R. Section 1.16(c) (surcharge for filing the basic filing fee and/or
declaration on a date later than the filing date of the application)
[ ] 37CFR. Section 1.17(a)(1)(S) (extension fees pursuant to Section 1.136(s).
[ 1 37CF.R Section 1.17 (application processing fees)
[ 1 37 CFR. Section 1.18 (issue fee at or before mailing of Notice of
Allowance, pursuant to 37 CF.R. Section 1.311(b))
Instructions as to Overpayment
[] CreditAccountNo. _____.
[1] Refund

Correspondence Address

Customer No. 22206

mwmm‘mmﬁhmﬁ...._._.m
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Reg. No.: 36,050
Tel. No.: (918) 599-0621
Customer No.: 22206
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Page 8 of 8
Respectfully submitted,

%A

SIGNATURE OF PRACTITIONER

R. Alan Weeka
(type or print name of practitioner)
321 8. Boston Ave,, Suite 800
P.O. Address

Tulsa OK74103-3318

M T P — —— — ———
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INITIAL APPLICATION DATA SHEET

Application Information

Application Type:: Regular

Subject Matter:: Utility

Suggested Classification::

Suggested Group Art Unit::

Sequence submission?:: Paper

Computer Readable Form (CRF)?:: Yes

Number of copies of CRF:: ~ One .

Title:: Protective antigens and vaccines for the control of
multi species tick infestations '

Attomey Docket Number:: 57338/04-507

Request for Early Publication:: No
Request for Non-Publication:: No

Suggested Drawing Figure::

Total Drawing Sheets:: 4
Small Entity?:: No
Petition Included?:: No

Secrecy Order in Parent Appl.?7:: No

Applicant Information
Applicant One Authority Type:: Inventor
Primary Citizenship Country::  Cuba

Status:: Full Capacity
Given Name:: José de Jests
Family Name:: - de la Fuente
City of Residence:: Stillwater
State or Province of Resldence:: OK
Country of Residence:: USA
Page 1 Initial October 25, 2004

Copy provided by USPTO Tt am the IFW Image Databaes on 12/20/7005



Street of mailing address::
City of mailing address::

400 Squires Landing, Apt. M-5

Stillwater

State or Province of malling addreas:: OK

Country of mailing address::

USA

Postal or Zip Code of mailing address:: 74074

Applicant Two Authority Type::
Primary Citizenship Country::
Status::

Given Name::

Family Name::

Chty of Residence::

State or Province of Residence::

Country of Residence::
Street of mailing address::
City of mailing address::

Inventor

USA

Full Capacity
Katherine M.

Kocan

Perkins

OK

USA

3909 E. 92nd Street
Perkins

State or Province of mailing address:: OK

Country of mailing address::

USA

Paostal or Zip Code of malling address:: 74059

Applicant Three Authority Type::

Primary Citizenship Country::
Status::

Given Name::

Family Name::

City of Residence::

State or Province of Residence::

Country of Residancs::
Street of maliing address::
City of mailing address::

Page 2

Inventor
Mexco

Full Capacity
Consuelo
Garcla-Almazan
Stiliwater

oK

USA _
835 Connell
Stillwater

Initial October 25, 2004

7

|2y

“Copy previded by USPTO from the IFW image Daisbase on 12/2W2008



State or Province of mailing address:: OK
Country of mailing address:: USA
Postal or Zip Code of malling address:: 74075

Applicant Four Authority Type:: Inventor
Primary Citizenship Country::  USA

Status:: Full Capacity

Given Name:: Edmour F.

Family Name:: Blouin

City of Residence:: Perking

State or Province of Residence:: OK

Country of Residence:: USA
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PROTECTIVE ANTIGENS AND VACCINESFOR THE
CONTROL OF MULTI SPECIES TICK INFESTATIONS

CROSS REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS
[0001] This application is a continuation-in-part of copending U.S. Patent
Application Serial No. 10/425,563, filed April 29, 2003, which application claims the
benefit of U.S. Provisional Patent Application Serial No. 60/376,251 filed April 29, 2002.
Both noted priority npplic.':uﬁons are incorporated herein by reference.

BACKGROUND OF THE INVENTION
Technical Field:

[M]mpment_inv;mﬁon relates to the identification of protective antigens
against tick infestations, gene sequences and encoded proteins for such antigens, related
vaccines and methods useful to induce an immune response in mammals, which are
protective against a broad range of tick species. '

Background:

[0003] Ticks parasitize wild, domesticated animals and humans and transmit
pathogens including fungi, bacteria, viruses and protozoon. Currently, ticks are
considered to be second in the world to mosquitoes as vectors of human diseases, but
they are considered to be the most important vector of pathogens in North America
(Parola and Raoult, 2001). Ixodes spp. are distributed worldwide and act as vectors of
buman diseases caused by Borrelia bwrgdorferi (Lyme disease), Anaplasma
phagocytophila (human granulocytic chrlichiosis), Coxlella burneti (Q fever),
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Francisella rularensis (tularemia), B. qfeelii, B. lusitaniae, B. valaisiana and B. garinii,
Rickettsia helvetica, R. japonica and R australls, Babesin divergens and tick-borne
encephalitis (TBE) and Omsk Hemorrhagic fever viruses (Estrada-Pefia and Jongejan,
1999; Parola and Reoult, 2001). Throughout eastern and southeastern United States and
Canada, I scapularis (the black legged tick) is the main vector of B. burgdorferi sensu
stricto and A. phagocytophila (Estrada-Pefia and Jongsjan, 1999; Parola and Raoult,
2001). Besides fxodes, other tick species of medical and veterinary importance include -
those of the genera Amblyomma, Dermacentor, Rhipicephalus and Boophtlus, '

[0004) Control of tick infestations is difficult and ofien impractical for multi-host
ticks such as Ivodey spp. Presently, tick control i.Mwmmmm:
in which different control methods are adapted to one area or against one tick species
with due consideration to their environmentsl effects. Control of ticks by vaccination,
however, would avoid environmental contamination and selection of drug resistant ticks
that result from repested acaricide application (de la Fuente et al., 1998; Garcia-Garcia et
al., 1999, de la Fuente and Kocan 2004). Anti-tick vaccines would also allow for
inclusion of multiple antigens in order to target a broad range of tick species and for
incorporation of pathogen-blocking antigens (de la Fuente and Kocan 2004).

[0005] Recently, vaccines have been developed against one-host Boophilus spp.
(Willadsen, 1997; Willadsen and Jongejan, 1999; de la Fuente et al., 1999; 2000; de Vos
et al., 2001; de la Fuente and Kocan 2004). The recombinant B. microplus BMB6 gut
antigen inciuded in commercial vaccine formulations TickGARD (Hoechst Animal
Health, Australia) and Gavac (Heber Biotec S. A., Havana, Cuba) also confers partial
protection against phylogenetically related Hyalomma and Rhipicephalus tick genera (de
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la Fuente et al., 2000; de Vos et al.,, 2001; de la Fuente and Kocan 2004). However,
immunization with BM86 failed to protect against the more phylogenetically distant
Amblyomma spp. (de Vos et al.,, 2001). These results suggest that using Bm86 or a
closely related gene for the production of vaccines against Iodes spp. or other tick
genera phylogenetically distant from Boophilus spp. (Black and Piesman, 1994) could be
impractical. Therefore, there remains a need to identify broad range vaccine candidates
against tick infestations across phj.rlogeneﬁcally distant speciea (de la Fuente and Kocan
2004).

[0006] In parent application Serial No. 10/425,563 we described the identification
by ELI and sequence analysis of protective cDNA clones against experimental
infestations with / Seapularis in what was the first example of the application of ELI to
arthropods and particularly to ticks (Almazén et al 2003 a,b). It was thought that these .
protective antigens, although identified for I scapularis, might be cross protective
between Ixodes species considering the high degree of conservation of gene sequences
and protein fimction between species of the same genus.

[0007] Surprisingly, it has been discovered that certain of the protective antigens
exhibit activity and are expressed across tick species, and in some circumstances across
genera, thus making possible the use of these common antigens in broad range anti-tick
vaccine formulations.

SUMMARY OF THE INVENTION
[0008] In the parent application, numerous protective antigens derived from I
scapularis were identified and shown to possess protective properties against 7
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scapularis tick infestations Among these antigens were clones end associated
polypeptides designated 4D8, 4F8 and 4E6.  Herein the activity of these particular
protective antigens is demonstrated to extend to other tick species, and, in the case of
4D8, 4F8 and 4E6 to non-Ixodes tick species. In addition, there is provided the recently
discovered sequences (DNA and protein) of tick protective antigen 4D8 derived from
genus Rhipicephalus, particularly Rhipicephalus appendiculatus.

[0009] Sequence conservation and expression of 4F8, 4D8 and 4E6 were
analyzed in L scapularis related species, I pacificus and I ricinus, and in D, variabilis,

R. sanguineus, B. microplus and A. americamum by RT-PCR using the primers specific
for the known 1. scapularis sequences. Expression was detected in 7, ricimus for all three
genes and in I pacificus for 4D8 and 4E6. Expression of 4D8 was also detected in D.
variabilis, B. microplus, R. sanguineus and A. americanum. Corresponding 4D8 genes of
D. variabilis, A. americanum and B. micropius were cloned and sequenced.

[0010] The detection of 4D8 and 4E6 expression in non-Irodes tick species were
the basis for an experiment in which rabbits were immunized with I scapularis derived
4F8, 4D8 and 4ES and challenged with Z scapularis, D. varlabilis and A. americanum
nymphs., Resulis support using the inventive p::otecﬁve antigens in vaccine formulations
for the control of multiple tick species.

[0011] Accordingly, in one embodiment of the present invention there is provided
cDNA sequences, protein encoding fragments thereof, and derived protein sequences for
the multi-species protective antigens denominated 4F8, 4D8 and 4E6.

[0012] In another unbodi_mmt of the present invention there is provided a

vaccine composition comprising the inventive protective recombinant proteins and/or
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modified cDNAs separately or which may optionally be combined with adjuvant to
cnhance the protection efficacy of vaccine preparations against multiple tick species,
wherein the vaccine composition further comprises a pharmaceutically acceplnb.le carrier
or diluent. The vaccine composition also may optionally be combined with tick-borne
pathogen components to provide a means to control tick-bome infections, wherein the
vaccine composition further comprises a pharmaceutically acceptable carrier or diluent
and edjuvant.

[0013] In another embodiment of the present invention there is provided a method
for inducing an immune response in a mammal to provide immune protection, which
reduces or affects infestations by target ticks and/or transmission of tick-bome pathogens,
the method comprising administering to at-risk human population and mammalian
reservoir an effective amount of a vaccine composition comprising the inventive
protective recombinant proteins and/or modified cDNAs alone or in combination with an
adjuvant or tick-borme pathogen components to provide a means to control tick
infestations and to reduce transmission to humans of tick-bome infections, wherein the
vaccine composition further comprises a pharmaceutically acceptable carrier or diluent.

[0014] A better understanding of the present invention and its objects and
advantages will become apparent to those skilled in this art from the following detailed
description, wherein there is described only the preferred embodiment of the invention,
simply by way of illustration of the best mode contemplated for carrying out the
invention. As will be realized, the invention is capable of modifications in varicus

obvious respects, all without departing from the scope and spirit of the invention.
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Accordingly, the description should be regarded as illustrative in nature and not as

restrictive,

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0015] FIG. 1 is & summary of the cDNA ELI spprosch used to identify
protective antigens against I seqpularis infestations.

[0016] FIG. 2A is a graph depicting the results of & primary screen of cDNA
pools (A-H 14, AS) by ELL V, control mice injected with 1 pg vector DNA alone.
*a<0.01, **0<0.05 (Tukey's past-hoc test for peir comparisons after ANOVA). Number
in boxes represent values for inhibition of tick infestation with respect to the control
group.

[0017]FIG.23isamphdepicﬁngﬂwmuluoflpﬁmwmochHA
pools (A6-A10, B-H 5-8) by ELL V, control mice injected with 1 ug vectar DNA alone.
*a<0.01, **a<0.05 (Tukey's posi-hoc test for pair comparisons after ANOVA). Number
in boxes represent values for inhibition of tick infestation with respect to the control
group.

[0018] FIG. 3 is a graph depicting the results of a tertiary screen by ELI of cDNA
sub-pools formed according to the predicted function of encoded proteins. Only groups
with IZIS%mnhom(whitebm).:l‘hsnumbaofengorgedhrnepumomis
expressed as meantSD (black bars). Control mice were injected with mitochondrial (MT)

cDNAs. *P<0.05 (Student’s t-test).
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DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

[0019] Before explaining the present invention in detail, it is important to
understand that the invention is not limited in its application to the details of the
construction illustrated and the steps described herein. The invention is capeble of other
embodiments and of being practiced or carried out in a variety of ways. It is to be
mdmdthuthcphnmhgymdtamohgyemployedhomnmforthcpurposeof
description and not of limitation.

[0020] In the parent application, there were provided 25 sepamte and distinct
scquences comprising 14 cloned cDNA molecules and 11 deduced amino acid sequences
of encoded polypeptides, said sequences having been isolated and ideatified as protective
w I scapularis in sccordance wiﬂllﬂm following described experimental
methodology.

Example 1: Construction of an I. scapularis cDNA
library and screening for protective antigens by ELI

Tick cells

[0021] Monolayers of IDE8 (ATCC CRL 1973) cells, originally derived from
embryonic L scapularis, were maintzined at 31°C in L-15B medium supplemented with
5% foetal bovine serum, tryptose phosphate broth and bovine lipoprotein concentrate
after Munderloh et al. (1994). Cells were. subcultured at 1:5 — 1:10 when monolayers
reached a density of approximately 107 cells/T-25 flask. Medium was replaced weekly.
Library consiruction

[0022] A cDNA expression library was constructed in the vector pEXPI
containing the strong cytomegalovirus CMV s promoter (Clontech). Becanse we planned
to target the early larval stages of I scapwlaris, we chose to construct our library from
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cultured embryonic I scapularis IDES cells-derived poly(A}+ RNA. The cDNA library
contained 4.4 x 10° independent clones and a titer of approximately 10" cfwml with
more than 93% of the clones with cDNA inserts. The average cDNA size was 1.7 kb
(0.5-4.0 kb).
Primary screen

* [0023] The overall schema for identification of protective antigens through ELI,
sequential fractionation and sequence analysis is shown in Fig. 1.

[0024] Nincty-six LBA (master) plates conteining an average of 41 (30-61)
cDNA clones per plate were prepared. Replicas were made and clones from each plate
were pooled, inoculated in Luria-Bertani with 50 pg/ml ampicillin, grown for 2 br in a 96
wells plate and plasmid DNA purified from each pool (Wizard SV 96 plasmid DNA
purification system, Promega, Madison, WI, USA). BALB/c female mice, 5-6 weeks of
age at the time of first vaccination, were used. Mice were cared for in accordance with
standards set in the Guide for Care and Use of Laboratory Animals. Mice were injected
with a 1 ml tuberculin syringe and a 27 gauge needle at days 0 and 14. Three mice per
group were each immunized IM in the thigh with 1 pg DNA/dose in 50 ul PBS. Two
groups of 3 mice each were included as controls. One group was injected with 1 pug
vectorDNAalonemdtheaecondwithnlinsonly.meehlﬂertha.hst
immunization, mice were infested with 100 I scapularis larvee per mouse. Ticks were
artificially reared at the Oklahoma State University tick rearing facility by feeding larvae
on mice, nymphs on rabbits and adults on sheep and using for infestation in our
experiments the larvae obtained from the eggs oviposited by a single female. Twelve
hours after tick infestation, larvac that did not attach were counted to calculate the
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number of attached larvae per mouse and mice were transferred to new cages. Replete
larvae dropping from each mouse were collected daily and counted during 7 days. The
inhibition of tick infestation (I) for each test group was calculated with respect to vector-
immunized controls as [1-(<RL>n/<RL>c x <RL>ic/<RL>in)] x 100, where <RL>n is
the average number of replete larvae recovered per mouse for each teat group, <RL>c is
the average number of replete larvae recovered per mouse for control group, <RL>ic is
the average number of larvae attached per mouse for control group, and <RL>in is the
average number of larvee attached per mouse for each test group.

[0025] Pools of 41 (30-61) L scapularls cDNA clones were screened by ELL
Only 33 cDNA pools and controls were analyzed per experiment. The average tick
infestation leve! was 50+13 and 56115 and 5615 end 54418 larvae/mouse for cDNA
immunized and control mice, respectively (P>0.05) (Table 1). The average number of
engorged larvae recovered per mouse was 943 and 1344 in the cDNA-immunized mice

and 1634 and 1743 in the control vector-immunized group (P<0.05) (Table 1). No

reduction was observed in the number of larvae collected from mice that received the,

vector DNA compared to saline-immunized controls. The maximum mumber of engorged
larvee was collected 3 to 4 days after infestation. However, in mice immunized with
cDNA pools B5, A8 and A10 (Fig. 2) a retardation of larval development in 1 to 2 days
was recorded. The average inhibition of tick infestation (I) was 491+28% and 304+22%
(Teble 1). After two experiments covering the analysis of 66 pools (2705 clones), 9
protective pools (351 clones) were selected producing an inhibition of tick infestation
I260% (Fig. 2A and 2B and Teble 1). When we started these experiments, we planed to
screen over 4000 cDNA clones considering the complexity of the tick genome. However,

by
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to our surprise 9 protective cDNA pools were identified after screening 66 pools
containing 2705 cDNA clones. This result probably reflects the possibility of interfering
with tick infestations at many different levels that involve a Ploiades of gene products.
Results from vaccination experiments against ticks employing recombinant entigens
support this view (reviewed by Mulenga et al., 2000). Because of the complexity of the
screening procedure in mice vaccinated and challenged with tick larvas, it was difficult to
work with more than 9 protective cDNA pools. Therefore we did not continue screening
mchNApoohnndfocu;edommnﬁononthc9poolsulectedaﬁerﬂ1epﬁmary
screen.
Secondary screen

[0026] The secondary screen was done to verify the protective capacity of the
cDNApoohselwbdaﬂéﬂwpﬁmuym(FigZAdeB}Aﬁuthewimarym
of 66 cDNA pools (2705 clones), 9 pools with I>60% were selected for the secondary
screen (re-screening) employing 5 mice per group as described above. Engorged larvae
wmkeptﬁormolﬁnginaQS%l;umiditymhm.Molﬁngofengorgedlarvaewns
evaluated by visual examination of tick nymphs under a stereomicroscope 34 days after
last larval collection. Tho inhibition of molting (M) for cach test group was calculated
with respect to vector-immunized controls as [1-(MLa/MLc x RLe/RLn)] x 100, where
MLn is the number of nymghs for each test group, ML is the number of nymphs for the
control group, RLc is the number of larvae recovered for the control group, and RLi is the
number of larvas recovered for each test group. Control mice were immmumized with the
negative (I=0%) F2 cDNA pool or saline only. A group was included immunized SC with

10
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two doses of 100 pg of total IDES tick cell proteins per dose in Freund’s incomplete
adjuvant.

[0027] All 9 protective cDNA pools gave positive results in the secondary screen
(data not shown). The tick infestation levels were higher in this experiment (average
8516 and 8443 larvae/mouse for cDNA-immunized end control mice, respectively;
P>0.05). Nevertheless, the average number of engorged larvae recovered per mouse was
39+7 and 2646 for control and cDNA-immunized mice, respectively (P<0.05). The group
immunized with total IDE8 tick cell proteins was protected with I=33%. Again, no
reduction was observed in the number of larvae collected from mice that received the
control cDNA (F2 negative pool after the primary screen; Fig. 2A) compared to saline-
immunized controls.

[0028] In the secondary screen, molting of engorged larvac was evalusted after 34
days. Molting was affected in all but one test cDNA-immunized group. Inhibition of
molting in test cDNA-immunized mice compared to the control cDNA-immunized group
varied from 0% to 129 (6+4%). The inhibition of molting was higher than 50% only in
the larvae collected from mice immunized with cDNA pools BS and A10, which showed
a retardation of larval development in 1 to 2 days as in the primary screen. No differences
were observed between control cDNA and saline-immunized mice. Among the larvae
that did not molt to nymph, some were visibly damaged and presented a strong red
eohnﬁmThepaemtofmdlnv;eineDNA-immunizedmioenﬂndbetwamB%tols
% (745%) while in the saline and control cDNA-immunized groups red larvae
represented the 6% and 4%, respectively.

Tertiary screen

11
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[0029] For the tertiary screem, 64 clones wero grouped in 16 sub-pools each
containing 1 to 17 plasmids according to the predicted function of encoded proteins (e.g.,
* all the plasmids that encoded histone protsins were grouped together) and used with 4
sub-pools containing 182 clones of unknown function or with sequences without
hnmologymsequmedmbuenpimmuni.m4mieepermup. Mice were immunized
with 0.3 pg/plasmid/dose in 50 ul PBS and evaluated as described above. Control mice
were immunized with a pool of 20 plasmids containing mitochondrial cDNAs.

[0030] Tick infestation levels were similar in all test groups (7242 larvac/mouse)
and in control mice (6912 larvae/mouse) (P>0.05). The number of engorged larvae
mewﬂmﬁnﬁhbﬂmﬂt(lﬁtﬂmﬂmn&ol(l@mice
(P>0.05). However, the groups immunized with cDNA sub-pools containing clones with
putative endopeptidase, nucleotidase, ribosomal proteins, heat shock proteins, glutamine-
alanine-rich proteins and 3 of the sub-pools with unknown function or with sequences
without homology to sequence databases had [>15% (Fig. 3). Furthermore, among them,
the groups immunized with sub-pools containing clones with a putative endopeptidase,
nucleotidase and two of the cDNA sub-pools with unknown function or with sequences
without homology to sequence databases resulted in lower infestation levels compared to
control mice (P<0.05) and 240% (Fig. 3). Clones homologous to chorion proteins,
vitellogenin receptors, and peptidoglycen recognition proteins were selected for they
potential protection capacity in other stages of tick development.

Statistical analysis

[0031] The number of larvae attached per mouse and the number of engorged

larvae recovered per mouse 7 days after infestation were compared by Analysis of

12
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Variance (ANOVA) followed by a series of Tukey's post-hoc tests for pair comparisons
between cDNA-immunized and control vector DNA-immunized mice (primary screen),
and by Student’s t-test between mice immunized with positive cDNA pools and the
control negative F2 ¢cDNA pool (secondlary screen) or between test cDNA sub-pools-
. immumized and control mice immunized with mitochendrial cDNAS (tertiary screen).
Example 2: MMWJMGM clones

[0032] All the 351 cDNA clones in the 9 pools that resulted positive in the
mndm-yweresequr.nced. DNA from individual clones in these pools was
purified (Wizard SV 96 plasmid DNA purification system, Promega) from the master
plﬂmdmﬁﬂywmedhmﬂmnmmmmmmmw
obtzined. Nucleotide sequences were analyzed using the program AlignX (Vector NTI
Suite V 5.5, InforMax, Narth Bethesds, MD, USA). BLAST (Altschule;tal., 1990) was
used to search the NCBI databases to identify previously cloned sequences that may have
homology to those that we sequenced. Sequmceunlysiullowedgml.:pingtheclonu
according to sequence identity to DNA databases and predicted protein function. The
protective clones selected after the tertiary screen were fully sequenced.

[0033] Comparison to sequence databases permiited to identify sequence identity
to previously reported genes with known function in 152 (43%) of the clones (Table 2).
Fifty seven percent of the sequences were homologous to genes with unknown function
or had no significant identity to previously reported sequences (Table 2). Of the clones
with sequence identity to genes with known function, 85% were homologous to
arthropod sequences. Ninety-three clones (6136) contained sequences homologous to
Drosophila melanogaster, S (3%) 1o other insects and 32 (21%) to Ixodid tick species.

13
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Thirty percent of the clones were eliminated from further analysis based on their
sequence identity, including those containing similar sequences (Table 2). The protective
clones included antigens homologous to endopeptidases, nucleotidases, chorion proteins,
" vitellogenin receptors, peptidoglycan recognition proteins, glutamine-alsnine rich
proteins, ribosomal proteins, and heat-shock proteins.

Summary of results

[M]Themsultl-obuinedwiththevaﬁouspmtecﬁveclonuidmﬁﬁedinﬂu
Sequence Listing, along with cextain selected expressed proteins, are summarized in
Table 4.

[8035] SEQ ID NO:1 denotes the clons designated 4E6, wherein the relevant
protein encoding fragment has been identified as comprising residues 1-117, which
encodes the polypeptide shown in SEQ ID NO: 2.

[0036] SEQ ID NO:3 denotes the clone designated 4D8, wherein the relevant
protein encoding fragment has been identified as comprising residues 80-575, which
encodes the polypeptide shown in SEQ ID NO: 4.

[0037] SEQ ID NO:5 denotes the clone designated 4F8, wherein the relevant
protein encoding fragment has been identified as comprising residues 1-951, which
encodes the polypeptide shown in SEQ ID NO: 6.

[0038] SEQ ID NO:7 denotes the clone designated 4G11, wherein the relevant
protein encoding fragment hes been identified as comprising residues 1-697, which
encodes the polypeptide shown in SEQ ID NO: 8.

14

143

~ Copy provided by USBPTO from the IFW image Database on 1222008



LA
Y 8k

[0039] SEQ ID NO:9 denotes the clone designated 4D6, wherein the relevant
protein encoding fragment has been identified as comprising residues 198-1025, which
encodes the polypeptide shown in SEQ ID NO: 10.

[0040] SEQ ID NO:11 denotes the clone designated 3E1, wherein the relevant
protein encoding fragment has been identified es comprising residues 3-578, which
encodes the polypeptide shown in SEQ 1D NO: 12.

[0041] SEQ ID NO:13 denotes the clone designated 1C10, wherein the relevant
protein encoding fragment hes been identified as comprising residues 1-1119, which
encodes the polypeptide shown in SEQ ID NO: 14.

[0042] SEQ ID NO:15 denotes the clone designated 3E10, wherein the relevant
protein encoding fragment has been identified as comprising residues 51-1544, which
encodes the polypeptide shown in SEQ ID NO: 16.

[0043] SEQ ID NO:17 denotes the clone designsted 4F11, wherein the relevant
protein encoding fragment has been identified ummmm'sl-ms. which
encodes the polypeptide shown in SEQ ID NO: 18. |
_ [0044] SEQ ID NO:19 denotes the clone designated 3C12, wherein the relevant
protein encoding fragment has been identified 88 comprising residues 6-332, which
encodes the polypeptide shown in SEQ ID NO: 20.

[0045] SEQ ID NO:21 denotes the clone designated 2C12, wherein the relevant
protein encoding fragment has been identified as comprising residues 3-137, which
encodes the polypeptide shown in SEQ ID NO: 22.

[0046] SEQ ID NOS: 22, 23 AND 24, denote, respectively, clones 1A9, 1B2 and
4A4, each comprising a p.mi-] sequence with no associated polypeptide.

15
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[0047] It has now been discovered that certain of the protective antigens exhibit
activity and are expressed across tick species, and in some circumstances across genera,
thms making possible the use of these common antigens in broad range anti-tick vaccine

Example 3: Extension of L scapularis Protective Antigens
To Other Tick Species

Methods _
RNA extraction and reverse transcription (RT)-PCR

[0048] Total RNA was extracted from guts and salivary glands dissected from 30
unfed I scapularis females, approximately 100 and 1000 I.. scapularis nymphs snd
larvae, respectively, the egg mass oviposited by one /. scapularis female, salivary glands
dissected from 10 D. variabilis males, salivary glands and guts dissected from 20 4.
americamum and R. sanguineus adults, 10 B. microplus edults and 10 L pacificus females,
respectively and 100-150 Z ricinus larvae, Total RNA was extracted from homogenized
tick samples using TRI Reagent (Sigma), except for I ricinuy and B. microplus RNA
which were extracted using the RNA Instapur kit (Burogentec, Seraing, Belgium) and the
RNeasy mini kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), respectively, according to the
manufacturer's instructions. The final RNA pellet was resuspended in 50-100 p! diethyl
pyrocarbonate-treated distilled deionized sterile water. RT-PCR reactions were
performed using the Access RT-PCR system (Promega, Madison, WI, USA). One ul
RNA was reverse tramacribed in a 50 pl reaction mixture (1.5 mM MgSO,, 1 X avian
myeloblastosis virus (AMV) RT/Thermus flavus (Tfl) reaction buffer, 10 mM random
hexamer, 0.2 mM ecach deoxynucleoside triphosphate (AINTP), 5 U AMV RT, 5u 7y
DNA polymerase (Promega), 10 pmol of each primer) st 48°C for 45 min. After 2 min

16
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incubation at 94°C, PCR was performed in the same reaction mixture with specific
primers and amplification conditions (Table 5). Control reactions were performed using
the same procedures but without RT to control for DNA contamination in the RNA
mﬁmﬂﬁhﬂ“Adﬂthlmed&PCRwﬁm.
Positive control mlcﬁomforthePCRmeperfonnedvyiﬂ!phnnidDNAconhininglhe

- Ve

cloned tick cDNAs and with genomic DNA extracted from I scapularis IDES cells. PCR

pmduchmeleetophomwt}onl%wgelstochnckthesizeofmpliﬁed
fragments by comparison to 8 DNA molecular weight marker (1 Kb Plus DNA Ladder,
Promega). .
Cloning and sequencing of D. variabilis, A. americamun and B. microplus 4D8

[0049] Fragments of the D. variabilis, A. americanum and B. microplus 4D8
c¢DNA were amplified by RT-PCR and cloned into pGEM-T (Promega). Four clones of
cach were sequenced at the Core Sequencing Facility, Department of Bijochemistry and
Molecular Biology, Noble Research Center, Okishoma State University.
Vaccination of rabbits and challenge with I. scapularis, D. variabilis and A. americarum
nymphs

[0850] An experiment was designed to cvaluate the effect of tick protective
antigens on nymphal stages of L scapularis, D. variabilis and A. americanum. One New
Zealand White rabbit per group was each immunized with 3 doses (weeks 0, 4 and 7)
containing 50 pg/dose purified 4F8 and 4D8 proteins or 4E6 synthetic peptide derived
from I scapularis, a combination of 4F8+4D8+4E6 or bovine serum albumin (Sigma) as
control in FIA (Sigma). Animals were cared for in accordance with standards specified in
the Guide for Care and Use of Laboratory Animals. Rabbits were injected subcutaneously
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with 500 p/dose using a 1 ml tuberculin syringe and a 27%4G needle. Two weeks after the
last immunization, mbbits were infested with 100 L scapularis nymphs per rabbit in one
ear and 110 nymphs of each D. varigbilis and A. americamum on the other ear. The
" number of nymphs attached was recorded and engorged nymphs dropping from each
rabbit’'s ear were collected daily and counted during 7 days. D. variabills and A
americanum engorged nymphs were scparated under a dissecting light microscope.
Engorgednymphacolbcudnﬁu_mpl:ﬁonofﬂnfeedinspuiodmwuntedmd
weighted. The inhibition of tick nymphal infestation was calculated with respect to the
control group as described previously for larval tick infestations (Almazin et al., 2003).
The reduction on the weight of engorged nymphs was determined in experimental groups
with respect to the nymphs collected from the control group.

Results

Expression of protsctive cDNAs

| [0051] Expression of genes encoding for tick protective antigens was analyzed at
mRNA and protein levels by RT-PCR and immunohistochemistry, respectively.
Expression of 4F8, 4D8 and 4E6 mRNA was detected in all I scapularis developmental
stages and in guts and salivary glands from adult ticks (Table 6). Control reactions ruled
out contamination with genomic DNA or during the PCR. Furthermore, PCR of tick
genomic DNA showed that the size of the amplified DNA fragments was higher than the
gize corresponding to cDNA fragments, probably due to the presence of intron sequences
in the analyzed genes (Table 6).

[0052] Sequence conservation and expression of 4F8, 4D8 and 4E6 were

analyzed in . scapularis related species, I pacificus and I ricinus, and in D. variabilis,
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R. sanguineus, B. microplus end A. americamum by RT-PCR (Table 6) using the primers
derived from /. scapularis sequences (Table 5). Expreasion was detected in L ricinus for
all threo genes and in I pacificus for 4D8 and 4E6. Expression of 4D8 was also detected
in D. variabilis, B. microplus, R. sangsineus and A. americanum.
Saqm;m of D. varlabilis, A. americanum and B. microplus 4D8

[0053] The sequences of D. variabills, A. americanum and B. microplus 4D8
cDNAs and their deduced amino acid sequences are provided in SEQ ID NOS: 26-31.
The sequences associated with tick protective antigen 4D8 derived from Rhipicephalus
appendiculatus are provide in SEQ ID NOS: 38-39.
Protactive properties af tick antigens against I scapularis, D. variabilis and
A. americamum nymphal infestations

[0054] The detection of 4D8 and 4E6 expression in non-Ixodes tick species were
the basis for an experiment in which rabbits were immunized with /. scapularls derived
promuvoanhgensmdchlllmgedmﬂll scapularis, D. variabilis and A. americanum
hme.Themﬂhmggute@meﬂ'ectoﬂDSimmminﬁonmtheinhibiﬁonofmhﬂ
infestations in all three tick species and & notable effect on D. variabilis nymphs reflected
in the number of visibly damaged ticks and the reduction in the weight of engorged
nymphs (Teble 7). Immunization with 4F8 had an effect on I scapularis nymphal
infestations only and the effect of 4E6 immunization was reflected on 4. americanum
infestations and on the weight of D. varigbilis engorged nymphs (Table 7). The
synergistic effect of the immunization with all three antigens was observed for 4D8 in L
scapularis nympha (Table 7).
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[0055] Experiment 3, then, demonstrates the surprising utility of using I
scapularis tick protective antigens 4D8, 4F8 and 4E6 in vaccine formulations for the
control of multiple tick species.

[0056] Thus, the present invention relates to the identification of these antigens
which are protective against a broad range of tick species, gene sequences and encoded
proteins for such antigens, related vaccines and methods useful to induce an immune
response. Mmgenﬂdly,thcinmﬁcnconeemsthegive-ncDNAsequmumdmy
nucleotide sequence coding for a' protein which is capable of eliciting an antibody or
other immunes response (e.g., T-cell response of the immune system) which recognizes an
epitope(s) of the amino acid sequences depicted in the Sequence Listing, including less
than the full cDNA sequences and mutanty thereof. Hence the nucleotide sequence may
encode a protein which is the entire antigen encoded by the variously identified bases, or
n fragment or derivative of the antigen or a fusion product of the antigen or fragment and
another protein, provided that the protein which is produced from such sequence is
capable of eliciting an antibody or other immune response which recognizes an epitope(s)
of the given amino acid sequences.

[0057] As a result, the invention encompasses DNA sequences which encode for
and/or express in appropriate transformed cells, proteins which may be the full length
antigen, antigen fragment, antigen derivative or a fusion product of such antigen, antigen
fragment or antigen derivative with another protein.

[0058] As will be appreciated by those of ordinary akill in the art, a nucleotide
sequence encoding the inventive antigens or variants thereof may differ from the native
sequences presented herein dus to codon degeneracies, nucleotide polymorphisms, or
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mcleotide substitutions, deletions or insertions. While several embodiments of such
molecules are depicted in the Sequence Listing, it should be understood that within the
mmﬂnofﬂ:eprmtinvmﬁmwmoneormofﬂmnmoleculuimluda
vuimuthatmnnwnnyowuﬁngmﬂm;syntheﬁcquhichmmunﬁﬂly
gimilar to the sequences provided herein and, where appropriate, the protein (including
ppﬁhmdpolypepﬁdeu)thatmmmdedbythequumnumdﬂwiruﬁmﬁ.h
used herein, the nucleotide sequence is deemed to be "substantially similar” if: (a) the
nucleotide sequence is derived from the coding region of a native gene of the various
noted tick species and encodes a peptide or polypeptide possessing the described
lnﬁsu;icity(includina.forple. portions of the sequence or allelic variations of the
provided sequences); or (b) the nucleotide sequennu are degenerate (i.c., sequences
which encode the same amino acid using a different codon sequence) as a result of the
genetic code to the nucleotide sequences defined in (a); or (c) the nucleotide sequence is
at least 95% identical to a nucleotide sequence provide herein, or (d) is a complement of
any of the sequences deucn’bed in (a-c). |

[0059] Proteins included within the present invention have an amino acid
sequence depicted in the Sequence Listing and homologs thereof. Other included proteins
consist of a fragment of said sequence capable of eliciting an antibody or other immune
response which recognizes an epitope(s) of the amino acid sequences depicted and a
mutuant of said sequence capable of eliciting an antibody or other immune response
which recognizes an epitope(s) of such amino acid sequences. With respect to homology
to the native sequence, a variant should preferably have at least 95% amino acid sequence
homology. As used hercin, amino acid "homology” is determined by a computer
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algorithm incorporated in a protein database search program commonly used in the art,
for example, as incorporated in the programs BLAST (BLAST.TM., a computer
program) (Altschul et al., Nucleic Acids Res. (25) 3389-3402, 1997) or DNA STAR
MEGALIGN (DNA STAR MEGALIGN.TM., a computer program) which return similar
results-in homology calculations.

[0060] The nucleotide sequences may be inserted into any of a wide variety of
muimmmbyl;nﬁetyofpmcedeudlpmwdwmdcthﬁsmdmedm
be known by those skilled in the art. Suitable vectors include chromosomal,
nonchromosomal and synthetic DNA scquences; e.g., derivatives of SV40; bacterial
plum_ids;_ph-geDNAs; yeast phMﬁ;WdﬁMﬁmmﬁmﬁm of plasmids
and phage DNASs, viral DNA such as baculovirus, vaccinia, adenovirus, fowl pox virus,
pnudonbies.eh.ﬂnnppmpﬁmDNAsequeneemmtbeopenﬁv&yﬁnkedinﬂm
vector t0 an appropriate expression control sequence(s) (promoter) to direct mRNA
synthesis. As representative examples of such promoters, there may be mentioned LTR or
SV40 promoter, the E. coli lac or trp, the phage lambda PL promoter and other promoters
known to control expression of genes in prokaryotic and eukaryotic cells or their viruses.
The expression vector also includes a non-coding sequence for a ribosome binding site
for translation initistion and a trenscription terminator. The vector may also include
appropriate sequences for amplifying expression.

[0061) The vector containing the appropriste cDNA sequence as hereinabove
described, as well a3 an appropriste promoter or control sequence, may be employed to
transform an appropriate host to permit the host to express the protein. Examples of host
organisms and cells include bacterial strains (e.g., E. cofli, Pseudomonas, Bacillus,
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Salmonella, etc.), fungi (e.g., yeasts and other fungi), animal or plant hosts (e.g., mouse,
swine or animal and human tissue cells). The selection of the host is deemed to be within
the scope of those skilled in the art.

[0062] It is also understood that the appropriate cDNA sequence present in the
vector when introduced into a host may express part or only a portion of the protein
which is encoded within the noted tmnimlogy. it being sufficient that the expressed
protein be capable of eliciting an antibody or other immune response which recognizes an
epitope(s) of the listed amino acid sequences.

[0063] The isolated cDNAs and/or polypeptide expressed by the host transformed
by the vector may be harvested by methods which will occur to those skilled in the art .
and used in a vaccine for protection of a mammal, such ss dogs, cattle, humans, ets.,
sgainst infestations of Lxodes and non-Ixodes tick specics. Such protective recombinant
proteins and/or modified cDNAs are used in an amount effective to induce an immune
response against such ticks and their sysociated pathogens and may be used in
combination with a suitable physiologically acceptable carrier. The term "inducing an
immune response” when used with respect to the vaccine described herein means that the
vaccine prevents disease associated with a particular tick species or redices the severity
of the disease.

[0064] The carrier employed in conjunction with vaccine may be any one of a
wide variety of carriers. As representative examples of suitable carmiers, there may be
mentioned minera] oil, synthetic polymers, etc. Carriers for vaccines are well known in
the art and the selection of a suitable carrier is deemed to be within the scope of those
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skilled in the art. The selection of a suitable carrier is also dependent upon the manner in
which the vaccine is to be administered.

[0065] The present invention provides a method of immunizing a susceptible
.mlmmnl,lgainltinfunﬁo;nnnddimumdbyﬁchwiﬂnhevaccine described
above. For purposes of this invention, the vaccine is administered in an effective amount.
The vaccine may be administered by any of the methods well known to those skilled in
the art, for example, by intramuscular, subcutaneous, intraperitoneal or intravenous
injection. Alternatively, the vaccine may be administered intrannsally or orally. It is also
mbeunderstmdtimmovminemyinqludelcﬁvecomponum.suchuﬁck-bome
pathogen components or adjuvants in addition to the antigen(s) or fragments hereinabove

{0066] The host expressing the antigen may iu;ifbemdmdéliwmﬁgmm
non-human enimals, by introducing killed or visble host cells that are capable of
pmpqlﬁnginthnmimd.DirFahmrponﬁonofthecDNAlequmcuinhl:mumlh
myﬂgobemdbinhnducethenqumcesinbmimﬂwﬂsformﬁonofmﬁmin

vivo.
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Table 1. Primary screen of the I, scapularis cDNA library by ELI in mice.

Experimental | Number | AveragetSD | AverageiSD | AverageiSD | Number of
group” of pools number of numberof | inhibition of pools
screened larvae engorged tick selected for
(Number |. attached rer larvae per infestation the
of clones) mouse mouse® o® secondary
screen
Experiment 1 | 33 (1383) | 50+13 (33-80) 943 39155% 6 I>75%)
(2-42) (-183 - 87%)
Vector DNA- - 56113 (45-67) | 1614 (5-27) —-— -
immunized
controls for
experiment 1 :
Experiment 2 | 33 (1322) | 56+15 (29-79) | 1344 (1-27) | 27428% 3 (1>60%)
(-53 - 89%)
Vector DNA- - 54118 (36-73) | 1743 (6-28) —_— —
immunized
controls for
experiment 2

*Ninety six LBA plates containing an average of 41 ¢cDNA clones per plate were prepared. Replicas were
made and clones from each plate were pooled, inoculated, grown for 2 b in a 96 wells plate and plasmid
DNA purified from each pool for ELL Three mice per group were each immunized IM twice with | pg
DNA/dose in 50 pl PBS two weeks apart. Two groups of 3 mice each were included as controls. One group
was injected with vector DNA and the sscond with ssline only.

“Fifieen days after the last immunization, mics were Infested with 100 /. scapularis larvee per mouse.

Twelve hrs Igter, larveo that did not attach were counted to calculnte the number of attsched larvas per

mouse and mice were transferred to new cages.
“Engorged larvae dropping from each mouse were collected daily and counted after 7 days.

“Tho inhibition of tick infestation (T) for oach test group was calculated with respect to vector-immunized
controls as [1(RLa/RLc x RLic/RLin)) x 100, where RLn is the aversge aumber of replets larves
recovered per mouse for oach test group, RLc Is the averags mumber of replste larvae recovered per mouse
for control group, RLic is the averngs number of larvae attached per mouse for control group, and RLin is
the average number of jarvas attached per mouse for each test group.
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Table 2. Classification of the clones in protective pools by pulative protein function
according to identity to sequence d itabases.

Putative protein Function Number of clones
Biosynthetic"

Catabolism

Cell adhesion

Cell cycle"

Cytoskeletal”

Defense

DNA structure or replication"
Extracellular matrix

Endocytosis

Energy metabolism

Homeostasis

Morphogenetic

Mitochondrial®

Protein svnthesis or . BB
RNA synthesis or processing”

[~ — w —
MR ENRRLONGZNUL NE N RDAN

*Eliminated from further screening of p otective antigens, Other clones were eliminated for containing
similar sequences.
*Except for ribosomal protetns.
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Table 3. Grouping of the clones according to the predicted function of encoded proteins

in sub-pools for the tertiary screen.
Sob- 0. of clones Clone Pool’
Ribosomal (17) 1A2, 1A10, IC11 AS
1F6 D1
2B8 AlD
2F8, 2F10 E8
3A10,2C3, 3D2, 3ID10 B4
3G9, 3G10 E3
4D1], 4D12, 4E7, 4F7 Fl
Membrane protein (7) 1D8, 1D11], 1EI0 D1
2812 Al0
2HS ES
ko) B4
3611 E3
ATPase (6) 1A9, 1B2, 1C9 AS
209 AlD
4A4 Cc3
_ 4G12 Fl1
Cell channel/Transporter (5) 1P4 D1
2H11 ES
4A12 c3
4G10, 4G11 Fl
Early dovolopment-specific (4) IC8 AS
3F4 E3
4C7 c3
4G9 Fl
O protein-coupled receptor (4) 2B7,2C12 AlD
. 2F12 ES
_ 4o 3
Growth fsctor receptor (3) 2E8 BS
iBs, 3C8 _B4
Lectin (3) 3EI0 E3
_ 4B8, 4C8 C3
Vitellogenin (3) IF12 DI
4A6 Q
4G2 F1
Heat shock (3) IClo AS
1F10 Dl
IF6 E3
EGF-liks (2) 2H4 ES
4C10 Q
Secreted protein (2) 2M E8
_ C12 B4
Glutamine-Alanine rich (2) 4D6, 4E6 Fi
1 3EI <]
Endopeptidase (1) 4D8 Fl
Nucleotidase (1) 4F8 F1

"tDNA pools refer to positive pools after primary and secondary screens (Fig. 2A and 2B).
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Table 4: Summary of results with I. scapularis cDNA clones.

”ﬁa |6

ecDNA Predicted Protein Inhibition | Inhibition | Efficacy
clone of tick of molting
infestation
1(%) M (%) E (%)
4D8 Endopeptidase 40%/54%+ TH/8 44*/58**
4F8 Nucleotidase 50%/64** 17%/9%* | 58%/61%*
1C10 HSP70 17* ND ND
4D6 Glu-Ala-rich 61* 11 66*
4E6 Glu-Ala-rich 20%/46%* 16** 55%¢
3El B-adaptin (appendage region) 27" 3" 31*
2C12 Beta-amyloid precursor protein -gres ND ND
(APP)
4F11 Block of proliferation Bop! T ND ND
3E10 Mannose binding lectin 48%/.10%** ND ND
4G11 Chloride channel Jgees 30 57
3C12 RNA polymerase III =104+ ND ND
1A9, 1B2, ATPase 57400 ND ND
4A4

Mice were immunized with cDNA-containing expression plasmid DNA as described above (*) or with 100
pg/dose of recombinant proteln expressed in £ coli (**). 1, M and E were calculated as described above.
ND, not determined.

""Ruuludmlln-feedm;u:um This effect could be dus to the expression of cDNAs encoding for
anticoagulants and other proteins with low antigenicity and a pro-feeding

activity. Altematively, they could encods for proteins homologous to host proteins with antl-tick activity,

which neutralization results in a tick pro-feeding activity.

tick Immunos:
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Table 5. RT-PCR conditions for the characterization of expression profiles of tick

protective cDNAs.
cDNA RT-PCR primers (5°-3") PCR Size of Size of
conditions” m"% DNA
1 i i Ie
4FB. | AFORS: GCGTCGTGTGGAGCATCAGCGAC | 94°C,30sec| 972bp | >1,600bp
(SEQ ID NO: 32) " 61°C. 30 sec
4F8-R: TCGCAACGGACAACGGCAGGT P
(SEQ ID NO: 33) __6_8_°C.2m
4D8 | 4DBR5: GCTTGCGCAACATTAAAGCGAAC | 94°C,30sec| S577bp | >1,600bp
8-R: TECTROTTTGEAGKTGCOCATCA | S0.Cr 30 360
4{DB-R: .
(SEQ ID NO: 35) 68°C, | min
4E6 | 4EGR5: GAARTATCTGTGAAACCAAGGCC | 94°C, 30sec | 138bp | ~1,600 bp
(SEQ ID NO: 36) 52°C, 30 sec
4E6U-R: ATTGCACAACACATCATTAACTG | ‘canrt 4 o
(SEQ ID NO: 37) ’

*PCR conditions are indicated for denaturing, annealing and polymerization steps, respectively.
"Calculsted from the sequence of the cDNA insert.
°Estimated from the PCR of IDES genomic DNA.

Table 6. Expression profile of mRNAs encoding for protective antigens in ticks.

1. scapulariy 7 s | I rickes | £ americasen | B variebifis | X smgetensy | K
RNA I{ell|n|g]| sivmy
Dlgje]y|n B
SouUrce tE|jgirim|t 1
Ba]jv|p]| (]
s| h n
[N I | d
| |
Clone - mRNA expression
4F8 | HH+|+|+H] + - + - - - -
4D8 |HH+[+]+] + + + + + + +
4B6 |HH+|+|+ + + + + - - -

Expression of mRNAs encoding for tick protective antigens 4F, 4D8 and 4E6 was smalyzed by RT-PCR in
different tick species using the primers derived from I scapulariy sequences.
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Table 7. Results of vaccination with recombinant tick protective antigens on J

scapularis, D, variabilis and A. americanum nymphs,

Tickspecies | Iohibiion  of Gk  mymphal | Reduction in the weight of
infestation (%)" engorged nymphs (%)"
4D8 4F8 4E6 All 4D8 | 4F8 | 4E6 All
I scapularis 35 39 Q 63 0 0 0 0
D. variabilis 22 0 5 8 32 0 27 0
A americamm 17 9 36 12 3 | 0 16

wmmmumdwmwmumlmnmw

above for tick larval infevintions.

Average welght per engorgod mymph with respect to the weight of nymphs collected from the control

Foup.
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[0067] In view of the above, it will be seen that the several objectives of the
invention are achieved and other advantageous results attained. As various changes could
MMEMMDNAMW.mﬁWWMhmd
ﬂteinmﬁon,itiaintmdedﬂm:ﬂmmero;mimdhﬂmabowdewﬁpﬁmwshmm
the accompanying drawings shall be interpreted as illustrative and not in a limiting sense.
While the invention has been described with a certain degree of particularity, it is
understood that the invention is not limited to the embodiment(s) set for herein for
purposes of exemplification, but is to be limited only by the scope of the attached claim
or claims, including the full range of equivalency to which each clement thereof is
entitled.
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WHAT IS CLAIMED IS:

L. An isolated polypeptide selected from the group consisting of tick derived
polypeptides designated 4D8, 4F8 and 4E6.

-2. A multi species anti-tick vaccine composition comprising the polypeptide
of claim 1 and a pharmaceutically acceptable carrier or diluent.

3. The isolated polypeptide of clsim 1, wherein the polypeptide comprises
the tick derived polypeptide 4D8.

4. An isolated polypeptide comprising the amino acid sequence of at least
one of SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO: 31, or SEQ ID
NO:39.

5. A multi species anti-tick vaccine composition comprising the polypeptide
of claim 4 and a pharmaceutically acceptable carrier or diluent.

6. The polypeptide of claim 4, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQIDﬁO:!I.

7. The polypeptide of claim 4, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:27.

8. The polypeptide of claim 4, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:29. |

9. The polypeptide of claim 4, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:31.

10.  The polypeptide of claim 4, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:39.
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21. A multi species anti-tick vaccine comprising an effective immunizing
amount of an immunogen selected from the group consisting of (i) the isolated cDNA
molecule of claim 18, (ii) the polypeptide encoded by the isolated cDNA molecule of
cllimls.nnd(iii)lcombi!;aﬁonofﬂleinolatechNAmoleculeofclaim 18 and the
encoded polypeptide, and further comprising a pharmaceutically acceptable carrier or
dilvent,

22, Amethodofinducingan‘inmunempomeinamma]againstmﬂti
species tick infestation and their associsted pathogens, comprising administering o the
mammal the vaccine of claim 21. '

23.  The polypeptide encoded by the isolated cDNA molecule of claim 18.

24.  An isolated cDNA molecule which encodes a tick derived antigenic
polypeptide, said molecule having a nucleotide sequence that is at least 95% homologous
to at least regidues 10-951 of SEQ ID NO: 5.

25.  An expression vector comprising the isolated cDNA molecule of claim 24.

26.  Anisolated cell transformed by the expreasion vector of claim 25.

27. A multi species anti-tick vaccine comprising an effective immunizing
amount of an immunogen selected from the group consisting of (i) the isolated cDNA
molecule of claim 24, (ii) the polypeptide encoded by the isolated cDNA molecule of
claim 24, and (iii) a combination of the isolated cDNA molecule of claim 24 and the
encoded polypeptide, and further comprising a pharmaceutically acceptable carrier or
diluent.

39
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28. A method of inducing an immune response in » mammal against multi
species tick infestation and their associsted pathogens, comprising administering to the
mammal the vaccine of claim 27.

29. The polypeptide encoded by the isolated cDNA molecule of claim 24.

.30.  An isolated cDNA molecule which encodes a tick derived antigenic
polypeptide, said molecule having a nucleotide sequence that is at least 95% homologous
to SEQ ID NO: 26. |

31.  Anexpression vector comprising the isolated cDNA molecule of claim 30.

32.  Anisolated cell transformed by the expression vector of claim 31.

33. A multi species anti-tick vaccine comprising an effective immunizing
amount of an immunogen selected from the group consisting of (i) the isolated cDNA
molecule of claim 30, (ii) the polypeptide encoded by the isolated cDNA molecule of

claim 30, and (jii) » combination of the isolated cDNA molecule of claim 30 and the

encoded polypeptide, and further comprising a pharmaceutically acceptable carrier or
dituent. '

34, A method of inducing an immune response in 8 mammal against multi
species tick infestation and their associated pathogens, comprising administering to the
mammal the vaccine of claim 33.

35.  The polypeptide encoded by the isolated cDNA molecule of claim 30.

36. An isolated cDNA molecule which encodes a tick derived antigenic
polypeptide, said molecule having a nucleotide sequence that is st least 95% homologous
to SEQ ID NO: 28.

37. Anexpression vector comprising the isolated cDNA molecule of claim 36.
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Copy provided by USPTO from ths IFW image Daiabase on 12203005



38.  Anisolated cell trangformed by the expreasion vector of claim 37.

39. A multi species anti-tick vaccine comprising an effective immunizing
amount of an immunogen selected from the group consisting of (i) the isolated cDNA
molecule of claim 36, (ji) the polypeptide encoded by the isolated cDNA molecule of
claim 36, and (iii) a combination of the isolated cDNA molecule of claim 36 and the
encoded polypeptide, and further comprising a pharmaceutically acceptable carrier or
diluent.

40. Amethodofinducinganimmunerupominnmmmdlgﬁmtnﬂﬁ _

species tick infestation and their associated pathogens, comprising administering to the
mammal the vaccine of claim 39.

41, ThcpolypeptideemodedbytheisoﬂchNAmoleculeofclaimié.

42. An isolated cDNA molecule which encodes a tick derived antigenic
polypeptide, said molecule having a nucleotide sequence that is at least 95% homologous
to SEQ ID NO: 30.

43.  Ancxpression vector comprising the isolated cDNA molecule of claim 42.

44.  Anisolated cell transformed by the expression vector of claim 43.

45. A multi species anti-fick vaccine comprising an effective immunizing
amount of an immunogen sclected from the group consisting of (i) the isolated cDNA
molecule of claim 42, (ii) the polypeptide encoded by the isolated cDNA molecule of
claim 42, and (iii) a combination of the isolated cDNA molecule of claim 42 and the
encoded polypeptide, and further comprising a pharmaceutically acceptable carrier or
diluent.

4]
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46. A method of inducing an immune response in a mammal against multi
species tick infestation and their associated pathogens, compriging administering to the
mammal the vaccine of claim 45.

47.  The polypeptide encoded by the isolated cDNA molecule of claim 42.

48. An isolated ¢cDNA molecule which encodes a tick derived antigenic
polypeptide, seid molecule having a nucleotids sequence that i t least 9% homologous
to SEQ ID NO: 38.

49.  An expression vector comprising the isolated cDNA molecule of claim 48.

50.  Anisolated cell transfarmed by the expression vector of claim 49,

51. A multi species anti-tick vaccine comprising an effective immunizing
amountofmimmmog.mselectedfmmthegroupeomistingof(i)theisollwchNA'
molecule of claim 48, (ii) the polypeptide encoded by the isolated cDNA molecule of
claim 48, and (jii) a combination of the isolsted cDNA molecule of claim: 48 and' the
encoded polypeptide, and further comgrising a pharmaceutically acceptable carrier or
diluent. |

.52. A method of inducing an immune response in & mammal against multi
species tick infestation and their associated pathogens, comprising administering to the
mammal the vaccine of claim 51. |

53.  The polypeptide encoded by the isolated cDNA molecule of claim 48.
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FuenteCIP.ST25
SEQUENCE LISTING

<110> De La Fuente, Jose de Jesus
Kocan, Katherine M.
Garcia-Almazan, Consuelo
Blouin, Edwin F.

<120> Protective Antigens and vaccines for the Control of multi Species

Tick Infestations
<130> 04-597

<150> 10/425,563
<151> 2003-04-29

<150> 60/376,251
<151> 2002-04-29

<160> 37
<170> PatentIn version 3.2
<210> 1
a‘zm 349
<212> DNA
<213> Ixodes scapularis

<400> 1
atggaaatat ctgtgaaacC aaggcccaca aaaaggaaaa gaaaggccat catcatcatg

gcaagaatga gaacagcatt ccccaccaga agtggoaaca gettctcaag gacttgaaca
gttaatgatg tgttgtgcaa ttcgaatgtg getgcaacct cgctagagaa catagtcgac
cagctgtagt gctctagtat taaccaagaa gecagtattct gccgtcatat gtacaggcag
atttgttacg gcattttcag ctttttttta tacaaaatgt agttcttgtt taaaaaaaac
Ctaaaitaaa acaaagccac 3aaaaaaaaa aaaaaaasaa aaaaaaaaa

S5 b

<«212> PRT
<213> Ixodes scapularis

Gii <A00> 2
Met Glu Ile Ser val Lys Pro Arg Pro Thr Lys Arg Lys Arg L¥s Ala
1 5 10 1

Ile Xle Ile :gt Ala Arg Met Arg ggr Ala Phe Pro Thr gsg Ser Gly

Asn Ser ;ge Ser Arg Thr

<210> 3
<211> 2693
<212> DNA

120
180
240
300
349
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Ixodes scapularis

misc_feature
(685)..(685)
nisa,c,g,ort

misc_feature
(1962)..(1962)
nisa,c,g,ort

<400> 3
ggtttotget gcttggaaaa tccaccagga

gagctaagec tatcgcagga tggettgege
gctgcatagt ccaaacggaa gatcgcccaa
acaagcagcg actcccccaa caagggeaca
gccaccgaaa ttaacttcag aggagatage
gcageggege aageagetct gettctegte
tcccectgeg gecgattgeg gaccagecte
gtegecegtyg cgcagggace aaccectett
gcgcatgatg aaggagegeg agagecagat
caagctggea gagcagtacg acacatttgt
gtttgapggt gccactccaa getatttgte
ggaactttga gggtttgtgc taganggaag

acacttagac tcggcaageca agecagarce.

cagtggtgtc ttcggagttt ttttttttcc
caactcttta cggaactggt gtgcatccat

cggatcatct acggaggaag aagtgtgtat

@ tttttaaccg tettgecate tcgecataga

gaatgttatg caaaggttgg aagtcagttt
tgagtatggt tagtcaccgt ttacttttca
ccaactctcg trrgrtctitt atttttagga
catgcaagtt agcgagggta cgaggaaaag
gtagttcaac tgpgpggtgg pattgtaaag
tggctatatt acttgcattg agggggagga
gtattttgga aaggaataaa aacaaaaatt

cactacaggg tgtgtgtgce tcttgtatct

FuenteCIP.ST25

gcctgcaacc gcaaaaaagt tcatcatccg
aacattaaag cgaacacacg attgggatcc
acgacggaga tgtatgcctt tgtcggtcac
ccaaatcaac ccttcaccct tcggtgaagt
ggccaacatt cgggaggaaa tgcgacgtct
tcceetggag tegggetcce cgteggegac
cceccacggge ctgtcccccg ggggectget
caccttccge caggtgggge tcatctgega
acgcgacgag tacgaccacg ttctgtctge
caagtttacg tacgaccaaa ttcagaageg
ataacatgat gggcatctgc aaacaagcaa
aaacccatgg tggggaagga cacaagacca

tgtogogtec 999gacgogy ggaatgagtc

ttctcccttt coctegtctt crtttiggea .

tccccgaaag tgcaagagaa ggactcgegg
gcetrtgtge tttgggtcte cttttttttt
agacctgtga tctagcaaac aaaggtgtgc
gaaagtggag cgagagaaaa ttttgtatgc
ggagggggat gactgaggaa cggagcegee
tactttctct gtggcgagaa tttgtgtgto
aagggttata aaatattctg ggtgagagct
acctgcgggt accgagagga ccgcatgetc
ggaatgctgg acctcgagca gagccagcaa
ggcttagtgt acagatgtat aatatatatg

tccegtgegt tgtgtcectc ttgeggettg
Page 2
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720
780
840
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cccatctgac aaccgcctgt gtacataggc caacgcaagt cttcagcatg gecaccctett 1560
cttttrcctt ttttttitct cataagtaat tttgaaggag agaatatttt gatttctaag 1620
actcccaaaa catcaagtgc tctggtggtc ggaattctac aagtgcgaaa gttcctttet 1680
tttttttgtt tcgagatagg aatggcttca ggttgtgctg cctatgettt ggccacactt 1740
tggaacacct gcaacagcga attaactggt gtaggcectgt gacacttgca cageegtgtt 1800
tttttttitt tittttgtag ttttgcagta ataaaaactt gttatggaaa gagtgcatta 1860
tgctatggca ttgtctgcety ctatgcttat tggaatgcat goctgatgtg tgttgtgett 1920
gaggatagtg aagtggtatt gcagggttgg aaagpagctt anaatgcctt ctggettttg 1980
cataagcgtg gctttgggtg tcgtctgage ttgtcaatca cagtgcaaca tgcactrtgt 2040
Ccaattggtt tattggggac tgcttttggg tgcagagttt gactaatttt tagtaatgct 2100
tcaaatgcaa cgcttctgtp ttpatcgcag ttcatcaact cgtcgatcat tatgcatgtg 2160
aaaaactgct cacgtaaact gtatgttgat atcacagttg cactgaggaa gcctggetta 2220
apatggtgtg tgcaagtgct tggcacactg cgtattttcc agcataaagce tggtagtgta 2280
caggtgctge tgtragtagc aaactttctg ccattgctge cacaattcat gcatgaatga 2340
gtgttgggga gtatgttagt ttatcttttc aaaactgatt tgaagtacca gtgtcctata 2400
tttttgccat tgcattaata tggatcctge attgtttacg gamaaaagtg ataacattaa 2460
ttatgaaaga tattaagcga gtttattgac ttttccagga gaatttagac caggaggcac 2520
tacatagcct gtggtctget ttgttatgtt gacttggttt ttgtggaaat tagttctaaa 2580
agtttacaat ctttttggca tgacttgttt gecattgecat tgtaatttgg ccattattag 2640
aataaaggca ctctctcagt acctaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaa 2693
Gi> 1

:%%;: ;Ezdes scapularis

<400> 4

;et Ala Cys Ala ;hr Leu Lys Arg Thr gas ASp Trp Asp Pro igu His

Ser Pro Asn Gly Arg Ser Pro Lys Arg Arg Arg Cys Met Pro Leu Ser
20 25 30
val Thr GIn Ala Ala Thr Pro Pro Thr Arg Ala His GIn Ile Asn Pro
35 40 45

ser ;So Phe Gly Glu val ;;o Pro Lys Leu Thr :Er Glu Glu Ile Ala
Page 3
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FuenteCIP.ST25

Ala Asn Ile Arg Glu Glu Met Arg Arg Leu GIn Arg Arg Lys GIn Leu
65 9 70 g Arg 75 ro Arg Ly 1]
Cys Phe Ser Ser Pro Leu Glu Ser Gly Ser Pro Ser Ala Thr Pro Pro
85 80 95
Ala Ala As Gly Pro Ala Ser Pro Thr Gly Leu Ser Pro Gly Gl
P % y ~ 105 y 110 y oy
Leu Leu Ser Pro val Arg Arg Asg Gin Pro Leu Phe Thr Phe Arg GIn
115 12 125
val Gly Leu Ile Cys Glu Arg Met Met Lys Glu Arg Glu Ser Gin Ile
iy Lo Tie e Gl 4y e et L= Gl g
Arg Asp Glu Tyr Asp His val Leu Ser Ala Lys Leu Ala Glu GIn Tyr
@ M T AP IS %3 %
Asp Thr Phe val Lys phe Thr Tyr Asp GIn Ile GIn Lys Arg Phe Glu
P 1!5 v P 170 ys Arg 175
Gly Ala Thr Pro Ser Tyr Leu Ser
y 50 Ty

<210> 5

<211> 1821

<212> DNA

<213> Ixades scapularis

<221> misc_feature
222> (1487)..(1487)
<223» nisa,c,g,ort

<220>

o <221> misc_feature
<222> (1595)..(1595)
<223» nisa, c, g, ort

<221> misc_feature
(1606) . . (1606)
<223» nisa,c, g,ort

<221> misc_feature
<222> (1623)..(1623)
<223> nisa,c,g,ort

<221> misc_feature
222> (1762)..(1762)
Page 4
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<223» nisa, c,g,ort FuentecIp.sT23
3%% misc_feature
<222> (1789)..(1789)
<223> nisa,c, g, ort
<400> S
atggcgtcgt gtggagcatc agcgacgggt cctctegtce taagagtaat ttccaacact 60
gttaaaatag ttaacagcgc cggaaagata atcaaggaca tcatgaacag tggaaacctc 120
ggaatcgtcy aaaaggaagg catcaatgac ctgcaaacgg aggcagacag atctgttcag 180
cgetgecatty tgactteget ctegagacag ttcccaaaac tgacaataat tggtgaagag 240
actctggagg agaaaaagat cagcgacgac tggatcatca ccgagcatga caaggatgtc 300
ctggccactt ctctgecgga caacctgaag aacatcaaag aggaagattt ggtagtctgg 360
gttgatccrc tggatggaac caaggagtac acacagggtt tcctgpacca cgrpacgatc 420
ctggtgggga ttgcggttga cggtaaggca gtgggtggag tgatccacca geegtactac 480
GiiLactaccapg tggagaagpa cgtctacaag cagoggacpta ccatgtgggg cattgtcpgce 540
gtcggtgect ttgggatcte gegeattgeg cctocggaga acaagaggat catcactacg 600
acgegetece attccagece caccatcaac agectgcattg aagccatgaa tccggacgag 660
gtgctgcgag ttggaggtge cgggcacaag gtgctgetgt tgattgaggy caaggctcac 720
gcttacgtgt ttcccagcaa agggtgcaag aaatgggaca cttgtgcccc cgaagegatt 780
cttcatgeca ctggepgect tcttacagat gritcacggga acagattgga graccacaag 840
gacgtggaac acgtcaatgc cggeggcgtt cttgccacct gecctgaagga acaacacgaa 900
tggttcaaga accacattcc cgaagatgtc cgcaagacgc ttcctctatg agcaacctgce 960
cgttgtccgt tgcgatcaca ctcaagtcge gtttttectt taactrigtg gtgatgeggt 1020
tcaaagtctt atactattag tgttttggtg gtccaaatat tattactaaa aaaacccgga 1080
gacatgggac acaaaaaaat gpaggggcgg gacaataagg tctcgaacac agctcgtaca 1140
gaatttttta aaataatgtt gatttcaggt ttatttgtpg aaactctgaa attaaccgtt 1200
atgtcattat ttgggttgtg ccgtttgaaa ttttatgaaa tacgtaatag ctgcacgcat 1260
tttgcaggcc actcagetcc ttgaatgctc gatgcttgat gettctgeca acattatttg 1320
tatctcaagt ttttctacca caagaaacag taccctaaca ttttpaaata gtartactag 1380
cttggatttt atctggtatg catatataag arctatggat gttcctaagg agggcatgaa 1440
tttgaaacat accctgtcct taccaacctt caaacatttt tttttgngec tgcttaaaag 1500
cacttacatt gcttgatcgt tgaattaatt ttttagctga tgttaaggac acttataata 1560
attaaggaaa tgagatcgat cttgagcttg tttgngcctc tgtaamaatt gatgctcttt 1620
canacctaat gcttaatgca acaataatta tcaagt:::: gttactcagg tgtcagatat 1680
Capy provided by USPTO from the IFW Image Databass on 12/202008
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gcaagcagat gccaatgett ctgttcattg agtggcaaaa ggcattgetc tttgtcacat 1740
tgcatgcatt tatgacagcc cnccttaata aactataatg cagctaatnt gaaaaaaaaa 1800
asaaaaaaaa aaaaaaaaaa a 1821

<210 6
<211> 316

PRT
<213> 1Ixodes scapularis
<400> 6 ]
Met Ala Ser Cys Gly Ala Ser Ala Thr Gly Pro Leu vVal Leu Arg val
1 5 y 10, 1;9
I1e Ser Asn Thr val Lys Ile val Asn Ser Ala Gly Lys Ile Ile Lys
20 25 30
@sp Ile Met Asn Ser Gly Asn Leu Gly Ile val Glu Lgs Glu Gly Ile
35 40 4
Asn Asp Leu GIn Thr Glu Ala Asp Arg Ser val GIn Arg Cys Ile val
50 L1 60
Thr Ser Leu Ser Arg GIn Phe Pro Lys Leu Thr Ile Ile Gly Glu Glu
65 70 75 80
Thr Leus Glu Glu L;s Lys Ile Ser Asp Asp Trp Ile Ile Thr Glu His
8 90 95
ASp Lys Asp val Leu Ala Thr Ser Leu Pro Asp Asn Leu Lys Asn Ile
Ly P 100 105 P 1!0
Lys Glu Glu Asp Leu val val Trp val Asp Pro Leu Asp Gly Thr Lys
s 115 P 128 P 12? y y
Glu T;r Thr GIn Gly Phe Leu Asp His val Thr Ile Leu val Gly Ilea
130 135 140
Ala val Asp Gly Lys Ala'val Gly Gly val XIle His GIn Pro Tyr Tyr
145 polyly 150 y o 155 R4 IEO
Asn Tyr GIn val Glu Lys Asp Val Tyr Lys GIn Gly Arg Thr Met Tr
R4 165 y P v I:I'.yl‘.l y are 175 P

Gly Ile val Gly val Gly Ala phe Gly Ile Ser Arg Ile Ala Pro Pro
y 10‘ y 1ﬂ¥ 9 190

Page 6
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FuentecCIP.ST25
Glu Asn L;s Arg Ile Ile Thr Thr Thr Arg Ser His Ser Ser Pro Thr
195 200 205

Ile Asn Ser Cys Ile Glu Ala Met Asn Pro Asp Glu val Leu Arg val
210 215 220
Gly Gly Ala Gly His Lys val Leu Leu Leu Ile Glu Gly Lys Ala His
22! y y 2!0 235 yuy 240
Ala Tyr val phe Pro Ser Lys Gl S Lys Lys Trp Asp Thr Cys Ala
v 245 y y o Z!Oy P AP gs
Pro Glu Ala Ile Leu His Ala Thr 61! Gly Leu Leu Thr AsB val His
260 26 27
Gly Asn Arg Leu Glu Tyr His Lys Asp val Glu His val Asn Ala Gly
y Z;g b4 2‘0 P 285
0G'l val Leu Ala Thr Cys Leu Lys Glu GIn His Glu Trp Phe Lys Asn
¥ 2% s s Y 3
His Ile Pro Glu Asp val Arg Lys Thr Leu Pro Leu
305 310 315

210> 7

<211> 697

<212> DNA

<213>» Ixodes scapularis

220>

<221> wmisc_feature
<222> (573)..(573)

<223» nisa,c,g,ort

<400> 7
gacctcaagg aaggcatctg cccgcaggcc ttctggctca acaaggagca gtgttgetgg

gcctccaacg ataccttctt taagggggac gactgcaage agtggtateg gtggeccgag
atgttcgaca gcggeatgga caaggacggg gcaggetttt acctgctctc ctacctgetg
tacgtcatgt ggagtgtgct cttcgocacc ctggecgtca tgctcgtteg caccttegeg
ccctatgect grggatctgg aatcccggag atcaagacga ttctgagcgg cttcatcatc
cgcggetace tgggcaagty gacgctgacc atcaaatcag tgtgtctggt getggecgtc
g0ggcgggee tcagcctggg caaagagggg cccctggtgc acgtggectg ctgeatcgog
aacatcttct CCLacCtctt ccccaagtac ggcaagaatg aggccaagaa gagggagatc

ctgtcggety ccgecgecge gggagtttct gtggectttyg gggetcccat cggeggtgtt

ctcttcagec tcgaagaggt gagetactac ttncccttga ;gacgctgtg gcgtrtecttc
Page
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2 (54,

FuenteCIP.ST25
ttctgegece tggtggcage ctcggtgetg cgetccatca acccctttgg caacgaccac 660
ctggtgatgt tctacgtcga gtacgacttt ccctggce 697
<l0> 8
<211> 232

<212> PRT
<213> 1Ixodes scapularis

<220>

<221> misc_feature

<222> (191)..(¢191)

<223> Xaa can be any naturally occurring amino acid

<00> 8
ASp Leu Lys Glu Gly Ile Cys Pro GIn Ala phe Trp Leu Asnh Lys Glu
1 s i 10 P Ii!
06111 Cys Cys }'Ep Ala Ser Asn Asp '{Is'nr Phe Phe Lys Gly ggp ASp Cys
Lys GIn Tr r Arg Trp Pro Glu Met Phe Asp Ser Gly Met Asp Lys
y 35P Tyr Arg Trp 40 p 457 p Ly
ASp ‘s;tliy Ala Gly phe Tyr '§§u Leu Ser Tyr Leu ls.au Tyr val Met Trp
Ser val Leu Phe Ala Thr Leu Ala val Met Leu Val Arg Thr phe Ala
65 70 75 80
Pro Tyr Ala Cys Gly Ser Gly Ile Pro Glu Ile Lys Thr Ile Leu Ser
v < asy y 90 Ly 95
Gly Phe Ile Ile Arg G1 r Leu Gly Lys Trp Thr Leu Thr Ile Lys
y 100 rg Gly Ty 10! y P s Ly
Ser val Cys Leu val Leu Ala Val Gly Ala Gly Leu Ser Leu Gly Lys
ﬂs 120 y y 125 y Ly
Glu G'l‘ Pro Leu val His val Ala Cys Cys Ile Gly Asn Ile Phe Ser
13 135
r Leu phe Pro Lys Tyr Gly Lys Asn Glu Ala Lys Lys Arg Glu Ile
35 y HO yr 155 ys Lys Arg 160

Leu Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly val Ser val Ala Phe Gly Ala Pro
165 170 175

Page 8
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FuenteCIP.ST25

Ile Gly Gly val Leu phe Ser Leu Glu Glu val
180 185

ser Tyr I;; Xaa Pro

Leu Lys Thr Leu Trp Arg Ser Phe Phe Cys Ala Leu Val Ala Ala Ser
y 195 P Arg 200 < 205

val Leu Arg Ser Ile Asn Pro Phe Gly Asn Asp
210 215

T!r val Glu Tyr Asp Phe Pro Trp

225 230

<10> 9

<2ll>» 1221

<212> DNA

<213> Ixodes scapularis

220>
Ode misc_feature
22> (713)..(713)
<223> nisa, ¢c, g, ort

<400>» 9
gtttcrtgtt acggtagtgg agtgctgagt ttactcgata

atatcaattt ttctgtaaat tagaaatgta accaatggcg
ctaacgtctc ggatctgetg ttcaaagtcc cgggegatca
tgccaagtge gtcgaatatg atgecgaaaa agaaagaatc
acgcgeegat cgacgtgatc ggootgecct cccacaaacg
aiaagcacaa gcgcaagcga ggcacggacc aagacgaaga
cgcagagcgg tgocgagogt agcagcagca agcccgeget
gcggacagac ggtcgagaag aacgtgacca agctgaaaca
accctagcga agccgatctc gecgaactcc tgatgaaacc
cagacagcga tgacgaagag gaagcctggc tcgaagcect
apgtcgacga cgagctccge aaaatgaagg acccgaccct
ccctgctega gagcaagrcg cagaaggacg aggreecgge
gcggageceg tcaaagagat gtccgaggag atgattcage
aagcggaagc agcaggccga agagaagaaa gagaaggaga
ctgctcaaga agtccgactc gaggctgagg gccagcaaga
actcccaagg tgtegetggt caacacgcag gcaggeacge
gttgcgttcc cgetgtegge agecgtggce caggggtace
attaagggtt gtcgtaaccc gaagaagtac tcgtgc;:;:

His Ley val Met Phe
220

atatctgaga aatagtggca
tggctatctt ctagtcgaca
agccgtattt gttgtccage
agtcgegage tctaaagaag
acacaagaag cacaagcaca
ccaatcgece geegegagec
caagctcaag atcaagatcg
gcageggecg ccgecgeegg
caactcgggc gatacgageg
cgagtccgge aggctcgaag
gatgacggce aggcageggg
gacggggatg genggegtee
ggcggatgct gegggecaaa
agaagcagac gatcgagcgt
agttggccaa gaagagcgat
tgctctegtt tccegtegge
ccgagaagac gacgtgegge
;gacaggcgt geecetgtge

07 65
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FuenteCIP.ST25
agcctcgagt getacaagac gaacatgetg cagatgtgeg tctgageggg cagctagget 1140

tccgggetac agetgetcect tgtgtatatg tatataaagt cgagaatgct gaaaaaaaaa 1200
42233023332 aaaaaaaaaa a 1221
10
<21l> 275
PRT
<213» Ixodes scapularis
<400> 10
Met Met Pro Lys Lys Lys Glu Ser val Ala Ser Ser Lys Glu Asp Ala
1 5 10 15
Pro Ile Asp val Ile Gly Leu Pro Ser His Lys Arg His Lys Lys His
P 20 y 25 y g 3‘ y
Lys His Lys Lys His Lys A s Arg Gly Thr Asp GIn Asp Glu As
y 3! y ys Arg l;x g Gly P % P P
GIn Ser Pro Ala Ala Ser Pro GIn Ser Gly Gly Glu Gly Ser Ser Ser
50 55 60
Lys Pro Ala Leu Lys Leu Lys Ile Lys Xle Gly Gly GIn Thr val Glu
6! y 70 ys y 75y y 80
Lys Asn val Thr L;s Leu Lys GIn GIn Arg Pro Pro Pro Pro Asp Pro
8 90 95
Ser Glu Ala Asp Leu Ala Glu Leu Leu Met Lys Pro Asn Ser Gly As
100 05 Y 110 Y ASP
Thr Ser Ala Asp Ser Asp Asp Glu Glu Glu Ala Trp Leu Glu Ala Leu
115 120 125
Glu Ser Gly Arg Leu Glu Glu val Asp Asp Glu Leu Arg Lys Met Lys
130 y Arg 135 P Asp 140 i y
Asg Pro Thr Leu Met Thr Ala Arg GIn Arg Ala Leu Leu Glu Ser Lg
14 150 15§ 1
Ser GIn Lys Asp Glu val pro Ala Thr Gly Met Ala Gly val Arg Gly
y P 165 17‘ y I;g

Ala Arg GIn Arg Asp Val Arg Gly Asp Asp Ser Ala Ala Asp Ala Ala
ro & 288 % 9 & 185 P 195

Page 10
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Gly G1n Lys Ala Glu Ala Ala Gly A ‘2‘“‘2%"&?1’2 Glu Gly 61
n 4 d u o 1y u u
y &in 1§ 200 19 AT 200 y

Glu Ala Asp Asp Arg Ala Ser Ala GIn Glu val
210 215

Gly G1In G1n Glu val Gly GIn Glu Glu Ar r
22! 235 9 "35

Gly GIn His Ala Gly Arg Kis Ala Ala Lau val
y 24! e 250

val Pro Ala val Gly Ser Arg Gly Pro Gly val
260 961 268 °Y

val Arg His
275

9,

<211>
<212>
<213>

<400> 11
cgatgcaggc gatgacgggc

FIﬂCtCiﬂCC gctgcagtty
tgcagctggg aaccaacggt
ccatcaagaa caatgtggac
gcacggagga cggcctgatg
cccaaaacga ggtccagtac

11
1942
DNA

agaagctgca gaacaacaac

tgctgtacca gtecctgaag
agcccggeaa tccaaggate
gtgtacaaca aacttacgaa
ctcccaccce cttottttga
cggcgtgeta cggaacaagg
cagagtgceg ctgagccege

Ixodes scapularis

tttgeggtge agttcaacaa
Cagattcece tgeageccaa
cccgtgcaga agatggacecc
gtgttctact tcagctgect
pacaagcggg tgttecctgge
accctcgaca acgtcaacct
attttcacga tagccaagag
ctcaccaacg gcatttgggt
acgttgtctt tgaagacaag
ctcattctac acagcetgagg
tggcagtcaa tgtctcgttt
tcctacattc ccaagttata
gacagccttg tttctgagga

Arg Leu Glu Ala Glu
228

ser Gln Gly val Ala
240

Ser Arg Arg Arg Cys
25t

Pro Arg Glu Asp Asp
270

aaacagtttc
cttcccaget
cctcaccaac
ggtgcccatg
cacctggaaa
cactgcagac
gaacgtggac
gtrggcogag
agcacctgaa
ctgctgtgaa
cattttcttg
tggtgttgte
gagccgaacg

aaaaagaaaa agtgaaaacg gaaaaatgaa aaattttcca grtgettcaa
ctcgtagtca gtetgtggec grtgagtttg gtgtaaagaa gaaaaaggtg
tgaaaatggt tgcttrttat tggratcccc tatcacaccg agcacgaaca
tgacaaggat tctcctttag ttgtattatg gtggct:aggaeg ﬁacacgaggc

Copy provided by UBPTO fram the IFW image Database on 12/20/2008

gggctgactc
gatgcgagct
cttcaggtgg
cacgtgctga
gacatccccg
caagtttece
ggccaggaca
ctcaagatac
gtggcagcag
tgaaactctt
ttttottttg
gcgtagogag
caccacttcg
attaacattc
tctcttttag
taagaaatcc
acctgttgec
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aattcgaccc
teecccceecca
cgttattctt
caacttatgt
tgaaactctg
tatttaaaca
agccctgece
actacattgc
tgtcaacaga
tactaaaaga
tgcatgtagt
tactgtagtg
tatcctttga
gceetecaaa

FuenteCIP.ST25
agcaaatgcc caattctcaa gatttgagtt cattgaggtt
ccccccaact ttgtcgttgy attgtctaac agtgtaaatg
tttttcttca ttctttettt ttgttgteac gegeeecggg
gcataattga ttttcacagg ctgcgacgca gtctgtaaaa
ctccgeeget getagtgtca tcacgggacg accatcgegt
aaactgcata gcttaggggg cagtctgtge aaagtggaac
tttcggtgtg tgtacaagca tctctgtgta acatgaacta
atgaacggga gaagtttagt tgtttttitg ttrtrttett
ttagaaccat tttttggaac ggctggaaag ataaccgctc
ctacgaaaag tgttgacttt ttgcatcggt ttggcaacgt
tgagcgtaat ggtatcaccc ctcgtaaaca ataacagtgc
tccattaaag agcgagagtt tggttaaagg ttgttaattg
gtaggagagc ggcacttttt gcaaatagcg ctgetgggag
acatgcacat tttaagtgtg aattgttgcg gcggcttgta

gttttgctecc
ggcgacgact
ggacgcgaca

gaaggggaag
tttctctgac

aaccaaactg
ctttacatga
caggtgacta
attttgttic
ttgtttggca
aatggagcag
aggtccgtgt
cgtcatatct
caagtatgtg

tgttatgtgt agaaaaagaa ctcttaatta aaatatttgt ggccaaaacp tcaaaaazaa

<210>
<211>
<212>
<213»

<400>

12
191
PRT

12

Ixodes scapularis

;et GIln Ala Met ;hr Gly Phe Ala val ggn Phe Asn Lys Asn igr Phe

Gly Leu Thr Pro Ala GIn Pro Leu GIn Leu GIn 1le Pro Leu GIn Pro
20 25 30

Asn Phe Pro Ala Asp Ala Ser Leu GIn Leu Gly Thr Asn Gly Pro val
35 40 45

GIn L‘s Met Asp Pro Leu Thr Asn Leu GIn val Ala Ile Lys Asn Asn
5 55 60

val Asp val Phe Tyr Phe Ser Cys Leu val Pro Met His val Leu Ser
65 70 75 BO

Thr Glu Asp Gly kgu Met Asp Lys Arg g%] Phe Leu Ala Thr ;;p Lys

page 12

Copy provided by USPTO trom the IFW image Database on 12/20/2005

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1860
1920
1942




MX A

FuenteCIP.ST25

Asp Ile Pro Ala Gln Asn Glu val GIn Tyr Thr Leu Asp Asn val Asn
100 105 110
Leu Thr Ala Asp Gln val Ser GIn Lys Leu GIn Asn Asn Asn Ile Phe
115 120 125
Thr I1e Ala Lys Arg Asn Val Asp Gly GIn Asp Met Leu Tyr Gln Ser
130 ys Arg 135 P oy P 140 R4
Leu Lys Leu Thr Asn Glx Ile Trp val Leu Ala Glu Leu Lys Ile Gln
145 15 155 160
Pro Gly Asn Pro Arg Ile Thr Leu Ser Leu Lys Thr Arg Ala Pro Glu
16 170 175
val Ala Ala g;; val GIn GIn Thr I!r Glu Leu Ile Leu His Ser
5 190

<210>» 13

<211> 1428

<212> DNA

<213> Ixodes scapularis

<220>

<221> misc_feature
<222> (701)..(701)

<223» nisa, c,g,ort

<400> 13
cgegecgtge agaagetgeg tcgggaggtt gagaaggcaa agaggaccct gtccactget 60

caccaggcca ggatcgagat tgaatcgttc ttcgagggag aggacttcag tgagaccctg 120
actcgtgceta agtttgagga gctgaacatg gaccttttee gttccaccat gaagectgtt 180
cagaaggtac tcgaggatgg tgacctcaag aagactgatg tggacgagat tgtgcttgtc 240
i ggaggttcca ccaggatccc caaggttcaa cagctggtca aggagttctt caatggcaag 300
gaacccaccc gtggcatcaa ccccgacgaa gcagrcgect acggtgecge cgtgcagget 360
pggagtcctcg gcggagagga agacactggg gacctcgige tgttggacgt gaaccctctg 420
accctcggca tcgagacagt gggaggegtc atgacgaaac tgatcccccy taacacagtc 480
atccccacga agaagtctca gatcttctcc acggoctcgg acgagcagag cactgtcace 540
atccaggtct ttgaggggga gcgtccectg acaaaggaca accaccagct gggcaagttc 600
gacctgactg gcatcccacc tgctcctcga ggtgtgoccce aaatcgaggt gaccttcgag 660
attgacgtca acggtatcct gcgggtcagt gcagaggaca ngggtacagg caacaagcag 720
aagatcacca tcaacaatga ccagaacagg ctgacgpcac:eg laagga:atcga gaggatggta 780

Copy provided by USPTO from the IFW Image Daisbass on 12/22/2006



FuenteCIP.ST25

aaggacgccg aaaagtttgc cgacgaggac aagaaggtca aggagaaggt goaggcccgc
aacgaactgp agtcttatgc ctactccctc aagaaccaga ttggagacaa ggagaagatg
ggaggcaagc tctccgacga ggacaagaag actattgage aagctgtgga cgagaaaatc
aaatggctgg agcagcacag tgacgctgat gcggaagaac tcaaggaaca gaagaaacag
ctggctgata ctgtgcagce gattgtagec aagctgtacc ctgcaggagg caccccaccy
ccgacggaca aagatgactc tacaaaggac gagttgtaaa aacaaggcca gatctcttgg
gtacagcgaa aggcatgggy cagcagcatt atcacaagtc atctgttacg atcatgagct
catcatttca ccacctctac agtgctgetg ctgectgect tttggetggt tgagtgttct
tggacctatt taccatgatc attctctgta caaaaacaat tctttctgtg tttttttttt
tttcgttgta gtaacttaag ttatacagat gtcttctact gggtggpctt tctccatgag
tgggagggoy ctgggtgtca aataaaagtg tttctattaa aaaaaaaa

Odl(b 14
211> 372

PRT
<213> Ixodes scapularis

<221> misc_feature
<222 (234)..(234) .
<223> Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400> 14

Arg Ala val GIn Lys Leu Arg Arg Glu val Glu Lys Ala Lys Arg Thr
1 S 10 15

Leu Ser Thr Ala His GIn Ala Arg Ile Glu Ile Glu Ser Phe Phe Glu

20 25 30
Gly Glu Asp Phe Ser Glu Thr Leu Thr Arg Ala Lys Phe Glu Glu Leu
i 35 40 45

Asn ggt Asp Leu Phe Arg ggr Thr Met Lys Pro 231 Gln Lys val Leu
Glu Asp Gly Asp Leu Lys Lys Thr Asp val Asp Glu Ile val Leu val
65 poly Ash 78 y P 75p 80

Gly Gly Ser Thr Arg Ile Pro Lys val GIn GIn Leu val Lys Glu Phe
85 . 90 g5

pPhe Asn Gly ixs Glu Pro Thr Arg gg; Ile Asn Pro Asp g}g Ala val
Page 14
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o

FuenteCIP.ST2S

Ala Tyr Gly Ala Ala val GIn Ala Gly val Leu Gly Gly Glu G)
TY 11! 129 4 y 12! u Asp
Thr Gly Asp Leuw Val Leu Leu Asp Val Asn Pro Leu Thr Leu G
135 [ Ley p ro 125 r Leu Gly Ile
Glu Thr val Gly Gly val Met Thr Lys Leu Ile Pro Arg Asn
145 y oly 150 y 155 9 Thr !211)
Ile Pro Thr Lys Lzs Ser Gln Ile Phe Ser Thr Ala Ser Asp Glu GIn
165 170 1725
Ser Thr val Thr Ile Gin val pPhe Glu Gly Glu Arg Pro Leu Thr Lys
180 185 190
Asp Asn His GIn Leu Gly Lys Phe Asp Leu Thr Gly Ile Pro Pro Ala
@ 195 200 205
Pro A{a Gly val Pro GIn Ite Glu val Thr Phe Glu Ile Asp val Asn
2 218 220
Gly Ile Leu Arg Val Ser Ala Glu Asp Xaa Gly Thr Gly Asn Lys GIn
22! re 230 P 23! y Y 240
Lys Ile Thr Ile Asn Asn Asp GIn Asn Arﬂ Leu Thr Pro Glu Asp Ile
245 25 ng
Glu Arg Met val Lys Asp Ala Glu Lys Phe Ala Asp Glu Asp LyS Lys
e 260 y P 2¥5 278 ys Ly
val Lys Glu Lys val Glu Ala Arg Asn Glu Leu Glu Ser Tyr Ala Tyr
y 275 ys 203 285 b4 4
Ser Leu Lys Asn GIn X1e Gly Asp Lys Glu Lys Met Gly Gly Lys Leu
@ 290 y 29! pLy y 300 yely by
Ser Asp Glu Asp Lys Lys Thr Ile Glu GIn Ala val Asp Glu Lys Ile
305 P pLy 3!0 315 P y 320
Lys Trp Leu Glu GIn His Ser Asp Ala Asp Ala Glu Glu Leu Lys Glu
ys Tre 325 pAla 3 %5

GIln Lys Lys GIln Leu Ala Asp Thr val GIn Pro Ile val Ala Lys Leu
340 345 350

Tyr pro Ala Gly Gly Thr Pro Pro Pro ThrPAsp ]l..sys ASp ASp Ser Thr
age

Copy provided by USPTO from the IFW inage Daisbase on 12/20/2008



Lys Asp Glu Leu
!73

210>
<211>
Ll
<213>

<220>
221>
<222>
<223>

<400>

cgacgtgttt gtgagtgcag cggtgaactg gacggtgtcg
cggtgatgaa ctgcctacgg actgecgettt taggcgetct
ﬁiicgcagatagg tcaccggaaa ttcpagtaca agtacagttt
agaaggatgg atcggtgect ttctgggagt acggcggeaa
tggtteggat cacgecctec ctgaagagca agaaaggatc
catcgttcee ttggtgogag gtggagetgg tgttccgeac
gagctgacgg cctggecttc tggtacacag acaagaagca
gaagcagcga caagtggact ggectggeca tcttcttega
agcacaacaa cccatacatc atgggcatgg tgaacgatgg
agagtgacgg tgccaaccaa cCagctagcgg gatgccagcg
accctgtcag ggccaagata gaatacttca acaacattct
gcaacaccaa caacgacggt gactacgaga tgtgcttccg
cgaccaacgg ccactttggg gtgtccgecg ccacggyggg
Ccctcaagtt cctgacgacg agectgcatg cggagggeac
gtatggccga ctcagagaag gagaagttct ccaaggagta
tggaaaagca gaaggaggag taccggaaga cgcacccgga
tggagcacgg ccccgagcag gectacgaca cgcagcagea
tcgagggeea gagccacaaa ttgtttgagg ggctcaagge
aggtgctcgg gcgecaggag cgcaccctgt cgetggtgte
ccgtgggegg tgrtccgeca ccgeagatgg grggagrgec
cagagtcect gctgageage Cagcgggage tgetgcagac
ttgtggcega ggtgeatcaa cgeacggeca cectgcaaca

15

1847

DNA

Ixodes scapularis

misc_feature
(1814)..(1814)
nisa,c,g,ort

15

FuenteCIP.ST25
365

tggccacgcg atggcagegg
cgtcgtccaa ctctacgeca

caagggaccc tacctggege
ttgcatcgec agtgaggaga
catctggtce aagetgccga
cacggotacg ggcaggatag

90cggagpgt cctgtctttp
ttecttcgac aatgataaca

aacaaaagcc tacgatcatg
ggacttccgc aacaagectt
cacggtpctg ttccacaacp
tgcggagaac gtgttcctge
cctggcagac gaccacgacg
gcageeggee ctggeccagg
tgaagtatac aaggacaagc
ggaggccget aagcaggeca
gcgegagetg cgccagatct
actgcaccgc aagctggacg
ggctggcggc gccagegtgg
gtcgctgcag aggcacgaag
gotggctcag gtcaagaget
ccaggggacy ggaggcacce

Page 16
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FuenteCIP.ST25
agggcctcac ggccgagcag ctgcaagtge tccaccaggt gcgggacage gtpgcecagea

tgcaccggga cgtctccaac aaccagccge agaggactgg ctgcgegaca tcctgtctca
gcactaccca cttettgetg tttgcaacgt tgeagttgge tgtcacgetg ggctacttgg
tgtacaggag cagcaaagag gcggcggeca agaagttcta ctgagtgeag atctcgagec
ttgccttgee ctcccctcee atggagtgga ccttaacccc acagactgec agaaaccagt
gttgccagag gagecccccct cccttcttat tggotggggt goecacageca tcacccatte
ttcgagacaa ggccactgtt t0ggoggagg ggcaagagat tcatccgggg tgcgcaacaa
aacatggccg tacagaggga ggggtgctce agaactgggt cccagccaca tcgttgegtg
ggagcgectt tctnectcac tctaaazaaa aadaaaaaaa aaaaaaa

<210 16

<211> 497

<212> PRT

<213> Ixodes scapularis

e1:4l)t)> 16
Met ATa Ala ATa val Met Asn Cys Leu Arg Thr Ala Leu Leu Gly Ala
1 5 10 15
Leu val val GIn Leu Tyr Ala Thr GIn Ile Gly His Arg Lxs phe Glu
20 25 3
r Lys Tyr Ser Phe Lys Gly Pro Tyr Leu Ala GIn Lys Asp Gly Ser
Tyr Ly 'g y 40 Ty d p &ly
val pro Phe Trp Glu Tyr Gly Gly Asn Cys Ile Ala Ser Glu Glu Met
50 55 60
val Arg Ile Thr Pro Ser Leu Lys Ser Lys Lys Gly Ser Ile Trp Ser
65 rd 70 y y 7! y P 80
Lys Leu Pro Thr Sar Phe Pro Trp Trp Glu val Glu Leu val Phe Arg
85 90 95
Thr Thr Gly Thr Gly Arg Ile Gly Ala Asp Gly Leu Ala Phe T r
y 106 y Arg y Aot p Gly e rp Ty
Thr Asp Lys Lys GIn Ala Glu Gly Pro val Phe Gly Ser Ser Asp Lys
P 1!5 ys 12‘ y 125 Ly

Trp Thr Gly Leu Ala ITe Phe Phe Asp Ser Phe ASp Asn ASp Ash Lys
P 130 y 135 148 P y

His Asn Asn Pro Tyr Ile Met Gly Met val Asn Asp Gly Thr Lys Ala
Page 17
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FuenteCIP.ST2S
145 150 158 160
Tyr Asp His Glu Ser Asp Gly Ala Asn GIn GIn Leu Ala G s Gl
165 y 170 y 35 n
Arg Asp Phe Arg Asn Lys Pro Tyr Pro Val Arg Ala Lys Ile Glu Tyr
u"s 185 v y 190 Ty
Phe Asn Asn Ile Leu Thr \'Ial Leu Phe His Asn Gly Asn Thr Asn Asn
195 200 205
Asp Gly Asp Tyr Glu Met Cys Phe Arg Ala Glu Asn val phe Leu Pro
21‘ K4 35 e 220
Thr Asn Gly His Phe GT‘ val Ser Ala Ala Thr Gly Gly Leu Ala As
225 23 235 248
eup His Asp Ala Leu Lys Phe Leu Thr Thr Ser Leu His Ala Glu Gly
245 250 255
Thr GIn Pro Ala Leu Ala GIn Gly Met Ala Ser Glu Lys Glu Lys
260 y 265 Asp 2¥0 y
Phe Ser Lys Glu Tyr Glu val Tyr Lys Asp Lys Leu Glu Lys GIn Lys
2¥S R4 RO y pLy 285 ¥ Y
Glu Glu Tyr Arg Lys Thr His Pro Glu Glu Ala Ala Lys GIn Ala Met
290 Tyr Arg by 295 300 Y
Glu His Gly Pro Glu GIn Ala Tyr Asp Thr GIn GIn GIn Arg Glu Leu
308 y 310 R P 315 9 320
Arg GIln Ile Phe Glu Gly GIn Ser His L!s Leu Phe Glu Gly Leu Lys
325 330 335
Ala Leu His Arg Lys Leu Asp Glu vVal Leu Gly Arg GIn Glu Arg Thr
348 y P 345 y Are 350 o
Leu Ser Leu val Ser Ala Gly Gly Ala Gly val Ala val Gly Gly val
35§ y 365 y 365 y &1y
Pro Pro Pro GIn Met Gly 61! val Pro Ser Leu GIn Arg His Glu Ala
370 37 380
Glu Ser Leu Leu Ser Ser GIn Arg Glu Leu Leu GIln Thr val Ala GlIn
390 395 400

385

Page 18
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FuenteCIP.ST25
val Lys Ser Phe :a'l Ala Glu val His ﬂg Arg Thr Ala Thr l‘iﬂl GIn

His GIn Gly Ala Gly Gly Thr Gln G‘Ig Leu Thr Ala Glu GIn Leu GIn
420 42 430
val Leu His GIn val Arg Asp Ser val Ala Ser Met His Arg Asp val
435 440 445
Ser Asn Asn GIn Pro GIn Arg Thr Gl Ala Thr Ser Cys Lev Ser
450 458 y Cys Ala 785 5o @
Thr Thr His Phe Leu Leu Phe Ala Thr Leu GIn Leu Ala val Thr Leu
465 470 475 480

Gly Tyr Leu val H; Arg Ser Ser Lys :;]’g Ala Ala Ala Lys Ii;; Phe

<210> 17
<21l> 2475
DNA

<213> Ixodes scapularis

<221> wmwisc_feature
<«22> (1342)..(1342)
<223» nisa,c,g,ort

<271> misc_feature
<222> (1388)..(1388)
<223> nisa, c,g,ort

<100> 17
@ catcactagt agcgagacac gtgcgtaaaa atggggccca aaacgetgtc taagcagecc

* gctaaagctt cttcatccac ttccaagege accgecggec ccacaataag caagcagacg
gaggacagcg atgacgaagg gtcaagcage gocctactccg acttggagga ctccgaagga
gccgacagea gegactcgaa cgatttgtcg gacacggagg cgtcggagga tgactacgat
gactcccaag acgaagaaaz cacgaagatt actttpactg gogtggaggg gaaggacctt
gagttgaggg ggaaggacca ggaggcaccg gtggagtctg gcaaaaggtc ggeatggeac
cggcagcaag aggacgccaa ggaggacaga cgaacgcaag tggtggaaga tgaatatgcc
tttpactctt ccgacgaaga ggacgttcgc aacacggttg gcaacattcc tctggagtgg
tacgagcact atccgcacat cggttatgat ctggaaggca agccaatcct gaagecgect
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FuenteCIP.S5125
cgggttagtg acctggacga cttcctgagg aaaatggatg accccaacta ttggaggacg 600

gtgaaggaca agagcacpgg acaggacgtt gtcctgaccg acgaagatgt ggacctgatt 660
cagaggctgc agaaaggaca gttccccage tcgacgactg acccttacga gccatttgag 720
gacatctttt cgcacgagac catgatccac ccggtgacca ggcaccctce ccagaaacgce 780
agcttcgtgc cttcaaggat agaaaaagca atggrgtcaa agatggtgca cgcaatcaag 840
atgggctgga tcaagccccg agtaaagaag catgacccag aaagattcag cctccrgtgg 900
gacaaggatg actcgacagc gggcagcaat gagcgaatge agcgccacat cccggecacee 960
aagatgaagc tgccgggtca tgaggagtct tacaacccge cggccgaata cctcttcacc 1020
gaggaagagg aggccaagtg gagagagcag gagcccgaag aacggcgcat aaacttcctg 1080
cccgecaagt acccatgtct gegegeagtc ccagcectacg aacgettcat tgaggagagg 1140
tttgagceget gretggatct ctacttgtge ccgaggcage ggaagatgag ggtgaatgtg 1200
gatgcagagg acctgattcc tcagctgecc aaacccaagg acctgcagec tttcccaage 1260
attcagtcta ttgtctatga gggtcatacg gactgrgtcc tctgectgtc tttggagect 1320
gcgggacagt tctttgcatc anggtccpag gacggeaccg ttcgcatttg ggagetcttg 1380
acgggcangt gcctcaagaa gtrccagttc gaggegecccg tgaagagcgt ggectggtgt 1440
ccagttgtcg ttcccatgaa actctgegtg gacaagactg tttccatget ggatgeccgga 1500
gttacggaca aactgctgcc gttcaccacg ggacaccgag ttgtctgecc tccccgaaga 1560
gtccteggee caggeggcgg tagtggagty ggagcagacg teggectcct ctccagagrt 1620
cctctcccgg ggggagegte tgcgggtcgt tcaccgecac ggtgtggtge aggtgacgtg 1680
gcactcgagg ggagactact ttgccactgt cacgpacgag ggacaggcca ccgtgettgt 1740
ccatcagttg tccacgecgge ggttcgcagg ctccccttca gcaaggegaa gggeggggtg 1800
teceggutge tgttccacce getgegecce ttectgetgg tggegtgeca gcgcacagtg 1860
cgggtctace acctgctcaa geapgagetg gecaagagge tcacatccaa ttgcaagtgg 1920
Qip atctcptgca tgggeogtec acccccagpt gacaatctge tpatcggcac gtacgagaag 1980
cggetgatgt ggttcgatct ggacctcteg accaaaccgt accagcaget gegcatacac 2040
aatgccgeea tecgeagtgt ggogttccat ccgegetatc cactgtttge gtccgecgge 2100
gacgatcgca gegtgatcgt ttcgeacggt atggtgtaca atgatttact gcaaaaccca 2160
ctgatcgtge cactpagacg gctgaagaac catgccatca gcaagggtat gggtgtgttg 2220
gactgcgect tecatcccca ccageegtgg atagtcacgg ccggagcaga cagcacgetg 2280
cggctertea cctaagoecgg gacgtogtct ggtgtacata gtgaatcgtc aagaccgtge 2340
Caataaaagg actccacacc taaaaidaaa 2122a333aaa 22322222222 2aaaaaaaaa 2400

4332aaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaakagaaaaaaaa daaaaaaaaa 2460
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FuenteCIP.ST25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<22
<22>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223

<400>

18

754

PRT

Ixodes scapularis

misc_feature
(438)..(438)
Xaa can be any naturally occurring amino

misc_feature
(453)..(453) .
Xaa can be any naturally occurring amino

18

:et Gly Pro Lys 'Ehr Leu Ser Lys GIn ;50 Ala Lys

Thr Ser Lys ;59 Thr Ala Gly Pro ;gr Ile Ser Lys

Ser Asp 3§p Glu Gly Ser Ser ssr Ala Tyr Ser Asp

Glu Gly Ala Asp Ser Ser Asp Ser Asn Asp Leu Ser
50 55 60

Ser Glu Asp As r Asp Asp Ser GIn Asp Glu Glu
o P ASp Ty 7mll P P S5

Thr Leu Thr Gly \‘g‘l Glu Gly Lys Asp lg.gu Glu Leu

GIn Glu Ala Pro val Glu Ser Gly Lss Arg Ser Ala
100 105

GIn Glu Asp Ala Lys Glu Asp Arg Arg Thr Gln val
218 M4 P 128 49

r Ala Phe Asp Ser Ser Asp Glu Glu Asp val A
R 130 P 13g P 1:3

Asn Ile Pro Leu Glu T r Glu His Tyr Pro His
145 1;8“' R4 158

acid

acid
Ala Ser Ser Ser
15
Gln Thr Glu Asp
30
Leu GTu Asp Ser
45
Asp Thr Glu Ala
Asn The Lys Ile
80
Arg Gly Lys Asp
g Gy 9¥
Trp His Arg GIn
110 9
val Glu Asp Glu
125
Asn Thr val Gly

Ile Gly Tyr As
y i

Leu Glu Gly Lys Pro Ile Leu Lys Pro Pro Arg Val Ser Asp Leu Asp
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FuenteCIP.ST25
165 170 175

Asp Phe Leu Arg Lys Met Asp Asp Pro Asn Tyr Trp Arg Thr val L
n'ﬂ P 185 R pArS 190 ys
Asp Lys Ser Thr Gly Gln Asp val val Leu Thr Asp Glu Asp Val
d 195 y 2 200 P 205 P Asp
Leu Ile GIn Arg Leu GIn Lis Gly GIn Phe Pro Ser Ser Thr Thr Asp
210 215 220
Pro Tyr Glu Pro Phe Glu Asp Ile Phe Ser His Glu Thr Met Ile His
225 230 P 235

240
Pro val Thr Arg His Pro Pro GIn Lys Arg Ser Phe val Pro Ser A
245 Y 258 255 9
Ile Glu Lys Ala Met val Ser Lys Met val His Ala Ile |.¥s Met Gly
260 265 270
Trp Ile Lys Pro Arg val Lys Lys His Asp Pro Glu Arg Phe Ser Leu
2¥5 re y 2‘0 P 28?
Leu Trp ASp Lys Asp Asp Ser Thr Ala Gly Ser Asn Glu Arg Met GIn
zsg pLy P Asp 295 y 300 e
Arg His Ile Pro Ala Pro Lys Met Lys Leu Pro Gly His Glu Glu Ser
30 310 315 320
Tyr Asn Pro Pro Ala Glu Tyr Leu Phe Thr Glu Glu Glu Glu Ala Lys
325 330 335

Trp Arg Glu GIn Glu Pro Glu Glu Arg Arg Ile Asn Phe Leu Pro Ala
340 34 350

“~ Lys Tyr Pro Cys Lau Arg Ala val Pro Ala Tyr Glu Arg Phe Ile Glu
ys Ty 355 y 9 360 R4 322

Glu Arg Phe Glu A Leu ASp Leu Tyr Leu Pro Arg GIn Arg
378 F9CyS ggs Aop teu Ty LU S1S

Lxs Met Arg Val Asn val Asp Ala Glu Asp Leu Ile Pro Gln Leu Pro
385 390 395 400

LysS Pro Lys Asp Leu GIn Pro Phe Pro Ser Ile GIn Ser Ile val Tyr
405 410 415

Page 22

" Gopy provided iy UBPTO from the IFW Image Daiabase on 12/20/3008
Copy provided by USPTO from the LIFW image Dutnbase on 12/20/2005

— —— S — ————

Copy provided by USPTO from the

image Daisbane on 12/49/2008




FuentecIP.5T725
Glu Gly His Thr Asp Cys val Leu cxs Leu Ser Leu Glu Pro Ala Gly
420 425 430

Gin Phe :gg Ala Ser Xaa Ser ﬂg Asp Gly Thr val ::g Ile Trp Glu
Leu hgg Thr Gly Xaa Cys ‘li%l Lys Lys Phe GIn :'éﬁ Glu Ala Pro val
14.!2 Ser val Ala Trp s;ts, Pro val val val :;tsi Met Lys Leu Cys \4!:5
Asp Lys Thr val is; Met Leu Asp Ala 2;5 val Thr Asp Lys ‘liglsa Leu
pro Phe Thr ;hos Gly His Arg val \slg} Cys Pro Pro Arg gis val Leu
eti'ly Pro glg Gly Gly Ser Gly gg;l) Gly Ala Asp val (5;}! Leu Leu Ser
Arg gga Pro Leu Pro Gly t;i;! Ala Ser Ala Gly g;a Ser Pro Pro Arg
gﬁ Gly Ala Gly Asp \sfg;I, Ala Leu Glu Gly egg Leu Leu Cys His %
His Gly Arg Gly }161; Gly His Arg Ala %‘s’ Pro Ser val val Isl;g Ala
Ala val Arg 258 Leu Pro phe Ser ls.xg Ala Lys Gly Gly ‘S';?) Ser Arg
a val Leu ;gcsa His Pro Leu Arg gorg Phe Leu Leu val e}g Cys GIn Arg
Thr ‘S’ﬂ) Arg val Tyr His %ilgl Leu Lys GIn Glu E;g Ala Lys Arg Leu
';zh; Ser Asn Cys Lys E;B Ile Ser Cys Met g}; Arg Pro Pro Pro g}x
ASp Asn Leu Leu ag Gly Thr Tyr Glu gs Arg Leu Met Trp 2?; ASp

Leu Asp Leu Ser Thr Lys Pro Tyr GIn Gln Leu Arg Ile His Asn Ala
660 665 670

W
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FuenteCIP.ST25
Ala Ile Arg Ser val Ala Phe His Pro Arg Tyr Pro Leu Phe Ala Ser
67! 680 685

Ala Gly Asp Asp Arg Ser val Ile val Ser His Gly Met val Tyr Asn
698 P ASP Arg 695 705 R4
Asg Leu Lev GIn Asn Pro Leu Ile val Pro Leu Arg Arg Leu Lys Asn
70 710 715 720
His Ala Ile Ser Lxs Gly Met Gly Val Leu Asp Cys Ala Phe His Pro
725 730 735
His GIn Pro T:B Ile val Thr Ala 61! Ala Asp Ser Thr Leu Arg Leu
7 74 750
phe Thr

<210> 19

211> 447

<212> DNA

<213> Ixodes scapularis

<400> 19
caaagatgct getgrtctge ccgacgtgeg ccaacatcct cattgtggaa caaggettgg

agtgcttccp ttregoctgc aacacatgec cctacgtpca caacatcaag gegaagatgt
cgaatcggaa gtacccgcgg ctcaaggacg tggacgacgt geteggeggt geagecgect
gggagaatgt tgactcgacc gaagagaagt gccccaagtg tggcecatgag cgggectatt
ttatgcagat ccagactagg tcggecgacy ageccatgac caccttctac aagtgetgea
accagctctp tggccaccag tggagggact gacagatggc ggctttgacg aactcatgec
cgtgcaaaat gcgtcggggg gagagagttt tggaataaaa catgcgcctt actttcataa
2aiazaaaaa aaaaaaazaa aaaaaaa

<10> 20

<211> 108

<212> PRT

«<213> Ixodes scapularis
<400> 20

Met Leu Leu Phe Cys Pro Thr Cys Ala Asn Ile Leu Ile val Glu GIn

1 5 10 15

Gly Leu Glu Cys Phe Arg Phe Ala Cys Asn Thr Cys Pro Tyr val His
y * 9 & Cys Pro
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FuenteCIP.5T25

Asn Ile g!s Ala Lys Met Ser zsn Arg Lys Tyr Pro :;g Leu Lys Asp

val ggp Asp val Leu Gly g;y Ala Ala Ala Trp gau Asn val Asp Ser

Thr Glu Glu Lys Cys Pro Lys Cys Gly His Glu Arg Ala Ph
Ju. ys Cy A ys Cy y S5 g9 Tyr Phe =5t

GIn Ile Gln Thr Arg Ser Ala Asp Glu Pro Met Thr Thr Ph
ssg p 43 r Phe ;¥r Lys

Cys Cys Asn GIn Leu Cys Gly His Gln Trp Arg As
y o0 Cy y S08 P Arg Asp

210>
<211>

O(Zlb

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

cceccccagge gecagggette gttcaggteg accaggggge
agcgccacct ggcaagcatg caggtcaatg gatatgagaa
aggccaacac caactgagcg gecacgecce caggggagod
gtattgtgcc tgctgeggoc tgcppgatta getegtoeeg
ggtttgcctc gogtcttagg agtaggcacg goctccctec
gottgttgog gacacgagcp gcgtggggcg cagccagoct
acggcaaacc gtttgttccc accegeggaa tgaaaattrt
4P aatcgagegt cpgcgeepec tccgacagee ccgagtgeac
aatggagtag ttgacactcg ggtcgcagct cgaacaagct
€ggogccgge gaccgagegt agagettget gtgcgtagte
ttgrgtgtgt gettggtcac agacaatggg cagcttccga
ctcgectttg trrtcttott ctcgeggttg tcatacttag
ttcecagtceg ggegggegec ceegttcagg cgegtectga
gtgengrgca trtattggec geagcagggg gtreccpggt
catgtegtga ctttccccte agacggttgt ccrtgctcat
gctggtagtc tctgttgett aggtttgtag gagcacacta

21

1567
DNA
Ixodes scapularis

misc_feature
(785)..(785)

n
41

isa, c,g,ort

cctcecegea ageccegagg
ccccacctac aagtactecg
ggaaaaggag gcggacggac
cgttgttccg ggagccagtt
tgcacccggt caaggaccat
gagctttggy tcccggtace
gtttgcctca gtttettteg
tetgtctgtt gcgaaagacce
cccgtaaaac gctacttaac
gtggataaaa cttttttttt
cgttagcecac gegecacacg
tttccattgg cgpgttaaca
tcaaaattga gcatttggtt
gcacctggtg tcgtgacacg
ggctcgttca cacctctagt

zcsagcagaggg tgtcacaaag
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ttttctaagc tgtatataca tgaggaaaac attgegttge acacacgega grttcggect
gtttttagtt gggacagtga acgttttttg tacaggttat tatgtagtgc ctacatttgt
atgtgccage tgcatgtgtt ttcctgeatg tggggaagec tcegtgetge cccgagetgt
gtgeggecee tectgagttt ccatgtgeca tgtgeccage ctagggtgaa ctgggggtoc
agatgccctt gegecacggtg tgccccggeg agcattgtgt gtccgtagge catcgacget
attcatgcga aattaatgtg gtcacagetg tcattgtctc agtgaacata tcatatgtec
aaatttgtct cccctgtcag tgtgtgoette tcttpgttct acacttgect geatttrttgt
tagtttgccg gactgtecctt tteggtcecca ggtcgacage aggetataac aacaattccp
gtattttcca gtatcgggtc acaccaggtg taacctattg tgcatgtagt gtaacttgag
tggaaaagct aaaataaaaa tttgcaagag tctCactaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaa
<2)0> 22
<211> 44
:%%5: ;:Ides scapularis
<400> 22
;ro Gin Ala GIn g1y phe val GIn val QEP GIn Gly Ala Leu ;;o Ala

Ser Pro Glu Glu Arg His Leu Ala Ser Met Gin val Asn Gly Tyr Glu
20 25 30
“ASn Pro ;gr Tyr Lys Tyr Phe sau Ala Asn Thr Asn

<210» 23

<211> 704

<212> DNA

<213> Ixodes scapularis

220>

<221> misc_feature

<222> (534)..(534)

<223» nisa,c,g,ort

<220> .
<221> misc_feature

<222> (59B)..(598)

<223 nisa, c, g, ort

<400> 23
tgagaagaca ctagaggaca agttcttcga gecatgaggtg atgctgaatg tgaatgcgtt

catgcagcag ttccattccg gegtttttta tgectacgtg zasagctgaagg aacaagagtg
Page

P
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1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1567
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FuenteCIP.ST25

ccgcaacatt gtctggattg ccgaatgcgt tgctcagept catcggtcca agatcgataa
ctacattcca atcttctagt cgctcpagga aaagaaatgg gccaattogg tagtttgtcg
gtgtaatata tatatatata tatatctact tcgcaaaatt cttcagctag agtgtctatg
tctggttage tgcgattgtg cgagagggga aaaaaatgta gtcagtggca tgatcaagga
aggaaaaaaa ttggccaata acttttacct tttgaagtta aagcaagggt taaaataatg
tctattttta cttcgettta cocgtgtgetg getattgett tgcaaacgtt ttttaaaatt
tttgcagttc gtctricttc ttttgagcac atatttattc cagagttcca atanccrttt
atgtgtgaat gaatgactaa tccatgttgg ggttggttaa tggtgcattg ttgaaaanat
aaaccccaac tccagetgge ctttggaaaa adaaaaaaaa aaaasaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaia aaaaaasaaa aaaaadaaaa aaaa

<2l0> 24
$> e
<212> DNA
<2131>» Ixgdes scapularis

<221> misc_feature
22> (432)..(432)
<223 nisa,c,g,ort

<221> wisc_feature
<22 (467)..(467)
nisa, ¢, g,ort

<221> misc_feature
<222> (472)..(472)
<223> nisa,c,g,ort

221> misc_feature
<222> (481)..(481)
<223 nisa,c,g,ort

<221> misc_feature
<222> (493)..(493)
<«223» nisa, ¢, g,ort

<221> wmisc_feature
<222> (495)..(495)
<223> nisa,c,g,ort

<221> misc_feature
<222> (499)..(499)
<223 nisa, c,g,ort
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223

<220>
<221>
<22
<223>

<220>
<221>
<222>

misc_feature
(507)..(507)
nisa, ¢ @,

misc_feature
{515)..(515)
nisa, ¢, 0.

misc_feature
(518)..(518)
nisa,c, g

misc_feature
(528)..(528)
nisa, c, g,

misc_feature
(533)..(533)
nisa, c @

misc_feature
(547)..(547)
nis a, ¢, @,

misc_feature
(550)..(550)
nis a, ¢, 0,

misc_feature
(559)..(559)
nisa, c, 9,

misc_feature
(565)..(565)
nisa, ¢, @,

misc_feature
(567)..(567)
nisa, ¢ @,

misc_feature
(571)..(571)
nisa,c g,

aisc_feature
(586)..(586)
nisa, c. g,

c. feature
(593) .. (593)

ort

ort

or t

ort

or t

or t

ort

ort

or t

ort

or t

or t

Copy provided by USPTO from tha IFW Image Databsse on 12/20/2005
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page 28

0




<223>

<220>
<221>
<22>
<223>

<220
<221>
<222>
<223»

<2>
<221>
222>
<223>

<220>

<223»
<220>

<223>

<220»>
<221>
<222>
<223>»

<400>

nisa,c, g,

misc_feature
(599)..(599)
nisa,c g

misc_feature
(603)..(603)
nisa, c, 0,

nisc_feature
(606) . - (606
nisa, c, g,

misc_feature
(611)..(611)

nisa, c, g

misc_feature
(619)..(619)
nisa, ¢ ¢,

misc_feature
(623)..(623)
nisa, ¢, ¢,

misc_feature
(625)..(625)
nisa, ¢, g,

misc_feature
(627)..(627)
nisa, c, g,

misc_feature

(651)..(651)
nisa, c, @,

misc_feature
(658)..(658)
nisa, c, g,

misc_feature
(666)..(666)
nfifsa, ¢, g,

wisc_feature
(673)..(674)
nisa,c, g,

24

ort

ort

ort

or t

ort

or t

ort

ort

ort

ort

ort

ort

ort
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FuenteCIP.5T25
gtcacgggat ttgggaagct gtcgtctgtc grtectgcagt ttcaaacggt ttcaccaaaza 60

acctttccgt ctcgetgtca gacgecttga accatgactg agttctgget catctegpet 120
ccgggogaga aaacctgeca acagacttat gacaagcetge tcagcgtcac aagcaacaag 180
cagaacaacc tctcgacctg ctacaagttc caccttccgg acttgaaggt gggtacgetg 240
gatcagttgg ttggcctctc ggatgacttg ggaaagctcy acacctatgt cgaaagcatc 300
actcgaaaag tggccagctia tctgggggac gtgettpacg accagaggga caaactagec 360
gacaaccttc cttgccaatg gottggopgct ggaggcctac ctgacccepg ttttcagrgo 420
gacatggcca antaccccat caagcagttc gectcaagag catcacntga antcatcage 480
nagcaagtgt ctnanattng accggtngaa cctcnagnag caagttanct tgnttacaac 540
aaccttnaan aacttaagnt tcaantncat ncgaacccca aatcenccgg ggnaggeeng 600
gcntinttcc ngttagcont ggnentnacc ttattgcgecc aagggagcca ntttgteontt 660
egmgntogg ganntacctt a 681

<210 25

<2ll> 720

<212> DNA

<213> Ixodes scapularis

<221> wisc_feature
<222> (488)..(488)
<223 nisa,c, g, ort

<221> misc_feature
<222> (625) . (625)
<223 nisa,c,g,ort

<22)> misc_feature
<222> (627)..(627)
<223» n1isa,c,g,ort

<221> wisc_feature
<222> (631)..(631)
<223> n is a. c, g, ort

<221> wmisc_feature
<222> (641)..(641)
<223 nisa, c,g,ort

21> wisc_feature
<222> (680)..(680)
<223» nisa,c,g,ort

<221> misc_feature
Page 30
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FuenteCIP.ST25

<222> (692)..(692)

<23 nisa,c,g,ort
220>

<221> misc_feature
<222> (700)..(700)

<223» nisa,c,g,ort
<220>

<«221> wmisc_feature
<222> (719)..(719)

<223> nisa,c,g.ort

<400> 25
ctctcagcga cteogacgtc caaaagcaga tcaagcacat gatggettte atcgaccagg

aagccaacga aasaggcagaa gaagtagacg ccaaggcagg aagaagagtt caacatcgag
aagggeegee tgptcacgga gcaaaggetc aagatcatcg actactacac ccgtcpagag
aagcaagttg aactgcageg caagatccaa agctccaaca tgetgaacca ggeccggetg
aaggtgctga aggcgggcga ggaccacatt gcgacggtge tggaggagge caagegocge
O¢:tmgg||at:a tcaccaggga ccaggctcgec taccaagccc tcctgeagag catggttctg
caggcactge ttcagctcct cgagcaggag gtggtcgtece actgccgace gcaagacgec
gggcetgetga acttggacac getgagtgee aagttcaagg aggcecactgg ccgagaggtc
aagctcantg tggagcccag cctggettcg agcagetgey geggagtcga gatgetctec
aggcggggca agattcgegt ctgcaacacg ctcgagtoge ggetggacat gattgecctt
cagcttictg cogcagatca agacngnect nttcggeagg nacccccaac cgcaagttca
tgpactaggc gggctattgn ccccgccatt cnggecagtn agettggacc gtgtttacng
& o
:gg wrllacentor variabilis

<i0> 26
D atggettgeg caacattasa gCQRACACAC gattgggate cgctgeatag tccaaacgga

agatcgccca aacgacggag atgtatgect ttgteggtca cacaagcage gactecccca
acaagggcac accaaatcaa cccttcacce tteggtgaag tgecaccgaa attaacttca

gagpagatag cggccaacat tcgpgaggaa at

<210> 27

<21l> 70

<212> PRT

<213> Dermacentor variabilis

<400> 27

l{nt Ala Cys Ala }hr Leu Lys Arg Thr l{‘l’s ASp Trp Asp Pro Iigu His
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FuenteCIP.ST25

Ser Pro Asn %y ATg Ser Pro Lys g;g Arg Arg Cys Met ;‘r’n Leu Ser
val Thr GIn Ala Ala Thr Pro Pro Thr Arg Ala His GIn Ile Asn Pro
35 40 45
ser Pro Phe Gly Glu val Pro Pro Lys Leu Thr Ser Glu Glu Ile Ala
50 55 60
Ala Asn ITe Arg Glu Glu
65 70

<21 28
<ll> 490
<21> DNA
<213> Amylomma americanum

o> 28
atggcttgeg caacattaaa gcgaacgcac gactogatc ccctgcacag tccgaacgga

agatcaccaa agcggcgaag atgtatgcct ttttcagtca acccaccage tcctccaaca
agggcgcacc aaatcaatcc ctcgectttc ggcgacgtgc caccaaagct gacttcagag
gagatagcag ccaacatccg tgaggaaatg cggcggetge ageggegeaa gcagetctge
ttccagggtg cagagtgcag tagcccccce gaaggetgtt cccccattgg ctccecctee
cagcacaccg geggectect gtcacctgtg cgccgagace agoccctgtt caccttocge
caagtgggac tcatctgtga gcgcatgatg aaagagcgag agagccagat acgagaggag
tatgaccacg tgctctccac caagettgca gagcagtacg acacatttgt caagtttacg
tacgaccaaa

29
<11> 163
PRT
<213> Amylomma americanum

<400> 29
Met Ala Cys Ala Thr Leu Lys Arg Thr His Asp Trp Asp Pro Leu His
1 Cy T Ly g 1o P Trp Asp is

Ser Pro Asn Gly Arg Ser Pro Lys Arg Arg Arg Cys Met Pro Phe Ser
20 25 30
val Asn 5;0 Pro Ala Pro Pro Ill;r Arg Ala His GIn ‘I‘}e ASn Pro Ser

Pro Phe Gly Asp val Pro Pro Lys Leu Thr Ser Glu Glu Ile Ala Ala
Page 32
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FuenteCIP.ST25
50 55 60

Ash Ile Arg Glu Glu Net Arg Arg Leu GIn Arg Arg Lys Gln Leu Cys

65 9 70 rg Arg 7;’ oty g‘

Phe Gln Gly Ala Glu Cys Ser Ser Pro Pro Glu G! s Ser Pro Ile

Y 85 & 90 y o 95

Gly Ser Pro Ser GIn His Thr Gly G'\! Lev Leu Ser Pro val Arg Arg

100 10 110
AsSp GIn Pro Leu Phe Thr Phe Arg GIn val Gly Leu Ila Cys Glu A

pain 18 128 ylen 8 @ o

Met Met Lys Glu Arg Glu Ser GIn Ile Arg Glu Glu Tyr Asp His val
130 y 0 135 o 140 b4 P

au Ser Thr Lys Leu Ala Glu GIn Tyr Asp Thr pPhe val Lys Phe Thr

eli.&s Ly 150 b P 155 y 160

Tyr Asp Gin

<21l0> 130
<211> 442
<21 DNA
<213> Boophilus microplus

<400> 30
atggctrgcg caacattaaa gcgaacacat gactgggacc ccttgcacag tccgagtgge

agatcgccga agcgacgecg atgtatgect ctgtccccge ctcctacaag ggegcaccag

atcgatccct cgecccttegg agacgtgeca ccaaagttga cttcagagga gatagcagec

aacatccgtyg aggagatgcg acggctacaa cggcgcaagc agetctgttt ccagpgeget

gaccctgaat cccagcatac cagtggtctc tcgtcaccag tgcatcgaga ccagcccctg
o ttcacgttce gecaggttgg goetcatttge gaacgaatga tgaaggagcg agagagcaag

atacgggagg agtatgacca tgtgctatct accaaactcg cagaacagta cgacacattt

gtcaagttta cgtacgacca aa

210> 31

<211> 147

<212> PRT

<213> soophilus microplus

<400> 31

l{et Ala Cys Ala "ls'hr Leu Lys Arg Thr %s ASp Trp Asp Pro |i|sau His

120
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FuemteCIP,ST25
ser Pro Ser tzi;l,y Arg Ser Pro Lys g;g Arg Arg Cys Met ;50 Leu Ser

Pro Pro Pro Thr Arg Ala His GIn Ile Asp Pro Ser Pro Phe Gly Asp
35 40 45

val Pro Pro Lys Leu Thr Ser Glu Glu Ile Ala Ala Asn Ile Arg Glu

50 55 60

Glu Met Arg Arg Leu GIn Arg Arg Lys GIn Leu Cys Phe GIn Gly Ala

65 9 Arg 70 9 Arg Ly 75 d y 80

AsSp Pro Glu Ser GIn His Thr Ser Gly Leu Ser Ser Pro val His Arg

85 90 95
Asp GIn Pro Leu Phe Thr phe Arg GIn val Gly Leu Ile Cys Glu Ar
P 100 9 105 y ﬁo 9

Met Met Lys Glu Arg Glu Ser Lys Ile Arg Glu Glu Tyr Asp His val

1.!5 9 150 9 BS P

Leu Ser Thr Lys Leu Ala Glu GIn Tyr Asp Thr Phe val Lys phe Thr -
130 135 140

H; Asp GIn

<210> 32

<«<1l> 23

<212> DNA

Q1» Artificial

<220>
<223> oligonucleotide primer

<400> 32
@ gcotcotorg gagcatcage gac

<210 33

<11> 23

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleatide primer

<400>» 33
tcgcaacgga caacggcagg ttg

<210> 34
<211> 23

Page 34
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FuenteCIP.ST25
<212> DNA
<213 Artificial

<220>
<223> oligonucleotide primer

<400> 34
gettgegeaa cattaaageg aac

<210> 35

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> ng_onuchot'l de primer

<400> 35

tgcttgtttg cagatgcecca tca
<210> 36

<1l> 23

<212> DNA

213> Artificial

<220»

<223> oligonucleotide primer

<400> 36
gaaatatctg tgaaaccaag gcc

<210> 37

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleotide primer

<400> 37
attgcacaac acatcattaa ctg

o 210> 38
- <211> 486
<212> DNA
<213> Rhipicephalus appendiculatus

<400> 38
atggcttgty cpacattaaa goggacacat gactgggacc ccttgcacag tccgagtgge

agatcaccaa agcgacgecg atgcatgect ctgtccccge CtCccaacgag ggegcaccag

atcgatccct cgcccttcgg agacgtgcca ccaaagttga cttcagagga gatagcagcc

aacatccgcg aggagatgcg acggetacaa cggcgcaage agetctgttt tcaaggcacc

gacgccgaat cccagcatac cagtggtctc tcgtcaccgg tgcgrcgaga ccagcccctg

ttcacgttec gecaggttgg getcatttge gaacgcatga tgaaggagceg agagagcaag
Page 35
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FuenteCIP.ST25
atacgggagg agtatgacca cgtgctatcc accaagctcg cagaacagta cgacacgtet 420

gttaaattta cctacgacca aattcagaag cggtttpagg grgctacgec cagetatttg 480
tcgtaa 486
<210> 39

<211> 161

<212> PRT

«<213> Rhipicephalus appendiculatus
<i00> 39

':lm: Ala Cys A1a.15'hr Leu Lys Arg Thr llljl)s ASp Trp Asp Pro ligu His

Ser Pro Ser Gly Arg Ser Pro Lys Arg Arg A S Met Pro Leu Ser
20’ rg y 259 g Arg Cy 1)
Pro Pro Pro Thr Arg Ala His GIn Ile Asp Pro Ser Pro Phe Gly Asp
. 35 40 45
val Pro Pro Lys Leu Thr Ser Glu Glu Ile Ala Ala Asn Ile Arg Glu
50 55 60
Glu Met Arg Arg Leu GIn Arg Arg Lys GIn Leu Cys Phe Gln Gly Thr
65 9 Are 70 re Aro Ly 75 o y 80
Asp Ala Glu Ser GIn His Thr Ser Gly Leu Ser Ser Pro val Arg Arg
85 90 95
Asp GIn Pro Leu Phe Thr phe Arg GIn val Gly Leu Ile Cys Glu A
P 100 9 108 y g.yl.o ra
Met Met LyS Glu Arg Glu Ser Lys Ile Arg Glu Glu Tyr Asp His val
1{5 g 1!0 ¢ Bs P
\O Leu Ser Thr Lys Leu Ala Glu GIn Tyr Asp Thr pPhe val Lys Phe Thr
130 135 140

r Asp GIn Ile GIn Lys Arg Phe Glu Gly Ala Thr Pro Ser Tyr Leu
HS P 1!0 9 y 155 R4 160

ser

Copy provided bry USPTO from the IFW Umage Dstabass on 12/20/2005



at

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

A TODOS CUANTOS LA PRESENTE VIEREN:

DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNILOS

Qficina de Patentes Y Marcas de los Estados Unidos

30 de diciembre del
1005
LA PRESENTE ES PARA CERTIFICAR QUE LA ANEXA ES UNA COPIA
FIEL DE LOS ARCHIVOS DE T.A OFICINA DE PATENTES Y MARCAS
DE L1LOS ESTADOS UNIDOS DE AQUELLOS DOCUMENTOS DE LA
SOLICITUD DE PATENTE IDENTIFICADA EN LO BIGUIENMTE, QUE
CUMPLE CON LOS REQUERIMIENTOS PARA QUE LE SEA OTORGADA
UNA FECHA DE PRESENTACION BAJO 35 USC 111.
NUMERO DE SOLICITUD: 10/972,789
FECHA DE PRESENTACION: 25 de octubre del 2004
EL CODIGO ¥ NUMERO DEL PAIS DE SU SOLICITUD DE PRIORIDAD,
A SER UTILIZADC PARA PRESENTACION EN EL EXTRANJERO BAJO
LA CONVENCION DE PARIS, ES U810/972,789
Por Poder del

Subsecretario de Comercic  para la Propiedad
Intelectual y

Director de la Oficina de Patentes y Marcas de los

Estados Unidos

(firmadq)
(SBLLO) P. SWAIN
Funcionario que Certifica
PATENTE

Expediente No.: 57338/04-597

3




CERTIFICACION BAJO 37 C.F.R. Y 1.10
Por la presente certifico que, en la fecha mostrada
enseguida esta correspondencia estd silendo depositada con
el Servicio Postal de los Estados Unidos en un sobre
dirigido a: Mail Stop Patent Application, Commissioner
for Patents, P.0O. Box 1450, Alejandria, VA 22313-1450
como ™“Express Mail Post Office to Address” Etiqueta de

Envic de Correo No EV166756583U8 el 25 de octubre del

2004.

(firmado) LUZ C. LOPEZ

Firma (Nombre escrito o impreso
de la persona gue

certifica)

Clasificacién Preliminar:

Clase Propuesta:

Subclane:
NOTA: “Todos lom solicitantes son demandados para i;acluir
una clasificacién preliminar sobre las soclicitudes de
patente recientemente presentadas. La clasificacién
preliminar, de preferencia lae designaciones de clase y
subclase, debe ser identificada en la esquina derecha
superior de la carta de transmisién que acompafia los
documentos de la‘solicitud, por ejemplo “Clase Propuesta

2, subclase 129, M.P.E.P. Seccifn 601, 7* Ed.

u4



EN LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOB ESTADOEB UNIDOS

Mail Btop Patent Application
Cormissioner for Patents
P.0. Box 1450

Alejandria, VA 22313-1450

NUEVA TRANSMISION DE SOLICITUD
Transmitida con la presente para presentacién estd la

solicitud de patente de

Inventor(es): Joeé de Jeslis DE LA FUENTE
Katherine M. TOCAN )
Consuelo GARCIA-ALMAZAN
Edmour F.BLOUIN
Para (Titulo): ANTIGENOS Y VACUNAS PROTECTORES PARA EL
CONTROL DE INFESTACIONES POR GARRAPATAS

MULTIESPECIES



1.

PATENTE
Expediente No.: 57338/04-597

Tipo de Bolicitud

Esta nueva sBolicitud es para un{a)

Previa(s)

[ 1 Original (no provisional)

[ ] Diaseflo

[ ] Planta

[ 1 Divieional

[ 1] Continuacién

[X] Continuacién en parte (C-I-P).

Beneficio de la{s) Bolicitud(es) Norteameriocana(s)

(35 U.8.C. Secciones 119{(e), 120 o 121)

[X] La nueva solicitud que es transmitida

reivindica el benaficlo de la(s) solicitudies)

norteamericana({g) previa(s).

Esta molicitud es una continuacién-en-parte de

la solicitud correspondiente No. de Serile

10/425,563, presentada el _ 04/29/2003; que en

parte es una _no provisional de la solicitud

correspondiente No. de Serie 60/376,251

presentada el 04/29/2002.

Documentos Adjuntos

Requaridos para la Faechs de Presantacién bajo 37

clr.n.

Beccién 1.53(b) (Regular) o 37 C.F.R. Heccién

1,153 (Dimefio) Solicitud

36

—5
1

Péginas de Especificacién
P&ginas de Reivindicaciones
P&gina de Extracto

Hojas de Dibujos [Formall

)\

26



(1

| .\%bwr

El{loa) dibujo{s) adjunto(s) es(sen} fotcgraffa(s),
y también se adjunta una “PETICION PARA ACEPTAR
POTOGRAFIA(S) COMC DIBUJO(S)*. 37 C.F.R. Seccién
1.84(b).

{1 Formal

[} Informal

Otros Documentos Adjuntos

Piginas de declaracién y poder del apoderado
PAginas de cesidn

Peticién de no Publicacién y Certificacién bajo
35 U.8.C. 122(b) (2) (B) (1)

X Hoja de Datos de la Solicitud Inicial (_4 pg)
Ninguno

S Otro

Documentos Adicicnales Adjuntos

[ ] Enmiendas a las reivindicaciones

[ 1 Cancelar én esta solicitud las
relvindicaciones _ __ antea de calcular loe
derechos de presentacién. (Por lo menoe
una reivindicacién independiente original
debe 8ser retenida para propésitos de .
presentacién) .

[ 1 Adicicnar las reivindicaciones mostradas
en la enmienda adjunta. {Las
relvindicaciones adicionadas se han
numerado consecutivamente siguiendo las
reivindicaciones originales de numeracién

mis alca).

\



(A

0

{1 Enmienda Preliminar.
t ] Declaracién de Descripcién de Informacién (37

C.F.R. Beccién 1.98)

[ ] Forma PTO-1449 (PTQ/SB/08A y 08B)

[.] Citasa .

[ ] Declaracién de DepSsito Blolégico

[X] Envio de "Listado de Secuencia”, copia leible
en computadora y/o enmienda que pertenece a la
misma para la invencién* de biotecnologia que

contiene gecuencias de nucledtidos y/q

aminodcidos.

[X] NOTA: Por 1la presente declaro que la
informacién registrada en la forma leible
en computadora es idéntica al listado de
secuencila escrito (en documento o disco
compacto). Ver 37 CFR 1.821(f).

[ 1 Autorizacién del(os} Apoderado{s) para Aceptar

y Sequir Inatrucciones del Representante

[ ] Comentarios Especiales

[] oOtro
5. Declaracién o Juramento (incluyendo poder del
apoderado)

[ 1 adjunto

Ejecutado por

[ 1 Inventor(es)

[ ] representante legal del(los) inventor(es).
37 C.F.R. Seccibn 1.42 o 1:43.

{1 inventor conjunte o parsona gque muestra un

interés propietario a favor del inventor



'f.‘.

X

qulién rehusé firmar o© no puede ser

notificado.

[ 1 'Esta es la peticién requerida por 37
C.F.R. 8Seccifn 1.47 y también ae
adjunta la declaracién requerida por
37 C.F.R. Seccifin 1.47. Ver el
parrafo 13 enseguida para derechos.

[X] No adjunto.

[] La sol%citud es hecha por una persona
autorizada bajo 37 C.F.R. 1.41 a favor de
todos los inventores mencionades
anteriormente,

[ 1 Que muestra dque la presentacidn es
- autorizada.
6. Idioma
[X] Inglés

[ ] No en Inglés

[] 1la traduccién adjunta  incluye una-

declaraci6bn de gque la traduccién ea
precisa. 37 C.F.R. Seccién 1.52(d).
7. Casién
[X] Una cesién de la invencién a
[ ] pse adjunta. Una -
[1] "HOJA DE CUBIERTA PARA LA CESION
(DOCUMENTO) QUE ACOMPANA LA NUEBVA SOﬂICITUD DE PATENTE" o
FORMA PTO 1595 meparada también se adjunta,.
[ ] seguird
[X] Ceaién previamente regigtrada el

07/14/2003 en el carrete 014258/Cuadro 0067,

(A4S



8. Copia Certificada
Copia(s) certificada(s) de la(s) solicitud(es)
Pals:
Solicitud No.:

Presentada:

a partir de la cual se reivindica la prioridad
[ 1 est&in) adjunta(s)
[ 1 BseguirA.

9. Chlculo de Darechos (37 C.F.R. Secci6n 1.16)

A. [X] BSolicitud Regular

REIVINDICACIONES COMO BE.PREBENTARON

Reivindicaciones Ndimaro Autorizacién Nimero Tasa Derachos
Presen- de Derechos Extra Béegicos
tado Bésicos 37 C.F.R.
Seccidn
1.161{a)
4750.00
Reivindicaciones
Totales. (37 C.P.R. 53 - 20 = 3 x § 18.00 594

Beccidn 1.16(b))

Reivindicaciones
Indapandientas (37 10 =3 - x $88.00 880.00
C.F.R. Seccién

1.16 (b))



Reivindicaciénies)

A

Dependiente (s) x $300.00 .00

Miltipleis), Bl las

hay (37 C.FP.R.

Seccién 1.16(b}} »

[1

[]

[1]

Se adjunta la enmienda que cancela 1la
reivindicaciones extras.
Se adjunta la enmienda gque Buprime las
dependencias miltiples.
Derechos para relvindicaciones no estin siendo

pagades en este momento.

Calculo de Derechos de presentacisén

$2,264.00

B. [ 1 8Solicitud de disefio

($340.00-37 C.F.R. Beccién 1.16(£f})

Calculo de Derechos de presentacién
s _
c. [ 1 Sclicitud de Plantas

($530.00—-37 C.F.R. Seccién 1.16&5))

Calculo .de Derechos de presentacién
$_

10. Deaclaracién({es) de Entidad pesquéfia



I Declaraciér; de entidad pequefla es reivindicada

- en este momento.

[X] Declar-acién de entidad pequefia no es
reivindicada en este momento.

Célculo de Derechos de Presentacién (50% de A,
B o C anterior)
2,264.00
1l. Peticibn para Bisgqueda de Tipo Internacional (37
C.F.R. Seccibn 1.104 (d))
fcompletar, si es aplicable)

[ 1 Por favor preparar un reporte de bilsqueda de
tipo internacional para esta solicitud en el
momento cuando el examen nacional sobre los
méritos toma lugar.

12. Pago da Darschos qua ap Hecho an Esta Momsnto

[X] No adjunto
[X] Ningﬁ'n derecho de presentacién estd siendo

pagado en este momento.

[ ] Adjunto

{ ] Derechos de Presentacién

[ ] Cesibn de registro
($40.00; 37 C.F.R. Seccién 1.21(h))
(Ver la “HOJA DE CUBIERTA PARA LA CESION
QUE ACOMPANA LA NUEVA SOLICITUD* Adjunta).
$

[ ] Derechos de peticifn para presentar por
ocxo diferente a todoa los inventores o

personas a favor del inventor donde el

Y



D
X

inventor rehus§ firmar o no puede aser
notificado
($130.00; 37 C.F.R. Seccién 1.47(I))
S

[ 1] Para procesamiento de una solicitud con
una especificacién en wun idioma no en
Inglés
($13d.00; 37 C.F.R. Becciones 1,52(d) y
1.17 (k) '
$

[ 1] Procesamiento y retencién de derechos

{(6130.00; 37 C.FP.R. Becciones 1.53(d) ¥y
1.21 (1))
e
[ 1] Derechos para reporte de blisqueda de tipo
internacional
($40.00; 37 C.F.R. Secclén 1.21{e))
L
Derechos Totales Adjuntos
$
13. Método de Pago de los Derechos
[ 1 Cheque por la cantidad de $§
[] Cargar a la Cuenta No. en la cantidad-
de §
{[] Se adjunta un duplicado de esta
tranemisién.
14. Autorizacién para Cargar Derschos Adicionales
[ 1] El Comimionado estd por la preseﬂte autorizado

para cargar los siguientes derechos adicionales



\Zﬁ ny

mediante este documente y durante la pendencia

completa de esta solicit;d a la Cuenta No.

{1 37 C.F.R. Beccién 1.16(a), (f) o (qg)
(derechos de presentacién)

{1 37 C.F.R. Seccién 1.16(b}), (e} y (d)
(presentacién de reivindicacionea-extras)

{1 37 C.F.R., Beccitn 1,16(e}) {sobrecargo para
piesentar los derechos de presentacidn
b&sicos y/o declaracién en una fecha
después de la fecha de presentacién de la
eolicitud)

[ ] 37 C.F.R. Seccién 1.17(a) (1)-(5) (derechos
de exteﬁ;ién conforme a la Seccifén
1.136(a).

{1 37 C.FP.R, Beccifn 1.17 (derechos deal
procesamiento de la solicitud)

[]1] 37 C.F.R. Seccién 11.18 (derechos de
expedicién en o antes el envio de la
Notificacién de Autorizacibdn, conforme a
37 C.F.R. Seccidén 1.31(b))-

15, Inptrucciones sn cuanto al Bobrepago
[ 1 Cuenta de {rédito No.
[ ] Reembolso
16. Direccién de Corrsspondeancia
No. de Cliente 22206
Respetuosamente Enviado,

10/25/04 (£firmado)

PECHA FIRMA DEL PROFESIONAL

Reg. No.: 36,050 R. Alan Weeks




impreso

Tel. No.:(918) 599-0621

Cliente No.:; 22206

204006.1

(=

{(nombre egcrito o

del profesional)

321 8. Boston Ave., Buite

P.0. Addressn

Tulea, OK 74103-3318




HOJA DE DATOS DE LA SQLICITUD INICIAL

Informacién de la Bolicitud

Tipo de Solicitud::

Materlia Sujeto:: |

Clasificacién Sugerida::

Unidad del Grupo Técnico Sugerida::_
¢Envio de Secuencia?::

¢Forma Leible en Computadora (CRF)?

Nimero de copias de CRF::

Titulo::

Nimero de Expediente del Apoderado::
Peticién para Publicacién temprana::
Peticién para no Publicacifn::
Figura de Dibujos Sugerida::

Hojas de Dibujos Totales::

¢Entidad Pequefla?::

LPeticlitn Incluida?::

¢Orden Secreto en la Solicitud
Original?::

Informacién del HSolicitante

?ipo de Autoridad dei

Solicitante Uno::

Regular
Utilidad

Documento

o sl

Una

Antigenoa Y
vacunas
protectores para
el control de
infestaciones por
garrapatas
multiespecies
57338/04-597

No

No

No

No

No

Inventor



. | \?%v X

Pals de Ciudadania Primario:: Cuba

Eatad;:: Capacidad Completa
Nombre: : Joaé de Jesiia
Apellido:: de la Fuente
Ciudad de Reaidéncia: Btillwater

Estado o Provincia de Reaidencla:: oK

Pais de Residencia:: EUA

Calle da direccién de correo:: 400 Squires

* landirg, Apt. M-S
Ciudad de direccién de correo:: stillwater
Eatado o Provincia de 1a
direccién de correo:: OK
Pais de direccién de correo:: EUA

Cédigo postal de direccién de correo:: 74074

Tipo de Autoridad del Solicitante

Doa:: Idventoer

Pais de Ciudadania Primario:: EUA

Estado: : ] Capacidad Completa

Nombre: ; Katherine M.

Apellido:: . Kocan

Ciudad de Residencia: Perkins

Estado o Provincia de Residencila:: OK

Paie de Residencia:: EUA

Calle de direccidn de correo:: 3909 B. 92nd
Street

Ciudad de direcci§n de correo:: Perkins

Estado o Provincia de la

direccién de correo:: oK



pais de direccién de correo::

Cédigo postal de direccidn de correo::

Tipo de Autoridad del Solicitante
Tres::

Pais de Cludadania Primario::
Eptado::

Nombre: :

Apellido::

Ciudad de Residencia:

Eatado o Provincia de Réaidencia::
Pais de Residencia::

Calle de direccibn de correo::
Ciudad de direccién de correo::
Estado o Provincia de la
direccién de correo::

Pals de direccidn de correa::

C6digo postal de direccién de correo::

Tipo de Autoridad del Solicitante
Cuatro::

Pais de Ciudadanfa Primario::
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ANTIGENOS Y VACUNAS PROTECTORES PARA EL CONTROL DE
INFESTACIONES POR GARRAPATAS MOLTIESPRCIES

-REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta golicitud es una continuacién en parte
de la solicitud de patente norteamericana No. de Berie
10/425,563 copendiente, presentada el 29  de abril del
2003, esta solicitud que reivindica el beneficio de la
solicitud de patent; provieicnal norteamericana No. de
Serie 60/376,251 presentada el 29 de abril del 2002.
Ambas solicitudes de prloridad anotgdas son incorporadas
en la presente por referencia

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo Técnico:

[00D02] La presente invencién ee relacicna con la
identificacién de antigenos protectores contra
infestacién de garrapatas, secuencias de genes y
proteinas codificadas para tales antigenos, vacunas
relacionadas y métodos Gtiles para inducir una respuesta
inmune en mamf{feros, los cuales protegen contra un amplio
rango de especles de garrapatas.

Antecedentes:

[0003] Las garrapatas parasitan animales salvajes,
doméeticos y humanos y transmiten patdgenos que incluyen
hongos, bacterias, virus y protozoos. Actualmente, las
garrapatas se consideran segundos en el mundo después de
los moequitos como vectores de enfermedades humanas, pero
se consideran como el vector més importante de patégenocs
en Norte América (Parola y Raoult, 2001). Las Ixodes
spp. est&n distribuidas por teodo el munde y actfian como
?ectores de enfermedades humanas causadas por Borrelila

burgdorferi (enfermedad de Lyme), Anaplasma
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phagocytiphila (erliquiosis granulocftica humana),
Cbxieila burnetti (fiebre Q), Francisella tularensis
(tularemia), B. afzelii, B. lusitaniae, B. valalsiana y
B. garinii, Rickettsia helvetilca, R. japonica y R.
australis, Babesia divergens y virua de encefalitis
causaga por las garrapatas (TBE) y fiebre hemorrigica de
Omsek (Eatrada—?éﬁa y Jongejan, 1999; parola y Raoult,
2001} . A todo lo largo del eate y el gudeste de Estados
Unidos y Canada, la I. acqpulari; (garrapata de patas
negras) es el vector principal de B. burgdorferi en
gentido estricto y A. phagocytophila (Estrada-Pefla y
Jongejan, 1999; Parola y Raoult, 2001). Ademis de la
Ixodes, otra especle de garrapata de importancia médica y
veterinaria incluye los de los géneros Amblycmma,
Dermacentor, Rhipicephalus y Boophilus.

[06041 El control de la infestacién de garrapatas es
diffcil y a veces poco précticc para garrapatas con
miltiples hospedercs como la Ixodes spp. Actualmente, el
control de garrapatas se lleva a cabo por_manejo
integrado de plagas en el cual se adaptan diferentes
métodos a un drea o rontra una especie de garrapata con
debida consideracifn a loe efectos ambientales. El
control de garrapatas por vacunacibn: sin embargo,'podria
evitar la contaminacién amblental y la seleccién de
garrapatas resistentes a loa medicamentos que resultan de
la aplicacién repetida de acaricidas {de la Fuente y
colahoradores, 1998; Garcia-Garcla y colaboradores, 1990;
de la Fuente y Kocan 2004). Las vacunas contra las
garrapatas también permitirfan incluir miltiples

antigenos para atacar un amplioc rango de especies de
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garrapatas f la incorporacién de antfgenos que blogquean
patégénoa {de la Fuente y Kocan 2004).

(0005] Recilentemente, ae han desarrollads vacunas
contra la Boophilus spp. de un solo hospedero (Willadsen,
1997; Willadsen y Jongejan, 1999; de 1la Fuente vy
colaboradores, 1999; 2000; de Vos y colaboradorea, 2001;
de la Fuente y Tocan, 2004). El antigeno recombinante B.
microplus BM8§ incluildo en las formulaciones de la vacuna
comercial TickGARD (Hoechst Animal Health, Australia) y
Gavac (Heber Biotec 8.,A., Havana, Cuba). también confiere
proteccidn contra los géneros de garrapatas Hyalomma Yy
Rhipicephalus relacionados filogenéticamente {(de 1la
Fuente y colaboradores, 2000; de Vos y colaboradores,
2001; de la Fuente y Tocan, 2004). S8in embargo, -la
inmunizacién con BM86 falla en” proteger contra la
Amblyomma spp. filogenéticamente mas distante {(de Vos y
colaboradores, 2001). Estos resultados sugieren gue usar
BMB6 o un gen cercanamente relacionado para la produccidn
de vacunas contrz la Ixodes spp. u otros géneros de
garrapatas filogenéticamente distantes de la Boophilus
spp. (Black y Plesman, 1994) seria poco préctico. Por lo
tanto, permanece una necesidad de identificar candidatos
de vacunas de mis amplio espectro contra infestaciones de
garrapatae a través de espééies filogenéticamente.
distantes (de la Fuente y Tocan, 2004).

[0006] En la solicitud de patente con nfimero de
perie 10/425,653 que da origen a esta nosotros
deacribimos la identificacién por ELI y la secuencia de
qnﬁliais de clones de ADNc contra infestaciones

experimentales de I. Scapularis en lo que fue un primer
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ejemplo de la aplicacién de ELI a artr&podos y
particularmente a garrapatas (Almaz&n y colaboradores,
2003 a,b). Se creyb que estos antigenos protectores,
aunque identificados para I. Scapularis, podian ser
protectores cruzados entre la especie Ixodes considerando
el alto grado de conservacién de Ta secuencia de geneg y
la funcién de proteinas entre especies del mismo género.
{0007] Sorprendentemente, se ha descubierto que
ciertoa antigenos protectores exhiben actividad y son
expresados a través de especlies de garrapatas, y en
algunas circunstancias a través de géneros, lo que hace
peosible el usco de antigenos comunes en un amplio rango de

formulaciones de vacunas contra garrapatas.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

[(0008] En la solicitud que da origen a esta, se
identificaron numerosos antigenos protectores derivados
de la I. Scapularis y demostraron poseer propiedades
protectoras contra infestaciones de garrapatas de I.
Scapularis. Entre estos antigenos habia clones §
polipéptidos amociados designados 4D8, 4F8 y 4E6. Aquil
se demuestra que la actividad de estos antigenos
protectores particulares se extiende a otras especies de
garrapatas, en el caso del 4D8, 4F8, y 4E6 a otras
especies de garrapatas que no son Ixodes. Ademis, se
proporcionan las secuencias recientemente- descubiertas
(ADN y protefna) del antigeno protector contra garrapatas
4D8 derivado del género Rhipicephalus, particularmente
Rhipicephalus appendiculatua.

[0009] Se analizaron la conservacién de la secuencia

y la expresién de 4F8, 4D8 y 4E6 en iaa eapecies



relacionadas al I. scapularis, I. pacificusy 1I.
ricinos, y en D, variabilis, R. sanguineus y A.
americanum por RT-PCR usando los cebadores o iniciadores
especificos para las secuencias conocidas de
I.scapularis. La expresifn se detect6 en I. ricinos para
todos los trea genes y en I. pacificus para el 4D8 y 4ES6.
La expresién de 4D8 también se detect5 en D. variabilis,
B. microphilus, R. sanguineus y A. americanum. Se
clonaron y secuenciaron los genes correspondientes al 4D8
en D. variabilis, A. americanum y B. microplus.

[0010] La deteccién de la expresién de 4D8 y 4E6 en
especies de garrapatas no Ixodes fue la baese para un
experimento en el que se inmunizaron conejos con 4F8, 4D8
y 4E6 derivados de la I. scapularis y probados con ninfas
de I.scapularis, D. variabill y A. americanum. Los
resultados sustentan la inventiva de loa. antigencs
protectores en formulaciones de vacunas para el control
de miltiples especiéa de garrapatas.

[0011] En concordancia, en una modalidad de la
presente invencién se proporcionan secuencias de ADNc,
fragmentos codificadores de proteiﬁgs de los mismos, y
secuencias de proteinas derivadas para los antigenos
protectores contra miltiples especles denominados 4F8,
4DB y 4E6.

{0012] En otra modalidad de la presente invencién se
proporciona una composicién de vacuna que comprende las
proteinas recombinantes protectoras y/o ADNc modificados
por separado o los cuales pueden ser opcionalmente
combinados con un ayudante para mejorar la eficacia de la

proteccién de preparaciones de vacunas contra miltiples
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especies de garrapatas, en donde la composicién de las
vacunas comprende ademis un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable. La composicién de la vacuna
también puede ser opcilonalmente combinada con componertes
patSgencs originados por las garrapatas para proporcionar
un medio para controlar infecciones originadas por las
garrapatas, en donde la composicién de 1; vacuna
comprende ademés uq.portador o diluyente
farmacéuticamente acaptah}e Y un ayudante.

[0013] En otra medalidad de la presente invencién se
proporciona un método para inducir yna respuesta inmune
en un mamifero para proporcioqar proteccién inmune, lo
cual reduce o afecta las infestaciones por las garrapatas
objetivo y/o la tranqmiaién de patSgenocs originados por
las garrapatas, el método comprende administrar a una
poblacién humana y a una reserva mamifera en rieego una
cantidad efectiva de una vacuna que comprende las
protefinas recombinantes protectoras y/o ADNc modificados
80lo o en combinacidn con un ayudante o componentes de un
patSgeno originado por garrapatas para proporcicnar
medios para contiolar infestaciones de garrapatas y para
reducir la transmisifn a humanos de infecciones
originadas por garrapatasa, en donde la coﬁposicién de la
vacuna comprende ademis un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

[0014] Un mejor entendimiento de la presente
invencién y sus objetivos y ventajas serf aparente para
aquel con habilidad en el arte a partir de la siguiente
dgscripcién detallada, en donde me describen solo las

modalidades preferidas de la invencién, simplemente a



modo de ilustracifn del mejor modo contemplado para
llevar acabo la invencién. Como 8¢ llegard a enténder,
la invencién es capaz de modificaciones en varios
aspectoa obvios, todos sin alejarse del alcance y
espiritu de la invencién. En concordancia, la
deascripcién eolo debe considerarse como de naturaleza
ilustrativa y no restrictiva.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0015) La FiGURA 1 ea un resumen del acercamientoc
ELI al ADNc utilizado para identificar antigencs
protectores contra la infestacién de I. Scapularis.

[0016] La FIGURA 2A es un grifico que mueatra los
resultados de la seleccién primaria de los conjuntos de
ADNc (A - H1 - 4, AS) por ELI. V, ratones de control
inyectados con 1 ug del vector de ADN solo. *a<0.0l, **qu
<0.05 (Prueba post-hoc de Tukey para comparaciones
apareadas después de ANOVA). Los nfimercs en las casillas
representan valores para la inhibicién de la infestacién
de garrapatas respecto al grupo de control.

[0017] lLa FIGURA 2B es una grifica que muestra los
regultados de la seleccidn primaria de los conjuntos de
ADNc (A6-A10, B-H 5-8) por ELI, V, ratoné; de control
inyectados con 1 ug pbl vector de ADN solo. *a<0.0l, #y
<0.05 (Prueba post-hoc de Tukey para comparaciones
apareadas después de ANOVA). Los nimercs en las casillas
representan valores para la inhibicifn de la infestacién
de garrapatas respecto al grupo de control.

[0018] la FIGURA 3 es una grifica de los resultados
de una geleccién terclaria por ELI de los subconjuntos de

ADNc formados de acuerdo con la funcién predicha de las



proteinas codificadas. S8olamente se muestran los grupos .

con I 2 15% (barras blancas). El nimero de larvas
engordadas por ratén se expresa comc la medlia i+ DE
(barras negras). Los ratones de control fueron
inyectados con ADNc mitocondrial {MT). *P<0.05 (Prueba de
la t de Student)

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0019] Antee de explicar la presente invencién en
detalle, es importante entender que la invencién no se
limita en su aplicacién a los detalles de la conatruccién
ilustrada en loa pasos aqui descritos. La invencidn es
capaz de otras modalidades y de ser practicada o llevada
a cabo en una variedad de formas. Debe ;ntenderae que la
fraseologia y la terminologia empleadas aqui son para
propSeitos de descripcidén y no de limitacién.

[0020] En la solicitud que da origen a ésta, se
proporcionaron 25 secuencias sepa¥adas y distintas que
comprendfian 14 moléculas de ADNc clonadas y 11 secuencias
de aminoflcidos deducidas de polipéptidos codificados,
dichas secuencias han sido aisladas e identificadas como
protectoras contra I. secapularis de acuerdo con 1la
sigquiente metodologfa experimental descrita.

Ejemplo 1: Construccién de una librerfia de ADNc del
I.scapularis y tamizado de antigenos protectores
por ELI.
Célulag de garrapata

[0020] Monocapas de células IDE8S (ATCC CRL 1973),.
derivadas originalmente de I .scapularis embrionariaa, se
mantuvieron a 31°C en medio L-15B suplido con 5% de suero

fetal bovino, caldo de triptosa de fosfato y concentrado
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de lipoproteina bovina de acuerdo con Munderloh y
colaboradores (1994). Las células fueron subcultivadas
en subcultivos a 1:5 - 1:10 cuando las monocapas
alcanzaron una densidad de aproximadamen;e 10’
células/frasco T-25. El medio se reemplazd semanalmente.
Construccidén de la libreria

[0022) Se construyd una libreria de expresién de
ADNc en el vector pEXPl que contenia el promotor del
fuerte citomegalovirus CMViy (Clontech). Como planefbamos
atacar las etapas larvales tempranas de I. scapularis,
escogimos construir nuestra libreria a partir de poli{A)+
ARN derivado de cultivos de células IDEB embrionarias de
I. scapularis. La libreria de ADNc contenfa 4.4 x 10°
clones independientes en una concentracién determinada
por titulacién de aproximadamente 10° cfu/ml con mi&e del
93% de los clones con insertcs de ADNc. El tamafio
promedio del ADNc fue de 1.7 kb (0.54 a 4.0 kb).
Seleccién primaria

[0023] El esguema general para la identificacién de
antigenos protectores por medio de BLI, fraccilonamiento
secuencial y anflieis de secuencia se muestra en la
figura 1.

[0024] Se prepararon noventa y seis placas LBA
(maestras) que contenifan un promedio de 41 (30 - 61)
clones de ADNc por placa. Se hicileron réplicas de cada
placa y los clones de cada placa fueron agrupados,
inoculados en Luria-Bertanl con 50 uglml_de ampicilina,
crecidos por 2 horas en una placa de 96 cubetas y el DNA
de plé&smido se purificd de cada conjunto (sistema de

purificacién de DNA de plé&smido Wizard SV 95, promega,



Madison, WI, Estados Unidos de América). Se utilizaron
ratones hembra BALB/c, de 5 - 6 semanas de edad al
momento de la primera vacunacién. Los ratones se
cuidaron de acuerdo con los estéindares establecidos en la
Gufa para el Cuidado y uso de Animales de Laboratorio.
Los ratones fueron inyectados con una jeringa tuberculina
de 1 ml y una aguja de calibre 27 a los dias 0 y 14. Se
inmunizaron IM tres ratones por grupo en el muslo con 1
ug de ADN/dosie en 50 Ol de PBS. Se incluyeron dos
grupos de tres ratones cada uno como conctrol. Un grupo se
inyect® solamente con 1 mg de ADN vectorial Y el segundo
solamente con sclucién salina. Dos semanas después de la
q1tima inmunizacidn, los ratones fueron infestadoe con
100 larvas de I. scapularis por ratén. Las garrapatas se
criaron artificialmente en las instalaciones de crianza
de garrapatas de la Universidad de Oklahoma alimentando
larvas en ratones, ninfas en conejos y adultos en ovejas
y utilizando para la infestacién en nuestros experimentcos
las larvae obtenidas de los huevos puestos por una scla
hembra. Doce horas después de la infestacién de
garrapatas, se contaron las larvas que no se sujetaron
para calcular el nfimero de larvas unidas por ratén y los
ratones se transfirieron n.jaulas n&évaa. Se recogieron
diariamente las larvas repletas que cafan de cada ratén y -
se contaron por 7 dfas. La inhibicién de la infestacién
de garrapatas (I} para cada grupc se calculd respecto a
loe controles inmunizados con el vector como [1-
(<RL>n/<RL>c x <RL»ic/<RL>in)] x 100, en donde <RL>n es
el nimero promedio de larvas repletas recuperadas por

ratén de cada grupo de prueba , <RL>¢ es el nfimerc
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promedioc de larvas repletas recuperadas por ratén del
grupo'de control, <RL>ic ea el nlimero promedic de larvas
unidas por ratdn para el grupo de control, y <IR>in es el
nGmero promedio de larvas unidas por ratfn para cada
grupo de prueba.

[0025] Los conjuntos de 41 (30 - 61} clonea de ADNc
de I. scapularis se seleccionarcn por ELI. Solamente se
analizaron 33 conjuntos de ADNe por experimento., El nivel
de infestacién promedio de garrapatas fud de 50431 y
56+15 y 54118 larvas/ratén para los ratones inmunizados
con ADNc y los contiolea, respectivamente (P>0.05) (Tabla
1) . El nGmerc promedio de larvas engordadas recuperadas
por ratén fue de 943 y 1314 en los ratones inmunizados
con ADNc y 1614 y 17+3 en el grupo ;e control inmunizado
caon vector (P<0.05) (Tabla 1}. No se observd una
reduccién en el nimero de larvas recogidas de los ratones
que recibleron el ADN vectorial en comparacién con loa
controles inmunizados con solucién salina. El ndmero
maximo de larvas engordadasa se recogié 3 a 4 dias
después de la infestacién. Sin embargo, en los ratones
inmunizados con los conjuntos de ADNc B5, AB y AlQ
(Figura2) se reglestrd un retardo en el desarrolloc de la
larva en 1 0 2 dfas. La inhibicién promedio de la
infestacién de garrapatas (I) fue de 49:+28% y 30:x22%
/Tabla 1). Después de dos experimentos que cubrfan el
andlieie de los 66 conjuntos (2705 clones), se
seleccionaron 9 conjuntos protectores (351 clones) que
producfan una inhibicién de la infestacién de garrapatas
I = 60% (Figura 2A y 2B y la Tabla 1), Cuando comenzamos

estos experimentos, planeamos seleccionar més de 4000
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clones de ADNc considerando la complejidad del genoma de
la garrapata. 8Sin ;mbargo, para nuestra sorpresa se
identificaron 9 conjuntos de ADNc protector después de la
seleccibén de 66 conjuntos que contqnian mis de 2705
clones de ADNc. El resultado probablemente refleja la
posibilidad de interferir con infestaciones de garrapataa
en michos niveles diferentes que involucran una pléyade
de productos genéticos. Los resultados de la vacunacién
contra las garrapatas empleando antigenos recombinantes
sustentan esta visién (revisados por Mulenga y
colaboradores, 5000). Debido a la complejidad del
procedimiento de seleccién en ratones vacunados y
probados con larvas de garrapatas, era dificil trabajar
con més de 9 conjuntes de ADNc protector. por lo tanto
no continuamos seleccionado nueves conjuntos de ADNc y
enfocamos nuestra atencisdn en los nueve conjuntos
seleccionados despufs de la seleccién primaria.
Seleccién secundaria

[0026]) La seleccién secundaria se realizdé para
verificar la capacidad protectora de los conjuntos de
ADNc seleccionados después de la seleccién primaria
(Figura 2A y 2B). Después de la seleccifn primaria de 66
conjuntos de ADNc (2705 clones) se seleccionaron 9
conjuntos con I = 60% para esta seleccién secundaria
{reseleccidn) emplegndo 5 ratones por grupo comc se
describe arriba. Las larvae engordadas se dejaron para
que cambiaran de piel en una atmbsfera con humedad del
95%. El cambic de piel de las larvas engordadas fue
evaluado por examen visual de las ninfas de garrapata

. bajo un estereomicroscopio 34 dias después de la Gltima



recoleccidn de larvas. La inhikicién del cambio de piel
(M) péra cada géupo 8e calculd respecto a los controles
inmunizados con el vector como [1-(MLn/ﬁLc x RL¢/RIn)] x
100 donde MLn es el nfimero de ninfas para cada grupo de
prueba, MLc es el ndmero de ninfas para el grupo de
control, RLc es el niimero de larvas recuperadas para el
grupo de control, y RLi1 es el ntimero de larvas
recuperadas para cada grupc de prueba. Los ratones de
control se inmunizaron solamente con un conjunto negativo
.(I = 0%) de solucién salina. Un grupo fue incluido 8C
inmunizado con dos dosis de 100 ug de proteinas de
células IDEB de garrapata por dosis en el ayudante
incompleto de Freund.

[0027] Todos los 9 conjuntos de ADNc diercn
resultados positivos en la seleccién se;undaria (no se
mueatran loas dates), los niveles de infestacién de
garrapatas fueron mis altos en este experimento (promedio
85+6 y 8443 larvas/ratdS5n para ratones inmunizados con
ADNc y de control, respectivamente;. P>0.05). 8in
embrago, el niimero promedio de larvas engordadas
recuperadas por ratén fue de 39317 y 26+6 para loa ratones
de control e inmunizados con ADNc, respactivamente
(P<0.05). El grupo inmunizado con células IDEB totales
de garrapata se protegleron con I = 33%. Nuevamente, no
se observd una rgduccibn en el nimero de larvas recogidas
de loe ratones que recibieron el conjunto negativo de
control de ADNc (conjunto negativo F2 después de la
peleccién primaria; Flgura 2A) en comparacidn con los

controles inmunizados con solucién salina.



[0028] En la seleccifén secundaria, el cambio de piel
de 1a§ larvas engordadas se evalfio después de 34 dfas.

El cambio de piel fue afectado en todos los grupos de
prueba inmunizados con ADNc¢ salvo uno. La inhibicién del
cambio de piel en los ratones de prueba ;nmunizados con
ADNc en comparacién con el grupo de contrxel inmunizado
con ADNc varid de 0% a 12% (6:4%). La inhibicién del
cambio de piel fue mayor al 50% solamente en las larvas
recogidas de ratones inmunizados con los conjuntos de
ADNc B5 y Al0, los cuales demcstraron un retrasc en el
desarrollo de la larva en 1 o 2 diaa en la seleccién
primaria. No se cbservaron diferencias entro los ratones
de control inmunizados con ADNc y solucién salina. Entre
las larvas que no cambiaron de piel a ninfas, algunas
estaban visiblemente dafiadas y presentaban una fuerte
coloracién roja. El porcentaje de larvas en los ratones
inmunizados con ADNc varif entre 3% a 18% (7+5%) mientras
que en los grupos de control inmunizados con solucién
salina y ADNc las larvas rojas representaron el 6% y el
4%, respectivamente.

Seleccién tereclaria.

[0039] Para la eeleccidn terciaria, se agruparon 64
clones en 16 subconjuntos cada uno con 1 a 17 plésmidos
de acuerdo con la funcién predicha de las proteinas
codificadas (por ejemplo todos los plésmidos que
codificaron proteinas de histona se agruparon juntos) y
Be utilizaron c¢on 4 subconjuntoe que contenign 182
clones de funcidn desconocida o consecuencias ain
homolcgia a las bases de datos de secuencglas para

inmunizar 4 ratonea por grupo. Los ratones se
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inmunizaron con 0.3 Og/plésmido/dosis en PBS de 50 Ol Yy
e evéluaron como se describe arriba. Los ratones de
control se inminizaron con un conjunto de 20 plésmidos
que contenian ADNc mitocondriales.

[0030] Los niveles de infestacién de garrapatas
fueron similares en todos los grupoa de prueba (7212
larvas/ratén) y en los ratones de control (69i2
larvas/ratén). El nfimerc de laxvas engordadas
recuperadas por ratén también fue similar entre los
ratones de prueba (16+7) y los de contrxol (1416)
(P<0.05). 8in embargo, los grupos inmunizados con los
subconjuntos de ADNc que contenian clones con
endopeptidasa putativa, nucleotidasa, proteinas
ribosomales, proteinas de chogque térmico, proteinas ricas
en glutamina-alanina y 3 de loe subconjuntos con funcién
deaconocida o secuencias sin homologia a las bases de
datos de secuencias tenfian I 2 15% (Figura 3). M&s aun,
entre ellos, loa grupos inmunizados con subconjuntos que
contenian clones con endopeptidasa, nucleotidasa
putativas y dos de los subconjuntos de ADNc con funcién
desconocida o consecuencias sin homologifa a las basee de
datos de secuencias resultaron en un niveles de
infestacién inferiores comparados con los ratcnes de .
control (Ps0.05) y I a 40% (Figura 3.) Se seleccionaron’
los clones homélogos a las proteinah del corién,
receptores de de viteloginina, y proteinas de
reconocimiento de péptidoglucanos por su capacldad de
proteccién potencial en ctras etapas del desarrollo de la

garrapata.
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Andlipis estadistico

f0031] El nimero ﬁa larvas unidas por ratén y el
nimero de larvas engordadas por ratén 7 dias después de
la infestacifn se compararon por Andlisis de Varianza
(ANOVA) seguido después por una serie de pruebas post hoc
de Tukey para comparaciones apareadas entre rétonea
inmunizados con ADNc y'ratonea de control inmunizados con
ADN vectorial (seleccién primaria), y por la prueba de la
t de Student entre ratones inmunizados con conjuntoas de
ADNc positivo y los conjuntos de F2 ADNc negativos
(seleccién secundaria) o entre ratones de prueba
inmunizados con subconjuntos de ADN¢ y ratones
inmunizados con ADNc mitocondriales {seleccidén
terciaria).

Ejemplo 2: Andlisis de la secuencla para clones

prbteatores-

[0032] Todoa los 351 clones de ADNc en los 9
conjuntos que resultaron posiﬁivos en la seleccidn
secundaria fueron secuenciados. E1l ADN de clones
individuales de estos cinjutos fue purificado (sistema de
pvurificacién de ADN pl&smido Wizard SV 96, Promega)} de la
placa maestra y parcialmente secuenciados. En la mayoria
de los cascs se obtuvo una secuencia de mas de 700
nucleétidos. Las secuencias de nucleétidos se analizaron'
usando el programa AlignX (Vector NTI Suilte V 5.5,
InforMax, North Bethesda, MD, Estados Unidoe de América).
Se utilizo BLAST (Altachul y colaboradores, 1990) para
buscar en las bases de datos NCBI para identificar
secuencilaes clonadas anteriormente que pueden tener

homelogia con aquellas que nosotros hablamos secuenciado.



El anélieis de las secuencias permite agrupar los clones
de acﬁerdo con la identidad de la secuencia a las bases
de datoe de ADN y p£edecir la funcién de la proteina.
Los clones proteczo}es que se seleccionaron después de la
selececidén terciaria fueron secuenclados completamente..

[0033] La comparacién a las bqaea de datos de
secuencias permitié identificar genes reportados
previamente con funcién conocida en 152 (43%) de los
clones (Tabla 2). El cincuenta y siete por ciento de las
secuencias eran homélogas a genes con funcién desconocida
© no tenfan identidad significativa a secuencias
reportadaa previamente (Tabla 2). De los clones con
identidad de secuencia a genes con funcién conocida, B85%
eran hom8logos a secuencias de artrSpodos. Noventa y
tres clones (61%) contenian secuencias homSlogas a
Drosophila melanogaster, 5 (3%) a otros insectos y 32
(21%) a especies de garrapatas Ixodid. Treinta por
clento de los clones Be eliminaron de an8lisis posterior
en base a la ildentidad de su secuencia, incluyendo
aquellos que contenian secuencias similares (Tabla 2).
Los clones protectores inclufan antigenos homélogos a
endopeptidasas, nuclotidasas, proteinas del corién,
receptores de vitelogenina, proteinas de reconocimiento
de peptidoglicano, proteinas ricas en glutamina-alanina,
proteinas ribosomales y proteinag de chogque té&rmico.
Resumen de los resultados

{0034] Loa reapltados obtenidos con los diferentes
clonea protectoree identificados en el listado de la
secuencia, junto con ciertas proteinas expresadas

seleccionadans, se resumen en la Tabla 4.



[0035] SEQ ID NO:1 denota el clon designado 4E6, en
donde él fragmento codiﬁicador de protefna relevante ha
sldo identificado como gue comprende los residuos 1 -
117, con el polipéptidc mostrado en BEQ ID NO: 2.

[0036] SEQ ID NO:3 denota el clon designado 4D8, en
donde el fragmento codificador de proteina relevante ha
sido identificado como que comprende los residucs 80 -
575, los cuales codifican el polipéptido mostrado en la
SEQ ID NO:4,

[0037] BEQ ID NO:5 denota el clon designado 4F8, en
donde el fragmento codificador de proteina relevante ha
8ldo identificado como que comprende los residuos 1 -
951, los cuales codifican el polipéptido mostrado en la
SEQ ID NO:é&,

[0038) SEQ ID NO:7 denota el clon designado 4Gll, en
donde el fragmento codificador de proteina relevante ha
gide identificado como que comprende los'reaiduos 1 -
967, los cuales codifican el polipéptido mostrado en la
SEQ ID NO:8,

[0039] SEQ ID NO:9 dencta el clon designado 4D6, en
donde el fragmento codificador de proteina relevante ha
sido identificado como gque comprende los residuos 198 -
1025, los cuales codifican el polipéptido mostrado en la
SEQ ID NO:10.

[0040] BEQ ID NO:1l1 denota el clon designado 3El, en
donde el fragmento codificador de proteina relevante ha
sido identificado como que comprende los reaiduoa 3 -
578, los cuales codifican el polipéptido mostrado en la

8EQ ID NO:l12.



{0041] SEQ ID NO:13 dencta el clon designado 1Cl0,
en donde el fragmento codificador de proteina relevante
ha side identificado como que comprende los residuoe 1 -
1119, los cuales codifican el polipéptido mostrado en la
8EQ ID NO:14.

[0042] SEQ ID NO:15 denota el clon designado 3El0,
en donde el fragmento codificador de proFeIna relevante
ha sido ldentificado como que comprende los residuce 51 -
1544, los cuales codifican el polipéptido mostrado en la
SEQ ID NO:16.

[0043] SEQ ID NO:17 denota el clon deaignado 4F11,
en donde el fragmento codificador de proteina relevante
ha sido identificado comoc que comprende los reasiduos 31 -
2295, loe cuales codifican el polipéptido mostrado en la
SEQ ID NO:18.

[0044] SEQ ID NO:19 denota el clon designado 3cCl2,
en donde el fragmento codificador de proteina relevante
ha sido identificado como que comprende los reeiduocm 6§ -
332, los cuales codifican el polipéptido mostrado en la
SEQ ID NO:20.

[0045] BEQ ID NO:21 denota el clon designade 2C12,
en donde el fragmento codificador de protefina relevante
ha sido identificado como que comprende los reaiduocs 3 -
137, los cuales codifican el polipéptido mostrado en la
SEQ ID NO:22. §

[0046] SEQ ID NO:22, 23 Y 24 denotan respectivamente
los clones designados 1A9, 1B2 y 4A4, donde cada uno
comprende una secuencia sin un polipéptido asociado,

[0047] Ahora se ha descublerto que clertos de los

antigenos protectores exhiben actividad y se expresan en



garrapatas a través de las especiea, y en ciertas
circunstancias a través de los géneros, haciendo'poaibie
as{ el uso de antigenos comunes gn'formulacionea de
vacunas contra garrapatas de amplio espectro.
Ejemplc 3: Extensién de antigenos protectores de I.
scapularis a otras especies de garrapatas
Métodos
Extracclén de ARN y transcripcién revertida (RT)-PCR
[0048] E1 ARN total se extrajo de los intestinos y
las gléndulas salivales disectadas de 30 hembras de I.
gcapularig sein alimentar, aproximadamente 100 y 1000
ninfas y larvas de I. scapularis, respactivamente, la
masa de huevos depositados por una hembra de I.
scapularis, glé&ndulas salivales disectadas de 10 machos
D. variabilis, glé&ndulas salivales e intestinos
disectados de 20 adultos de A. americanum y R.
ganguineus, 10 adultos B. microplus y 10 hembras I.
pacificus, resgpectivamente y 100 - 150 larvasa de I.
ricinos. El ARN total se extrajo de muestras de
garrapatas homogenizadas usando Reactivo TRI (Sicma),
excepto para el ARN de I. ricinos y B. microplus el cual
se extrajo usando el Kit ARN Istapur (Eurcgentec,
Searing, Bélgica) y el kit Rneasy (Qiagen, Valencia, CA,
Estados Unidos de América), respectivamente, de acuerdo

con las instruccionee del fabricante. La pelotilla de

ARN final fue resuspendida en 50 - 100 ul de agua estéril

desionizada, tratada con dietil poilcarbonato. Las
reacciones RT-PCR se realizaron usando el acceso al
sistema RT-PCR (Promega, madison, WI, Estados Unidos de

América). Un puL de ARN se transcribo de manera reversa
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en 50 uL de una mezcla de reaccidn (1.5 mM de MgS0,,
virus 1X de mieloblastosls aviaria (AMV) amortiguador de
reaccién RT/Thermus flavus (T£l), 10 mM de hexamero
aleatorio, 0.2 mMde caﬁa trifosfato deoxinicledasido
(ENTP), SU AMV RT, 5u Tfl DNA polimerasa (Promega), 10
pmol de cada iniciador) a 48 °C por 45 minutos. Despufs
de 2 minutos de incubacién a 34°C, se realizd PCR en la
misma mezcla de reacclén con iniciadores especificoa y
condiciones de amplificacién (tabla 5). Las reacclones
de control se realizaron utilizando los mismos
procedimientos pero ain control RT para contaminacifn de
ADN en las preparaciones de ARN y sin agregarxr ARN para
controlar la contaminacién de la reaccidén de PCR. Se
realizaron controles positivos de la reaccién PCR con DNA
de plésmido que conienia un ADNc de garrapata clonado vy
con ADN del genoma extrafdo de células IDE 8 de I.
scapularis. A loe productos del PCR se lea realizé
electroforesis en geles de azaroaa-;l 1% para revisar el
tamafio de los frggmentoa amplificados por comparaclén con.
el marcador de peso molecular del ADN (1 Kb PLua DNA
Ladder, Promega).

Clonacién y secuenciamiento del 4D8 de D. variabilis, A.
americanum y B. microplus.

[0049] Los fragmentos del ADNc 4D8 de D. variabilis, '
A.‘americanum y B. microplus se amplificaron por RT-PCR y
se clonarcn en pGEM-t (Promega). 8Se Becuencilaron cuatro
clones de cada uno en }a Instalacién de Secuenciamiento
de Nicleos, departamento de Bloquimica y Biologfa
Molecular, Centro de Investigacién Noble, Oklahoma State

Univereity.
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Vacunacién de canejoq Y prueba con ninfas de I.
scapularis, D. variabllis y A. americanum
[0050] Se Aisefié un experimento para evaluar el

efecto de los antigenos protectores contra garrapatas en
las etapas de ninfa_de X. scapularis, D. variabilis y A.
americanum. Un conejo blanco de Nueva Zelanda por grupo
se inmuni2s con tres dosis (semanas 0, 4 ¥ 7) que
contenian 50 ug/dosis de protefnas 4F8 y 4D8 purificadas
o péptido sintético 4E6 derivado de I. scapularig, una
combinacién de 4F8+4D8+4E6 o alblmina de suero bovino
(8igma) como control en FIA (Sigma). Los animales se
cuidaron de acuerdo con los eeténdares especificadoa en
la Quia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio.
Loa conejos fueron inyectados subcuténeamente con 500
ul/dosis usando ﬁna jeringa de tuberculina de 1 ml y una
aguja de calibre 27¥%. Dos semanas después de la Gltima
inmunizaclén, los conejos fueron infestados con 100
ninfas de I. scapularis por conejo en una oreja y 110
ninfas de D, variabilies y A. americanum en la otra oreja.
Bl nimero de ninfas unidas se registrd y las ninfas
engordadas que cafan de cada oreja del conejo ge
. recogieron diariamente y se contaron por 7 dias. La
ninfas engordadas de D. varlabilis y A. americanum se
separaron bajo la luz de un microscopioc de diseccién.
Las ninfas engordadas recogidas deapués de completar al
periodo de allimentacibdn se contaron y pesaron: La
inhibicién de la infestaci6n de ninfae de garrapatas se
calculé respecto al grupo de control como se describe
previamente para 1a.infestac16n de larvas de garrapata

.(Almaz&n Y colabofadorea. 2003). La reduccién en el peso
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de las ninfas engordadas se determiné en grupos
experimentales respecto a las ninfas recolectadas del
grupo de control.
Resultados
Expresién de ADNc protectores

[0051] La expresidén de genes que codificaban los
antigenoe protectores contra garrapatas se analizé en los
niveles de mARN y protelna por RT-PCR e inmunocbioquimica,
respectivamente. La expresifn de mARN de 4F8, 4D8 y 4Eé
se detectd en todas las etapas del desarrollo de I.
scapularis y en los intestinos y las gléndulas de
garrapatas adultas (Tabla 6). Las reacciones de =ontrol
descartaron la contaminacién con ADN del genoma o durante
el PCR. Ademis, el PCR del ADN del genoma de la
garrapata mostrf gue el tamafio de les fragmentoa
amplificados de ADN era mayor al tamafio de los fragmentos
de ADNc, probablemente debido a la presencia de
secuencias de iAtr&n en los genes anallizados (Tabla 6).

[0052] La conservacién de la secuencia y la
exprealén de 4F8, 4DB y 4E6 se analizd en especies
relacionadas a la I. gcapularis, I. pacificus e I.
ricinos, y en D. variabilis, R. sanguineus, B. microplus
y A. Americanum por RT-PCR {(tabla éT usando los
inicliadores derivados de las secuencilas de I. scapularis
(Tabla 5). La expresién se detectd en I. ricinus para
todos los tres genes y en I, pacificus para 4D8 y 4E6.
L.a expresifn de 4D8 también se detectd en D. variabilis,
B. microplus, R. sanguineus y A. americanum.
Secuencia de 4D8'de D. variabilis, A. americanum y B.

microplus.
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[0053] Las secuencias de los ADNc de 4D8 de D.
variaﬁilis, A, americanum y B. microplus y aus mecuenclas
de aminodcidos deducidas se proporcionan en SEQ ID NOS:
26 - 31. Las secuencias asociadas con el antigeno
protector contra garrapatas asociado con el antigeno
protector 4DB derivado de la Rhipicephalus appendiculatus
se proporciona en SEQ ID NOS: 38 - 39.

Propledades protectoras de los antigenos de garrapata
contra la infestacién de ninfas de I. scapularis, D.
variabilis y A. americanum.

[0054) La deteccién de la expreslisn de 4D8 y 4E6 en
especies de garrapatas diferentes a la Ixoda fue la bage
para el experimento en el cuales conejos ae inmunizaron
con antigenos protectores derivado;.de I. scapularis y se
probaron con larvas de I. sacpularis, D. variabilis y A.
americanum. Los resultadoe sugleren un efecto de la
inmunizacién con 4DB sobre la inhibicién de las
infeataciones de ninfas en todas las tres especies de
garrapatas y un efecto notable sobre las ninfas de D.
variabilis reflejado en el nGmero de garrapatas
visiblemente dafiadas y en la reduccién del peso de las
ninfas engordadas (Tabla 7). La inmunizacién con 4F8
tuvo un efecto solamente sobre lae infestacilones de
ninfas de I. scapularias y el efecto de la inmunizacién
con 4E6 se reflej]s en las infestaciones de A. americanum
y en el peso de las ninfas engordadas de D. variabilis
(Tabla 7). El efecto sinergistico de la inmunizacién con
todos los tres antigenos se observeo para el 4DB en las

ninfas de I.scapularis (Tabla 7).
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[0055] El experimento 3, entonces, demueatra la
sorprésiva utilidaélde usar los antigenos protectivos
contra garrapatas 4D8, 4F8 y 4Ef de la I. scapularis en
formulaciones de vacunas para el control de miltiples
especiea dé garrapatas. )

[0056] Por lo tanto, la presente invencién se
relaciona con la ldentificacién de estoe antigenos los
cuales protegen contra un amplio espectro de especiaes de
garrapatas, secuencias de genea y protelinas codificadaa
para dichos antigenos, vacunas relacionadas y métodos
Gtiles para inducir una respuesta inmune. miés
generalmente, la invencién concierne a las secuencias de
ADNc¢ dadas y cualquier secuencia de nucledtidos cue sea
capas de producir un apticuerpo u otra respuesta inmune
(por ejemplo respuesta de las células T del sistema
inmune) gque reconozca un epitope de la secuencia de
aminofcidos mostrada ‘en el Listado de Secuencia,
incluyendo menos de una secuencia de ADNc completa o
mutantes del mismo. por lo tanto la secuencia de
nucleétidos puede codificar una proteina que es la
totalidad del antigeno por la variedad de bases
definidas, o un fragmento o derivado del antigenc o un
producto de la fusién del antigeno o fragmento y otra
proteina, con la condicién que la protefna que se produce'
de tal secuencia es capas de generar una anticuerpo u
otra respuesta inm&;e que reconoce un epitope de las
secuencias de aminofcidos dadas.

[0057] Como resultado, la invencién abarca
secuencias de ADN que codifican y/o expresan en las

células transformadas apropiadas, proteinas que pueden



ser la longitud completa del antigeno, fragmentos del
antigého, derivaﬁos del antigeno ¢ el producto de la
fusién de tal antigeno, fragmentos de antigeno o
derivados de antigeno con otra proteina.

[0058) Como podra. ser apreciado por agquellos de
habilidad ordinaria en el arte, una secuencia de
nucledtidoa que codifica los antigenocs de la invencién o
variantes dellos mismos puede diferir de las secuencias
nativas aqui presentadas debido a degeneraciones del
codén, polimorfismos del nucledétido, o sustituciones,
eliminaciones o inserciones de nucleftidos. Mientras que
se muestran varias modalidades de tales moléculas en el
Listado de Secuencia, debe entenderse que dentro del
contexto de la presente invencién, la referencia a una o
mis de estas moléculas incluye varianteslque ocurren
naturalmente y/o secuencias sintéticas que son
sustancialmente similares a las secuencias aqui
proporcionadas, y, donde sea apropiado, la proteina
{(incluyendo péptidos y polipéptidos) que se codifica por
entas secuenclas y sus variantes. Como se utiliza aqui,
la secuencia de nucleétidos se considera como
wgustancialmente aimilar” ei: (a) la secuencia de
nuclebtidos se deriva de la regién de codificacién de un
gen nativo de las diferentes especiea.de garrapatas
anotadas y codifica un péptido o polipéptido gque posee
la antigenicidad descrita (incluyendo, por ejemplo,
porciones de la secuencia o variaciones alélicas de las
secuencias proporcionadas); o (b) las secuencias de
nucle6tidos se degeneran {en otrae palabras codifican el

mismo aminodcido utilizando una secuencia de codones



diferente) como resultado del cédigo gené&tico de la
secuencia de nucleédtidos definida en (a); o (c) la
secuencia de nucleStidos es al menos 95% idéntica a la
secuencia de nuclebtidos aqui provista, o {d) es un
complemento de cualqulera de las secuencias deacritas en
(a - ).

[0059] Las proteinas incluidas dentro de la presente
invencién tienen una secuencia de aminofcidos mostrada en
el Listado de Secuencia y los homSlogos del miamo. Otras
proteinas incluidas consisten de un fragmento de dicha
secuencia capaz de generar un anticuerpo u otra respueata
inmune la cual reconocce un epitope de una secuencia de
aminoficidos mostrada y un mutante de dicha secuencia
capas de generar un anticuerpo u otra respuesta inmune
que reconoce un epitope de talea secuencias de
amino&cidos. respecto a la homologia a la secuencia
nativa, una variante deberi preferiblemente tener al
menos 95% de homologfia con la secuencia de aminoécidos.
Como ae utiliza aqui, la *homologfa* de amino&cidos se
determina por un algoritmo de computador incorpoxzado en
un programa de bisqueda de una base de datos cominmente
utilizado en el arte, por ejemplo, como se incorpora en
loe programas BLAST (BLAST TM, un programa de computador)
{Altachul y colaboradores, Nucleotid Acids res. (25) 3389%°
- 3402, 1997) o DNA STAR MEGALLIGN (DNA STAR MEGALIGN TM,
un programa de computador) que devuelve resultados
aimilares en célculos homélogos.

[0060] Las secuencias de nucleStidos pueden
ingertarse en cualquiera de un amplio arreglo de vectores

de expresién por una variedad de procedimientos. tales



procedimientos y otroe se consideran conocidos por
aquellos con hﬁbilidnd en el arte. Vectores apropiados
incluyen secuencias de ADN cromosomal, no cromosomal, y
aintéticas; por ejemplo, derivados de SV40, plismido
bacteriales, ADN de fagos; plasmidos de levadura,
vectorea derivados de combinacliones de pl&smidos y ADN de
fagos; ADN viral tal como baculovirus, vaccinla, virus de
varicela, pseudorrabia, etc. La secuencia de ADN
apropiada debe ser unido operativamente en el vector a
una secuencia de control de expresién (promotor) para
dirigir la sintesis de mARN. Como ejemplos
repregentativos de tales promotores, se pueden mencionar
promotor LTR o SV40, el lac o txrp de E. coli, el promotor
lambda Pl del fago y otros promotores conocidos por
controlar la expresifén de genes en células procaribticas
y eucariéticas o sus viruses. El vector de expresién
también incluye una secuencia no codificadora para un
gitio de unién de ribosoma para el inicio de la
traduccién y un terminador de transcripcién. El1 vector
también puede incluir secuencias apropiadas para
amplificar la expresién.

[0061] El vector que contiene la secuencia de ADNc
aproplada se describe arriba, asi como un promotor o
control de secuencia apropiade, puede emplearse para
transformar un hospedero apropiado.;ara permitir que el
hospedero exprese la proteina. Ejemplecs de organismosm
hospederos incluyen variedades de bacterias (por ejemplo
E. coli, Pseudomonas, Bacillus, Salmonella, etc.), hongos
(por ejemplo levaduras y otros hongos), hospederos

animales o vegetales {por ejemplo cé&lulas de ratén, cerdo
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© de tejido animal o humano). La seleccidn del hospedero
se coﬁsidera dentro del alcance de aquel con habilidad en
el arte.

[0062] También se entiende que la secuencia de ADNe
apropiada presente en el vector cuando se introduce en un
heoapedero puede expresar parte o solo una porcidn de la
proteina que se codifica dentro de la terminologia
anotada, siendo suficiente que la protefina expresada
pueda ser capaz de generar un anticuerpo u otra respuesta
inmune que reconozca un epitope de las smecuencias de
aminoficidos enumeradas.

[0063] E1 ADNc aislado y/o el polipéptido expresado
por el hospedero tr;nsfotmado por el vector puede ser
cosechado por métodos que se le ocurrirdn a aquel con -
habilidad en el arte y utilizados en una vacuna para la
proteccién de un mamifero, tal como perros, ganado,
humanos, etc., contra infestaciones de especies de
garrapatas Ixodes y no Ixodes. Tales proteinas
recombinantes protectoras y/o ADNc modificados se usan en
una cantidad efectiva para inducir una respuesta inmune
contra tales garrapatas y sus patdgenos asoclados y
pueden utilizaraé en combinacién con un portador
apropiado fisiolb6gicamente aceptable. El término
*inducir una respuesta inmune” cuando se utiliza respecto’
a la vacuna descrita aqui significa que la vacuna
previene enfermedades ascociadas con una especie
particular de garrapata o reduce la severidad de la
enfermedad.

[0064] El portadeor empleado en conjuncién con la

Qacuna puede ser uno de una amplia variedad de
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portadores. Como ejemplos representativos de portadores
aprop{ados, se pueden mencionar aceite mineral, polimeros
sintéticos, etc. ygs portadores para vacunas son bien
conocidos en el arte y la selaccién de un portador
apropiado se considera dentro del alcance de aquellos con
habilidad en el arte. La seleccién del portador
apropiado también depender& de la manera en que se ;a a
administrar la vacuna.

[0065] La presente invencién proporciona un método
para inmunizar un mamiferc suaceptible, contra las
infestaciones y enfermedades causadas por las garrapatas
con la vacuna descritca arriba. Para propSeitos de la
invencién, la vacuna se administra en una cantidad
efectiva. La vacuna puede administrarse por cualquiera
de loa métodoa bien conocldos por aquellos con habilidad
en el arte, por ejemplo, por inyeccién intramuscular,
subcutéinea, intraperitoneal o intravenosa.
Alternativamente, la vacuna puede administrarse
intranasalmente u oralmente. También debe entenderse que
la vacuna puede incluir componentes activos, tales como
patSgenos generados por lap garrapatas © ayudantes ademés
del (los) antigeno{s) o fragmentos descritos arriba.

[0066] El hospedero que expresa el antigeno puede en
81 mismo utilizarse para entregar el antigeno a animales
no humanos, introduciendo células hospederas muertas ©
viablee que son capaces de propagarse po; el animal. La
incorporacién directa de secuancias de ADNc en las
células hospederas también puede utilizarse para
introducir secuencias en células animales para expresién

del antigenco in vivo. -
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Tabla 1. Primer examen de la biblioteca I.
Scapularis cDNA por ELI en ratones
Grupo Nimero da |Nimero Niimero Inhibicién Himero da
experimenta |grupos promedioc |promedioiSD |promedio 18D |grupos
1 axaminado | 8D de de larvas de seleccionados
8 (nimerc |larvas devoradas infestaciSn |para el examen
de unidas por ratdn® de secundario
clones) por garrapatas
ratén® ()4 :
Experimento |33 ({1383) |50:13 8+3 (2-43) 39155% 6 (I>75%)
1 (33-80) {-183 ~ 87%
Controlens
inminizados |- - - = 56113 1644 {(5-27} [- - - - |- = -~ - -
con ADN {45-67)
vectorial .
para el
axperimento
1
Experimento |33 (1322) {56115 1344 (1-27) |27:28% 3 (I> &0%)
2 {29-79} {-53 - g9%
Controles - - - -
inmunizadoa 54118 1743 (6-28) |- - -- | - -+ - -
con ADN (36-73)
vactorial
para el
experimento
2

* Be prepararon noventa y sels placas LBA que

contienen un promedio de 41 ADNc clones por placa.

realizaron las replicas y los clones de cada placa fueron

agrupados, inoculados, desarrollados por 2 horas en una

placa de cubetas 96 y el plédsmido de ADN fue purifiﬁado

de cada grupo para ELI.

Cada uno de tres ratones por

grupo fueron inmuhizados IM dos veces con 1 ug DNA/dosis

en 50 pg PBS dos semanas aparte.

Cada uno de loa tres

ratones de dos grupos fueron incluidos como controles.

Un grupo fue inyectado con el vector ADN y el segqundo con

galina dGnicamente.

bQuinge dias después de la filtima inmunizacién,

los ratones fueron infestados con 100 I. Scapularis

larvas por

ratén.

Doce horas después, las larvas que no




o

8e unleron fusron contadas para calcular el nimero de
larvae unidas por ratén y los ratones fueron transferidos
a nuevas jaulas.

€ Las larvas devoradas que se caen de cada ratén
fueron recolectadas diariamente y cbntadas despuéa de 7
dias.

4 La inhibici6n de la infestacién de garrapatas
(I) por cada grupo de prueba se calculdé con respecto a
los controles inmunizados de vector como [1-(RLn/RLc x
RLic/RLin)] x 100, donde RLn ea el niimero promedio de
larvas repletas recuperadas de cada ratén por cada grupo
de gruepa, RLc es el nimero promedic de larvas repletas
recupe;adaa por ratén para el grupo de control, RLic es
el nimero promedio de larvas unidas por ratén para el
grupo de control, y RLin es el nimerc promedio de larvas

unidas por ratén para cada grupo de prueba.

Tabla 2. Clasificacién de los clones en grupos
protectores mediante funcién de proteina putativa de

acuerdo con la ldentidad de las bases de datos de la

secuencia
Funcién de proteina putativa Nimearo de clones
Biosintético® - 2
Catabolismo 4
Adhesién de celda 2
Ciclo de celda" 2
Citoeaqueletal® ]
Defensa 2

Estructura o replica ADN" 3



Matriz extracelular 3
Endocitosis 2
Metabolismo de energia 10
‘Homeostasis 2
Morfogenética . g
Mitocondria® 34
Sintesis o procesamiento de proteina™P a4
Sintesis o procesamientoc ARN" 7
Proteinas de choque al calor 4
Traneduccién de sefial 16
Transporte a8
Desconocido 199
Total sl

"Eliminado de un examen adicional de antIgenos
protectores. Otros clones se eliminaron por contener

gecuencias simllares

"Excepto para proteinas ribosémicas



Tabla 3, Agrupamiento de los clones de acuerdo

con la funcién pronosticada de proteinas codificadas en

sub-grupos para el examen tercilario.

Sub-grupo Clon Grupo"
(No. de clonsas)
Ribosadmico {(17) 1Az, 1A10, 1Cl1 A5
1F6 Dl
288 AlD
2F8, 2F10 E8
3Al0, 2C3, 3D2, 3DlO B4
@9, 3qG@io B3
4Dl1l, 4Dl12, 4E7, 4F7 Fl
Proteina de 1p8, 1D11, 1E1l40 D1
membrana (7) 2B12 Al0
) 2H5 EB
3ACo B4
3311 E3
ATPasa (6) 1A9, 1B2, 1C9 AS
2C9 AlQ
4A4 C3
4012 Fl
Transportador/canal 1F4 D1
de celda (5) 2H11 E8
4A12 c3
4310, 4Q1l Fl
Desarrocllo 1C8 AS
temprano-especifico 3F4 B3
(4) 4C7 (o
Vitelogenina (3) 1F12 D1
4A6 Cc3
4G2 Fl
Choque al calor (3) 1cio AS
1710 D1
3F6 E3
Similar al EGF (2) 2H4 ES8
4C10 C3
Proteina secretada 2F9 EB
(2) 3C12 B4
Glutamina-Alanina 4D6, 4E6 Fl
rica (2]
Adaptina (1) 3El E3
Endopeptidasa (1) 4D8 Fl
Nucleotidasa (1) 4F8 71
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*Los grupos ADNc se refieren a grupos positivos
deapuéa de los exdmenes primarios y secundarios (Figuras

2A y 2B).
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Tabla 4: Resumen de los resultados con clones

I. Scépulazis ADNC

Clon Proteina Inhibicién {Inhibicién | Eficacia
ADNc pronosticada de del
infestacidén |progeso de
por mucda
garrapatag E (%)
I (%) M (%)
4D8 Endopeptidasa 40% /54 Te/ghw 44*% /58% ¥
4F8 Nucleotidasa ‘SONfE4uw 178/ -9+ SBw/E1%w
1C10 H8P70 17* ND ND
4D6 Rico en Glu-Ala gl* 11 66*
4Eé6 Rico en Glu-Ala 20% /460 % 1w 55%*
3El f-adaptina 27% 5% 31w
(regifn de
apéndice) .
2C12 Proteina ~gue ND ND
precursora
Beta-amiloide
(APP)
4F11 Blogqueo de la ~39%rk: ND ND
proliferacién
Bopl
3El10 Lectina de -48'/-10*:* ND ND
aglutinamiento
de Manosa
4Gl1 Canal de Jgunx 30 57
cloruro
aciz Polimerasa III ~104 %% ND ND
ARN
1A9, ATPapa ~B7kew ND ND
1B2,
4A4 {

Los ratones fueron inmunizados con plidsmido ADN de
expresién que contiene ADNc tal como Ba describid arriba
(*) o con 100 ug/dosis de proteina recombinante
expresada en E. Coli (**). I, M y E fuercn calculados
como se describe arriba. ND, no determinado.

*w*Regultados en una actividad

alimentadora.

pro-

Este efecto puede deberse a la expresisn
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de ADNc codificAndose para los inmunosuprescores de
garraéata, anticoagulantes y otras protefnas con baja
antigenicidad Yy una actividad pro-alimentante.
Alternativamente, N ellos pudieron <codificarse para
proteinas homSlogas para hospedar las proteinas -con
actividad anti-garrapatas, cuya neEtralizacién reaulta en

una actividad pro-alimentadora de garrapatas.



Tabla 5. Condiciones RT-PCR para la
caracterizacién de perfiles de expresién de ADNc

protectares de garrapata

ADNc (RT-PCR primarios (5' - 3’ ) Condicion |Tamafic |Tamafic de
es PCR* de banda ADN®
banda
ADNc®
4F8
4FBR5: GCGTCGTUTUGAGCATCAGCGAC |94°C, 30 972 bp |>1,600 bp
seg
(SEQ ID NO: 32) 61°C, 30
4F8-R: TCGCAACGGACAACGGCAGGTIG |meq
(SEQ ID NO: 33) 68°C, 2
min

' |4D8 4DBRS: GCTTGCGCAACATTAAAGCGAAC |94°C, 30

(SEQ ID NO: 34) seg
4D8-R: TGCTTGTTTGCAGATGCCCATCA 577 bp|>1,600 bp
{SEQ ID NO: 35) 56°*C, 30
seg
68°C, 1
min
4E6 4B6R5: GAAATATCTGTGAAACCAAGGCC |94°C, 30
{(SEQ ID NO: 236) seg
4E8U-R: * 138 bp (~1,600 bp
ATTGCACAACACATCATTAACTG (SEQ 52°C, 30
ID NO: 37) seq
68°C, 1
min

"Las condiciones PCR se indican para los pasos
de desnaturalizacién, recocido y polimerizacién,
respectivamente.

Bcalculado de la sencuenica del inserto de cDNA

°Batimado del PCR del DNA genémico IDES

Tabla 6. Perfil de expresién de los MARN que

se codifican para los antigenos protectores en garrapatas

I. I. A. D. R. A.
Pu:;;:’ I. scapularis pacificus |ricin |americanum | variabi |sanguineu |microplu
ue lia ] ]
I|e|n|g]|5al
D)|g Yylu iva
Elgiml t 1
slalal .l @




La expresiSn de los mARN que se codifican para
antigenos protectores de garrapatas 4F8, 4D8 y 4E6 se
analizé mediante RT-PCR en diferentes especieas de
garrapatas que utilizan los primarios derivados de las

secuencias I, Scapularis.



Tabla 7.

antigenos protectores de garrapatas recombinantes sobre

las ninfas I. Scapularis, D. Variabilis y A. Americanum

Regultados de la vacunacién con

S

Eepecies de
garrapatas

Inhibicién de

infestacitn ninfal
de garrapatas (%)"

| Reduccidén en el peso de
ninfas devoradas (%)°

* Determinado con respecto al nimero de ninfas

devoradas recuperadas del grupo de control tal como se

4D8 4F8 | 4E6 | All 4D8 4F8 4E6 All
" 35 39 0 63 0 0 0 0

I. Scapularis
22 0 5 8 32 0 27 M)

D. Variabilis

describid arriba para las infestaciones larvalea de

garrapatas.

P peso promedio por ninfa devorada con respecto

al peso de ninfas recolectado del grupo de control.

[0067] Bn vista de lo anterior, seri observado que
e logran algunos objetivos de la invencifén asi como se

obtienen otros resultados ventajosos.

Como varios

cambios podrian ser-hechos en las anteriorea moléculas de

ADN, proteinas, etc. sin salirse del alcance de la
invencién, se pretende que toda la materia contenida gﬁ
la presente descripcién o mostrada &n los dibujosn que se
acompafian pe interpretarsn como ilumtrativos y no en un
sentido limitativo. Mientras la invencidén ha sido

descrita con un cilerto grado de particularidad, Bse



entiende que la invencién no
modalidad(es) establecida (a)
ejemplificacidn, sino que es
alcance de la reivindicacién
incluyendo el rango completo

8e nombra a cada elemento de

eatd limitada a la(s)

aqui para los propSaitos de
limitada Gnicamente por el

o reivindicacliones anexas,

de equivalencia en el cual

la miema.

e



IO QUE SE REIVINDICA ES:

l. Un polipéptido aislado seleccionado del

grupo que consiste de polipéptidos derivados de garrapata

designados 4D8, 4F8 y 4ES. -

2. Una composicidén de vacuna anti-garrapata
de miltiples especies gque comprende el polipéptido de la
reivindicacién 1 y un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable. -

3. El polipéptido aislado de la
reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende el

polipéptido derivade de garrapata 4D8.

4. Un polipéptido aiglado que comprende la
gecuencla de aminofcidos de por lo menos una de SEQ ID
NO:4, SEQ ID NO:27, BEQ ID NO:29, SEQ ID NO: 31, o SEQ ID

NO:35.

5. Una composicién de vacuna anti-garrapata
de miltiples especies que comprende el polipéptido de la
reivindicacién 4 Y un portador o ciluyente

farmacéuticamente aceptable.

6. Bl polipéptido de 1la reivindicacién 14,
donde el polipéptide comprende 1la secuencia de

aminodcidos de SEQ ID NO:4.

7. El polipéptido de la reivindicacifn 4, en
donde el polipéptido comprende la secuencia de

aminoicidos de SEQ ID NOD:27.

8. El polipéptido de la reivindicacidn 4, en
‘donde el ©polipéptido comprende la secuencia de

amincicidos de BEQ ID NO:29.




9. El polipéptido de la reivindicacién 4, en
dondel el polipéptido comprende 1la secuencia de

aminoicidos de SEQ ID NO:31.

10, El1 polipéptido de la reivindicacién 4, en
donde el ©polipéptido comprende la secuencia de

amino&cidos de BEQ ID NO:39.

11. Un polipéptido aislado que comprende una
secuencia de amincécidos que es por lo menos 55% homSloga
a por lo menos una de.SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:27, SEQ ID

NO:28, SEQ ID NO: 31, o EEQ ID NO:39.

12. Una molécula aislada de ADNc 1la cual
codifica un polipéptido antigénico derivado de garrapata,
dicha molécula tiene una secuencia de nucledtidos que es
por lo menos 95% homSloga a por 1o menos los residuos 1-

117 de SEQ ID NO: 1.

13. Un vector de expresifin que comprende la

molécula aislada de ADNc de la reivindicacién 12.

14. Una célula aisleda transformeda por el .

vector de expresién de la reivindicacién 13.

15, Una vacuna anti-garrapatas de miltiples
especies que comprende una cantidad efectiva inmunizante
de un inmunégeno selecclonado a partir del grupo que'
consiste de (1) la molécula aislada de ADNc de la
reivindicacién 12, (1i) el polipéptido codificado por la
molécula aislada de ADNc de la reivindicacién 12, y (iii)
una combinacién de la molécula eislada de ADNc de la
reivindicacién 12 y el peolipéptido codificado, y dque

comprende adicionalmente wun portador o diluyente



farmacéuticamente aceptable.

16. Un método para inducir una respuesta
inmune en un mamifero contra la infestacién de garrapatas
de miltiples especies y sus patSgenos asociados, que
comprende administrar al mamffero la vacuna de 1a

reivindicacién 15.

17. El polipéptido codificadoc por la molécula
alelada de ADNc de la reivindicacién 12.

18. Una molécula aislada de. ADNc la cual
codifica un polipéptido antigénico derivado de garrapata,
dicha molécula tiene una secuencia de nuclebtidos que es
por lo menos 95% homéloga a por lo menos loa residuos BO-

575 de SEQ ID NO: 3. -

19. Un vector de expresifn que comprende 1la

molécula aislada de ADNc de la reivindicacién 18.

20. Una célula aislada transformada mediante

el vector de expresién de la reivindicacién 19.

21. Una vacuna anti-garrapatas de miltiples
especies que comprende una cantidad efectiva inmunizante

de un inmunégeno seleccionado a partir del grupe que

congiste de (1) la molécula aislada de cDNA de 1la

reivindicacién 18, (ii) el polipéptido codificado por la
mol&écula aislada de ¢DNA de la reivindicacién 18, y (iii)

una combinacisSn de la molécula aislada de ADNc de la

reivindicacién 18 y el polipéptide codificado, y que
comprende adicionalmente un portador o diluyente

‘farmacéuticamente aceptable.
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22. Un método para inducir una respuesta
inmune en un mumifdro contra la infestacién de garrapatas
de mQltiples especies y aus patSgenos asociados, _que
comprende administrar al mamiffero la vacuna de la

reilvindicacién 21.

23. El polipéptido codificado por la molécula
alslada de ADNc de la reivindicacién 18.

24. Una molécula aislada de ADNc 1la cual
codifica un polipéptido antigénico derivado de garrapata,
dicha molécula tiene una secuencia de nucleétidos que es
por lo menos 955% homSloga a por lo menoa loa residuos

10-951 de SEQ ID NO: 5.

25. Un vector de expresién que comprende la

molécula aislada de ADNe de la reivindicacién 24.

26. Una célula aislada transformada mediante

el vector de expresién de la reivindicacién 2S.

27. Una vacuna anti-garrapata de wmiltiples
especies que comprende una cantidad éfectiva inmunizante
de un inmundégeno seleccionado del grupo que conaiate de
(i) la molécula aislada de ADNc de la reivindicacién 24,
(ii) el polipéptido codificado por la molécula aislada de
ADNc de la reivindicacitn 24, y (1ii) urfa combinacitn de
la molécula aislada de ADNc de la reivindicacién 24 y el
polipéptido codificéﬁo, y que comprende adicionalmente un

portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

48. Un método para inducir wuna respueata
{nmune en un mamifero contra la infestacién de garrapatas

de miiltiples especiesa y sus patSgencs asoclados, que
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comprende administrar al mamifero la vacuna de 1la

reivindicacién 27.

29. El polipéptido codificado por la molécula
aiglada de ADNc de la reivindicacién 24.

30. Una molécula aislada de ADNc 1la cual
codifica un polipéptido antigénico derivado de garrapata,
dicha molécula tiene una secuencia de nucleétidos que es

por lo menos 95% homdéloga a SEQ ID NO: 26.

31. Un vector de expresidn qué comprende la

molécula aislada de ADNc de la reivindicacién 30.

32. Una célula aislada transformada mediante

el vector de expresién de la reivindicacién 31.

33, Una wvacuna anti-garrapaFa de wmiltiples
especies que comprende una cantidad inmunizante efectiva
de un inﬁﬁnégeno seleccionado a partir del grupo que
consiate de (i) la molécula aislada ADNc de 1la
reivindicacién 30, (i1i) el polipéptido codificadc por la
molécula aislada de ADNc dela reivindicacién 30, y (i4ii)
una combinacién de la molécula aislada de ADNc de la
reivindicacién 30 y el polipéptido codificado, y que
comprende adicionalmente un portador o diluyente

farmacéuticamente aceptable.

34, Un método para indueir una respuesta
inmune en un mam{fero contra la infestacién de garrapatas
de miltiples especies y sus patégenos asoclados, que

comprende administrar al mamffero la wvacuna de la

'reivindicacién 33.
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35. El polipéptido codificado por la molécula

alslada de ADNc de la reivindicacién 30.

36. Una molécula aislada de ADNc la cual
codifica un polipéptido antigénico derivado de garrapata,
dicha molécula tiene una secuencia de nucleétidos que es

por lo menos 95% homfloga a SEQ ID NO: zh.

37. Un vector de expresién gque comprende la

molécula aislada de ADNc de la reivindicacién 3.

38. Una célula aislada transformada mediante

el vector de expresién de la reivindicacién 37.

33, Una vacuna anti-garrapata de miltiples
especies que comprende una caﬁtidad efectiva inmunizante
de un inmunégéno seleccionado del grupo que consiste de
(1) la molécula aislada de ADNc de la reilvindicacién 16,
(11) el polipéptido codificado por la molécula aislada de
ADNc de la reivindicacién 36, y {iii) una combinacién de
la molécula aislada de ADNc de la reivindicacién 36 y el
polipéptido codificado, y que comprende adicionalmente un

portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

40. Un método para inducir una respuesta
inmune en un mamifero contra la infestacién de garrspatas
de miltiples especies Yy sus patSgenos asociados, que
comprende administrar al mamifero la vacuna de la

reivindicacién 39.

41. El1 polipéptido codificado por la molécula

aislada de ADNc de la reivindicacifn 3s.

42. Una molécula aislada de ADNc la cual
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codifica un polipéptido antigénicq, derivado de garrapata,
dicha molécula tiene una secuencia de nuclebtidos que es

por lo menos 95% homéloga a SEQ ID NO: 10.

43. Un vector de expresién que comprende la
molécula aislada de ADNc de la reivindicacién 42.

44. Una célula aislada transformada por el

vector de expresién de la relvindicacién 43.

45. Una wvacuna anti-garrapata de miltiples

especies que comprende una cantidad inmunizante efectiva

de un inmundgeno seleccicnado del grupe que consiate de
(i) la molécula aislada de ADNc de la reivindicacién 42,
(ii) el polipéﬁtido codificado por la molécula aislada de
ADNc de la reivindicacisn 42, y (iil) una combinacién de
la molécula aislada de ADNc de la reivindicacién 42 y el
polipéptido codificado, y que comprende adicionalmente un

portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

46. Un método para inducir una respuesta
inmune en un mamifero contra la infeatacién de garrapatas
de miltiples especies y sus patégenos asociados, que
comprende administrar al mamifero la vacuna de Jla

reivindicaclién 45.

47. El polipéptido codificado por la molécula

aislada de ADNc de la reivindicacidmr 42.

48. Una molécula ailslada de ADNc 1la cual
codifica un polipéptido antigénico derivado de garrapata,
dicha molécula tiene una secuencia de nucleStidos que es

por lo menos 95% homSloga a BEQ ID NO: 38.
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49. Un vector de expresién que comprende la

molécula aislada de ADNc de la reivindicacidén 48.

50. Una célula aislada transformada mediante

el vector de expresién de la reivindicacién 49.

51. Una vacuna anti-garrapata de miltiples
especies que comprende una cantidad inmunizante efectiva
de un inmundgenc seleccionado a partir del grupo gque
consiste de (i) la molécula aislada de ADNc de 1la
reivindicacién 48, (ii) el polipéptido codificado por la
molécula aislada de ADNc de la reivindicacién 48, y {(iii)
una combinacién de la molécula aislad; de ADNc de la
reivindicacién 48 'y el polipé&ptido codificado, y que
comprende adicionalmente un portador o diluyente

farmacéuticamente aceptable.

§2. Un método para inducir una respuesta
inmune en un mamifero contra infestacidn de garrapatas de
miltiples especies y sus patégenos asocliados, gque
comprende administrar al mamifero 1la vacuna de 1la

reivindicacitn 51.

53. El polipéptidc codificado por la molécula

aislada de ADNc de la reivindicacién 48.



EXTRACTO DE LA DESCRIPCION

Antigenos protectores de amplio rango contra
infeatacicnes de garrapata, secuencias de gen y proteinas
codificadas para dichos antigenos, vacunas relacionadas y

métodos fitiles para inducir una respuesta inmune.
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUBTRIA Y COMERCIO

Bogot& D C , ‘Lﬂ'o

Doctor (a)
CADENA BARMIENTO JUAN PABLO

Apoderado (a) y/o Representante de
THE BOARD OF REGENTS FOR OXKLAHOMA STATE UNIVERSITY

REFERENCIA Radicaclén No 05 108673
Tr&mite 2
Evento 1l
Actuacifn 416

Oficio No 2844
Folios 1

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, reline los requisitos de forma eatablecidos em
loa articulos 26 y 27 de la Decisifn 486 de la Comisién de la Commidad Andinm, y
en las desmfs disposiciones vigentes schre la materia, se envia el extracto de la
solicitud a la Oficina de Comunicaciones para efacto de su publicacién en la Gacata
de Propiedad Industrial, conforme lo sstablece el articulo 40 de la misma Decisidén

Siendo manifestacién expresa del interesado de efectuar la publicacién "inmediato",
estf sa realizari en la préxima gaceta de Propledad Industrial

Ctmplase
Dado en Bogot& DC,

ALIX CARMENEA 8 DE VERGEL
Jefe de la j,‘ 8i6n de Nuevas Crsaciomes
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