
Drigard & Castro Apartado 3692 
Abogados 

Ora. 7 16-56 
Bogota - Colombia S.A. 

Tel. Conm. 3802200 
TeliFax: (57.1) 2827976 

AS: 99.636 (57.1) 3802700 

E.Mail:briQas@brigardyeastro.com.co 

Soho  

SUPERINTNDENCIA D INDUSTRIA Y COMERCIO 
rcdis 199 

DIVISION D NUEVAS CREACIONES 
Triwitr: 1 1r E. S. D. 
Dpendeaia: 2020 DIVISIIOI 02 NUEVAS IMIKS 

REF: Expeiente No. 05 108.673 - Sollcitud de Patente 
a favor de THE BOARD OF REGENTS FOR OKLAHOMA STATE UNIVERSITY 
Titulada: AfTiGENOS PROTECTORES Y VACUNAS PARA EL CONTROL DE 
INFESTACINES DE GARRAPATAS DE MULTIPLES ESPECIES 

JUAN PABI..O GADENA SARMIENTO, vecino de BogotØ, portador de la tarjeta 
profesional No. 57492, obrando como apoderado de Is sociedad THE BOARD 
OF REGENTS. FOR OKLAHOMA STATE UNIVERSITY, segCin 10 acredita el 
documento ’1e poder anexo, pars der cumphmiento al requerimiento notificado 
por fijación en lists el 01 de Diciembre de 2005, de acuerdo con los ArtIculos 38 

y 39 de Is Decision 486 de Is CornisiOn de la Comunidad AndTha, me permito 
aflegar: 

1. Fotocopia autenticada del docurnento de poder conferido por THE BOARD 
OF REGENTS FOR OKLAHOMA STATE UNIVERSITY, inctuyendo el 
Certificado que acredita Is Existencia y Representación Legal, debidarnente 
apostillado, junto con su correspondiente traducción. 

, 2. Documento donde consta Is cesión del derecho a Is Patente otorgado por 
los inventores al solicitante, debidamente apostillado, junto con su 
correspondiente traducción. 

3. Copia àertificada por la Oficina de Patentes de Estados Unidos de Is 
primera solicitud presentada para Is 

misma invenciôn, de  Is cual 
REIVINDICAMOS PRIORIDAD, junto con su correspondiente traducciOn al 
castellano. 

4. Extractc  pare publicación y Tarjeta de archivo TemØtico. 

De Is seæora Jefe atentamente, 

L/3UAN BLO CADENA SARMIENTO 
C.C. No. 80.410.337 de Usaquen 
Cra 7 No. 16-56 Piso 9 

Bogota, Enero 24, 2006 
CHP/MEV/hsr. 11 
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S AFOSTILLE 
(Convention tie La Haye du 5 Octobre 1961) 

1. Country: United States ofAmerica 

This public document 

2. Has been signed by Cindy L. Malayer 

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

4. Bears the seal/stamp of Cindy L. Malayer, Notary Public 

CERTIFIED 

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

6. The 201h day of December, 2005 

7. By Administrative Technician 

ç 
of Oklahoma 

(L : r() 

); 

Aq 

10. Signature.,\ 
SS 

Ar / 727 (9A 

Pat 
CoatsILI  

� 
Administrative Tech zcia 

cq3 



Brigard & Castro ( 
S ’OGOTACOLOMB)A 

PODER POWER OF ATTCRNEY) 
Va (nosotros) S V (We) The board of Resents for 

Oklahoma State University 
domicHiado(s) an domiciled in 203 Whitehurst 

St.11water, OK 74078 
United States of America 

Nambro(amos) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO yb 
BEATRIZ JARAMILLO y/o CARLOS H. PALACIO 
EASTMAN y/0 HECTOR GOMEZ MEJIA, de Bogota, 
Colombia, apoderado verdaderos y Legales con poder 
especial, amplio y sufiiente, para recabar de Las oficinas y 
autoridades colombiadas administrativas, judiciales y de 
policià, an  cualquisr iistancia o recurso, Is obtenciôn de 
patentes de invencidn, registros de marcas, diseæos 
industriales, modelos do utilidad, depositos de nombres 
comerciales y enseæas, registros de derechos de autor y 
contratos sabre Los mismos, obtencion de certificados de 
obtentor de variedades vegetales, asl como sus prorrogas, 
renovaciones, anotaciones de traspaso, cambios de nombre 
y/o domicilio: elaborar, tramitar y. registrar contratos de 
licencia y licencias de cualesquiera clases; intervenir coma 
demandante o coma domandado an cusiquier instancia y 
recurso ante cualquier juez, carporación, funcionario püblico 
o autoridad an accioçies judiciales, administrativas y de 
policia tales coma: oposiciones al ragistro de mamas; 
acciones de caducidad, cancelación y nulidad; acciones 
reivindicatorias, acciones derivadas de la obtención o 
explotaciOn de licancias; acciones de competencia desleal; 
demandas penales: acciones de indemnizaciOn de 
perjuicios, reclamos y observaciones a solicitudes de 
patentes, diseæos industriales, modelos do uthidad, an el 
ejerciclo de medidas cautelares y an otras acciones a 
medidas similares. 

A este efecto, la(s) faculto(amos) para elevar solicitudes, 
formular descripciones, enmiendas, protestas, 
declaraciones, oposiciones, cancelacianes, nulidades, 
apelaciones y reclamos; pagar impuastos, cuotas y 
gravamenes prescritos par la lay; renunciar a desistir a 
derechos concedidos a an curso de concesiôn; recibir toda 
clase de documentos y valores, dando el descargo 
respectivo, y, 4n general, para der ante dichas autoridades 
todos los pasos necesarios al afecto indicado y tomar tadas 
las medidas qua creyeren conducentes al resguardo de mis 
(nuestros intereses), con todas las demas facultades legales 
necesarias. 

Este poder comprende Is facultad de ratificar o confirmar an 
mi (nuestro) nombra Ia actuado asi coma la facultad de 
desistir, transigir, comprometer, y la de sustituirlo an todo a 
en parte y revocar sustituciones. Asimismo nombro(amos) 
a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO y/o BEATRIZ 
JARAMILLO y10 CARLOS H. PALACIO EASTMAN yb 
HECTOR GOMEZ MEJIA, domiciliado(s) en Is Carrara 7 
No, 16-56 Piso 9, mis (riuestros) apoderados en Colombia, 
con facultades para recibir notificaciones y designar 
apaderados judiciales a extrajudiciales. 

Otor9ado y tirmado an 

hay de de 200_ 

Firma 

Nombre 
Cargo 

Hereby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO 
and/or BEATRIZ JARAMILLO and/or CARLOS H 
PALACIO EASTMAN and/or HECTOR GOMEZ MEJIA, of 
Bogota, Colombia, my (our) true and lawful attorneys with 
special, ample and sufficient power to obtain from the 
Colombian administrative, judicial and police offices and 
authorities, in any instance, privilegQs of patents of 
invention, registration of trademarks, industrial designs and 
utility models; registration of commercial names and 
emblems, registration of copyright and contracts related 
thereto, certificates of obtainers of vegetables varieties, as 
well as extensions, renewals and recordal of assignments 
and changes of name and domicile *,-elated to the above; to 
prepare, prosecute and register licenses of any kind; to act 
as plaintiff or defendant in any instance or recourse, and 
before any judge, corporation, public official or authority in 
judicial, administrative and police actions, such as: 
oppositions to the registration of trademarks; caduclty, 
cancellation and nullity actions; claim actions derived from 
the obtaining or exploitation of licenses, action of unfair 
competition; criminal proceedings, actions for payment of 
damages: claims or observations on patent applications, 
models, industrial designs and utility models; in the exercise 
of preventive measures and in other actions or similar 
proceedings. 

To that effect they hereby empowered to file applications, 
formulate descriptions, amendments, protests, declarations, 
oppositions, cancellations, nullities, appeals and claims; to 
pay taxes, quotas and assessments prescribed by law, 
renounce or waive the rights granted or in the process of 
granting; to receive all kinds of documents and valuables, 
giving the respective release of receipt, and, in general, to’ 
take before said authorities the necessary steps to such 
effect, and any measures that they may deem pertinent to 
the safeguard of my (our) interest(s) with all the other 
necessary legal powers. 

This power includes the faculty to ratify or confirm desist, 
settle and compromise on my (our) behalf, and to substitute 
this power in whale or in part and to revoke substitutions. At 
the same time I (We) hereby appoints JUAN PABLO 
CADENA SARMIENTO and/or BEATRIZ JARAMILLO 
and/or CARLOS H. PALACIO EASTMAN and/or HECTOR 
GOMEZ MEJIA, domiciled in Carrara 7 No. 16-56, Piso 9, 
my (our) attorney(s) in fact, with powers to receive 
notifications and to designate. judicial and extrajudicial 
attorneys. 

Granted and signed in Stillwater, OK (U.S.A.) , 

this 6th day 

ofSignature 

" 

f" 
Stek  

Name -Ttll-
a,arch n 

Title 
TeT:r 

-100 

r’ 

I" c LJi/i /t 



CERTIFJCADO NOTARIL (SOCIEDAD) NO1IARIAL CERT(FfCATE (CORPO lION) 

Hay de cia 
personelmente compareciO ante 

a quien conozco, y cia quien me ccnsta qua firmO el anterior 
documento, debidamenta juramentado declaró y dijo qua ØJ 
(ella) as 

de 

Sociedad legalmonte constituida’ pare un periodo de 
duraciOn qua aUn no he terminad; que el declarante estª 
autorizaclo por dicha compaæia pare conferir este poder; qua 
el SeRb estampado par Øí al pie d tal poder, an nombre y 
representaciôn de Ia expresada Cotnpaæla, as el cello ofiCial 
cia ella; y qua at objeto pare el cual se confiere este 
instrurnento estÆ comprendido denro del objeto social de! la 
sociedad. 

El suscrito Notario hace constar qua tuvo a la vista las 
pruebas de la existencia de La socie.iad. 

Estado de 
con fecha 

y qua quien confiere el presente 

Notario Pb1ico C 

CERTIFICADO NW 
PERSONA NATU 

r as su representante, 

Hoy de de cmpareciO(eron) ante rhi 

a quien (as) conozco y me conta qua es(son) la(s) 
persona(s) firrnante(s) del docunkiento qua precede y 
quien(es) declara(n) qua otorgan ell mismo pare los finesy 
propOsitos qua en Øî se expresan. 

Notario Püblico (sllo) 

LEQALIZACION POR APOSTILLA ES REQUERIDA. 

On this 6th day of December of 2005 personally 
appeal before me 

Stephen W.S. McKeever’ 
to me known, and known to me to be the p rson who 
signed the foregoing instrument who being b me duly 
sworn id depose and say that he (she) is the 

Vice resident for Research and Tec rtology 
Trans er 
of 
The fl ard of Regents for Oklahoma S ate 
Unive city 

Which legally constituted for a term not yet ax fred. that 
depone t is authorized by said Company to confer this 
Power f Attorney: that the seal affixed hereu to by the 
de  pone t in the name and on behalf of said Car oration is 
the cor orate seat thereof; and that the purpose for which 
this ins rument is granted is included within the corporate 
purpos of company. 

The un ersigned Notary Public attests that he ha seen the 
documepts that prove the existence of the corn  y. 

State,ofl Oklahoma (U.S.A.) 
underdteof December 6 - , 2005 

and that he (she) .who grants the present power o attorney 
is its Reresentative. 

Cindy L. Malayer 
Commission Number 00018223 
Commission Exp. 12/9/2008 

NOTARIAL CERTIFICATE 
NATURAL’ PERSON 

On this I day of of 
personaly appeared before me 

who is(ate) known to me and who I attest executed the 
foregoin document and he (they) declared h (they) 
grant(s) he document for the uses and purposes therein 

Notary Public (Seat) 

BY APOSTILLE IS 

1 



TRADUCCION AL ESPAF4OL del Documento de Poder otorgado por The 
Board of Reagents for Oklahoma State University domiciliada En 203 
Whitehurat, Stillwater, Oklahoma, Estados Unidos de America. 

S OFICINA DEL SECRETARIO DE ESTADO 

ESTADO DE OKLAHOMA S 

APOSTILLA 

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

SI � Pals: Estados Unidos de America 

Este documento pCthlico 

2. ha sido firmado por Cindy L. Malayer 

3. actuando en capacidad de notarlo pCiblico, Estado de Oklahoma 

4. Ileva el sello/timbre de Cindy L. Malayer, notario piblico 

Certificado 

5. an Oklahoma City, Oklahoma, Estados Unidos de America 

6. El 20 de diciembre de 2005 

7. por el TØcnico Administrativo 

. 8. No. C00023964 

9. Sello/timbre del Estado de Oklahoma 

10. Firma 

(Firma) 
i-F.-

Pat Coats 1 

T 
T 



OFFICE OP1HE SECRETARY OF STATE 

APOSTILLE 
(Convention tie La Haye tin 5 Octobre 1961) 

1. Countiy: United States ofAmerica 

This public document 

.. Has been signed by .Jamie A. Robinson 

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

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

CERTIFIED 

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

6. The 20th day ofI)ecem her, 2005 

7. By Administrative Technician 

8. 

fOkkhoma 

10. Signature: 

>14 
Pat Coats 

Administrative Technician�  
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STATE OF OKLAHOMA ) 
) ss. 

COUNTY OF TULSA ) 

I 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, 
title 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. 

Dated: QW?t&/’ 2 
F 

/337333 vi 

# 01016tf a 

Robinson, Notary Public 
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UNiTED STtTES PATENT AND TRADEMARK OmcE. 
UNDER SECRETARY OF COMMERCE FoR INTELLECTUAL ?RQFERTY AND 
DRcroR OF ThE UnTEnSmTEs PATENT Am TnaOcE 

DECEMBER 16, 2005 

R. ALAN WEEKS 
PTAS *500066263A* 

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

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.S. 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 

#INFORNATIONCONTAINED
 ON THIS RECORDATION NOTICE REFLECTS THE DATA 

PRESENT IN THE PATENT AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM. IF YOU SHOULD 
FIND ANY ERRORS OR HAVE QUESTIONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY 
CONTACT THE EMPLOYEE WHOSE NAME 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 ASSIGNOR’S INTEREST (SEE DOCUMENT FOR DETAILS). 
DOCKET NUMBER: 03300-57338 (04-597) 

ASSIGNOR: 
DE LA FUENTE, JOSE DE JESUS 

ASSIGNOR: 
KOCAN, KATHERINE M. 

#ASSIGNOR: 
GARCIA�ALMAZAN, CONSUELO 

ASSIGNOR: 
BLOUIN, EDMOUR F. 

DOC DATE: 10/26/2005 

DOC DATE: 10/26/2005 

DOC DATE: 12/07/2005 

DOC DATE: 10/26/2005 

P.O. Box 1450, /Jłxandrte, Virginia 22313-140 -W’mUBPTQ.G0V 



)16907/0161 PE 2 

SSIGt’JEE: 
THE BOARD OF REGENTS FOR OKLAHOMA 

STATE UNIVERSITY 
STUDENT UNION BUILDING 
STILLWATER, OKLAHOMA 74078 

:ERIAL NUMBER: 10972789 FILING DATE: 10/25/2004 
’ATENT NUMBER: ISSUE DATE: 
!.ITLE: PROTECTIVE ANTIGENS AND VACCINES FOR THE CONTROL OF MULTI SPECIES 

TICK INFESTATIONS 

ASSIGNMENT DIVISION 
]FFICE OF PUBLIC RECORDS 



RightFax 12/16/05 6:40 PAGE 004/005 Fax Server 

F PATENT ASSIGNMENT - - 

Electronic Version 0. 1 12/16/2005 

Styiesheet Version 0. 1 500066263 

SUBMISSION TYPE: 1L"’ ASSIGNMENT 
NATURE OF CONVEYANCE ILASSIGNMENT

- 

CONVEYING PARTY DATA S S 

Name 
] 

Execution Data 

Jose de Jesus de Is Fuente I10/26/2005 

Katherine M. Kocan 1110/2612995 
Consuelo Garca-AImazanJ112107/2005 

Edmour F Blown ]1105005 

RECEIVING PARTY DATA 

Jame The Board of Regents for Oklahoma State University 

Street Address. llSbJdent Union Building 

City ltstillwater 

State/Country: IOKLAHOMA 
Postal Code: 1174078 

PROPERTY NUMBERS Total: I 

Property Type IL Number 

Application Number: 1110972789 
- 

CORRESPONDENCE DATA 

ax Number (918)583-9659 

Conspandaace

 

W7 be sent via US Mail when the fax attempt/s unsuccessfuL 

Phone: (918) 599-0621 

Email: patentsfeIierssnider.cam 
Correspondent Name: R. Alan Weeks 

Address Line 1: 321 S. Boston Ave., Suite 800 

Address Line 4: Tulsa, OKLAHOMA 74103-3318 

ATTORNEY DOCKET NUMBER:-03300-57338 (04-597) 

NAME OF SUBMITTER: R. Alan Weeks S 

Total Attachments: 3 
sourne1 0972789#pagel .tif 
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PATENT 
Attorney Docket No. 57338/04L597 

Assignment 
Page 1 

ASSIGNMENT 

WHEREAS, JOSE DE JESUS DE LA FUENTE, residing at 400 Squires Landing, Apt. 
M-5, Stillwater, OK 74074; KATHERINE M. KOCAN, residing at 3909 B. 92nd Street, Perkins, 
OK 74059; CONSUELO (3ARCIA-ALMAZAN, residing at ProL Aldama 1424, Frac. La Sierra, 
Cd. Victoria, Tarn. CP 87037, Mexico; and EDMOUR F. BLOU1N, residing at 3909E. 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 continuation-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, 
an institution of higher education located at Stillwater, 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 any 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 and 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 United 
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 Letters 
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 some 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, and from any and all divisions and 
continuations, extensions, reissues or reexaminations of any such application to ASSIGNEE, and 



0 

ATE T 
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 legal 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 agree 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. 

JOSE DE JESUS DE LA FUENTE Date 

LTAEkMM.KOCAN Date 

CONSUELO GARCIA-ALMAZAN Date 

EDMOUR F. BLOUIN - Date 

W #332957 vi 



PATENT 
Attorney Docket No. 57338104-597 

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 thatif’ AiN, iis successôth, oi othei 1e1 Bifi e 1inll de ô 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 agree 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 theta in 
any interference or other litigation when requested to do so. 

Executed by the undersigned on the date indicated. 

JOSE DE JESUS DE LA FUENTE Date 

KATHERINE M. KOCAN Date 

CONSUELO AALMAZAN Date 

EDMOUR F. BLOUIN Date 

W#3329S vi 



TRADUCCION AL ESPArSIOL del Documento de Cesión a The Board of 

Regents for Oklahoma State University firmado por los cedentes y el 

Cesionario 

OFICINA DEL SECRETARIO DE ESTADO 

ESTADO DE OKLAHOMA 

APOSTILLA 

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

1. Pals: Estados Unidos de America 

Este documerito publico 

2. Ha side firmado par Jamie A. Robinson 

3. Actuando en capacidad de notario pCiblico, Estado de Oklahoma 

4. Lleva el sello/timbre de Jamie A. Robinson, notarlo pCiblico 

Certificado 

5. en Oklahoma City, Estado de Oklahoma 

6. el 20 de diciembre de 2005 

7. par el tØcnico administrativo 

8. NO C00023963 

9. Sello/timbre del Estado de Oklahoma 

10. Firma: 

(Firma) 

Pat Coats 

TØcnico Adm inistrativo 



ESTADO DE OKLAHOMA) 

)Ss. 
CONDADO DE TULSA 

Yo certifico qua el documento anexo as una copia verdadera y 

correcta de la CESION de JOSE DE JESUS DE LA FUENTE, KATHERINE 

M. KOCAN, CONSUELO GARCIA-ALMAZAN, y EDMOUR F. BLOWN (como 

Cedentes) a THE BOARD OF REGENTS FOR OKLAHOMA STATE 

UNIVERSITY (como Cesionario) en donde los Cedentes ceden todo su 

derecho, tItulo e interØs an y para la invención titulada "ANTIGENOS 

PROTECTORES V VACUNAS PARA EL CONTROL DE INFESTACION DE ..  

MULTIPLES ESPECIES DE GARRAPATAS" al Cesionario, registrado con la 

Oficina de Marcas y Patentes de Estados Unidos an Diciembre 16 de 2005, 

an el rollo 016907, cuadro 0161, del cual he visto el documento original. 

Fechado: DicIembre 19 de 2005 

Hay un sello qua dice: 

JAMIE A. ROBINSON 

NOTARIO PUBL1CO 

#01016710 

VENCE 11/08/09 

ESTADO DE OKLAHOMA 

(Firma) 

Jamie A. Robinson, notario püblico 



OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE ESTADOS UNIDOS 

DICIEMBRE 18 DE 2005 

R. ALAN WEEKS 
321 S. BOSTON AVE., SUITE 800 
TULSA, OK 74103-3318 

OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE LOS ESTADOS UNIDOS 
INFORME DE GRABACION DE DOCUMENTO DE CESION 

EL DOCUMENTO ADJUNTO HA SIDO GRABADO POR LA DIVISION DE 
CESIONES DE LA OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE LOS ESTADOS 
UNIDOS. HAY DISPONIBLE UNA COPIA COMPLETA EN MICROFILME EN EL 
CUARTE DE BUSQUEDA DE CESIONES EN EL NUMERO DE ROLLO Y CUADRO 
REFERENCIADOS ABAJO. 

.. POR FAVOR REVISE TODA LA INFORMACION CONTENIDA EN ESTE 
INFORME. LA INFORMACION CONTENIDA EN ESTE INFORME DE GRABAGION 
REFLEJA LOS DATOS PRESENTES EN EL SISTEMA DE ASIGNACION DE 
PATENTES Y MARCAS. SI USTED ENCUENTRA CUALQUIER ERROR 0 TIENE 
PREGUNTAS CONCERNIENTES A ESTE INFORME, PUEDE CONTACTAR AL 
EMPLEADO CUYO NOMBRE APARECE EN ESTE INFORME AL 703-308-9723. 
POR FAVOR ENVIE LA SOLICITUD DE CORRECCION A: OFICINA DE MARCAS 
Y PATENTES DE LOS ESTADOS UNIDOS, DIVISION DE CESIONES, 
ASIGNACION DE cASILLAS, CG-4,1213 JEFFERSON DAVIS HWY, SUITE 320, 
WASHINGTON, D.C.20231. 

FECHA DE GRABACION: 12/16/2005 ROLLO/CUADRO: 019607/0161 
NUMERO DE PAGINAS: 5 

RESUMEN: CESION DE INTERES DEL CEDENTE (VER DOCUMENTO PAPA 
DETALLES). 
NUMERO DE EXPEDIENTE: 03300-57338 (04-597)  ,

CEDENTE: 
DE LA FUENTE, JOSE DE JESUS FECHA DE DOG: 10/26/2005 

CEDENTE: 
KOCAN KATHERINE M. FECHA DE DOC: 10/26/2005 

CEDENTE: 
GARCIA-ALMAN, CONSUELO FECHA DE DOC: 12/07/2005 

CEDENTE: 
BLOUIN, EDMOUR F. FECHA DE DOG: 10/2612005 
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CESIONARIO: 
THE BOARD OF REGENTS FOR OKLAHOMA 
STATE UNIVERSITY 
STUDENT UNION BUILDING 
STILLWATER, OKLAHOMA 74078 

NUMERO DE SERIE: 10972789 FECHA DE PRESENTACION: 10/25/2004 
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION: 
TITULO: ANTIGENOS PROTECTORES Y VACUNAS PARA EL CONTROL DE 
INFESTACIONES DE MULTIPLES ESPECIES DE GARRAPATAS 

.. DIVISION DE CESIONES 
OFICINA DE REGISTROS PUBLICOS 

0 



CESION DE PATENTE -] 

Version electrOnica vi .1 12/16/2005 
Version de estilo VIA 500066263 

TIPO DE PRESENTACION gCESIONNUEVA 

NATURALEZA DEL TRASPASO  

DATOS DE LAS PARTES CEDENTES 

Nombre Fecha de ejecuciOn 

Jose de JesOs de Is Fuente 1012612005 

Kathedne M. Kocan 10/26/2005 

Consuelo Garcia-Almazan 10/07/2005 

Edmour F. Blouin 10/26/2005 

DATOS DE LA PARTE QUE RECIBE 

Nombre: The Board of regents for Oklahoma State University 

DirecclOn: Student Union Building 

Ciudad:

 

Stillwater 

Estado/COndado: OKLAHOMA 

Codigo postal 74078 

NUMERO DE PROPIEDADES Total: I 

Tipo de propiedad Nmero 

NOrnero de solicitud: 10972789 

DATOS DE CORRESPONDENCIA 

Nmero de fax (918) 583-9659 

La correspondencla se eflvlarÆ por Correo de Estados Unidos 

TelØfono: (918) 583-0621 

Correo electrónico: Datents(fellerssnider.COrn 

Nombre del corresponsal: R. Alan Weeks 

Direcciôn lines 1: 321 S. Boston Ave, Suite 800 

Dirección  lines 4: Tulsa, OKLAHOMA 74103-3318 

NUMERO DE EXPEDIENTE DE ABOGADO 03300-57338 (04-597) 

NOMBRE DE SOLICITANTE R. Alan Weeks 

Total anexos: 3 

fuente = I 0972789#pÆginal Jtf 
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PATENTE 
Expediente do Abogado No. 57338/04-597 

Cesión 
PÆgina I 

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 3909 
E. 92nd Street, Perkins, .0K 74059; CONSUELO GARCIA-ALMAZAN, residiendo en Pro[. 
Aldama 1424, Frac. La Sierra, Cd. Victoria, Tam. CP 87037, MØjico; y EDMOUR F. BLOWN, 
residiendo en 3909 E. 92nd Street, Perkins, OK 74059, (en adelante referidos como 
"CEDENTES") son coinventores de cierta invención nueva y Otil titulada "ANTIGENOS 
PROTECTORES Y VACUNAS PARA EL CONTROL DE INFESTACIONES DE MULTIPLES 
ESPECIES DE GARRAPATAS" para la cual so presentó solicitud do patento de estados 
Unidos en octubre 25 do 2004, como nCimero do serie 10/972,789, solicitud que es una 

,. continuación parcial de la solicitud de utilidad nümero de serie 10/425,563, presentada en abril 
29 de 2003, solicitud que reclama el beneficio do la solicitud provisional presentada con 
anterioridad nUmero de sene 60/376,251; y 

CONSIDERANDI QUE, THE BOEARD OF REGENTS FOR OKLAHOMA STATE 
UNIVERSITY, una instituciOn do educación superior localizada en Stillwater, Oklahoma (en 
adelante referido como "CESIONARIO") esta deseoso de adquirir la totalidad del derecho, 
titulo e interØs de los CEDENTES en y para la invenciOn y solicitud arriba mencionadas, y en, 
para y bajo cualquiera y todas las patentes de Estados Unidos y en y todos los paises 
extranjeros; y de hecho ha adquirido tales derechos por virtud do la cesión anterior por los 
CEDENTES al CESIONARIO do Ia materia do la solicitud provisional arriba mencionada; 

AHORA, POR LO TANTO, esta escritura da testimonio de la consideración buena y 
valiosa, el recibo y suficiencia de la cual so reconoce por Ia presente, los CEDENTES, los 
inventores, han vendido, cedido, transferido y traspasado y por la presente venden, ceden, 
trasfieron y traspasan al CESIONARIO la invención y solicitud arriba referidas y cualquiera y 

, todas las divisiones, continuaciones y continuaciones parciales do las mismas, y cualquiera y 
- todas las patentes do estados Unidos, sus poseslones territoriales, y cualquiera y todos los 
� palses extranjeros que hattan concedido las mismas, y cualquiera y todas las extensiones, 

remisiories o certificados do reexaminación do tales patentes, incluyendo todos los derechos 
do prioridad y la materia do cualquiera y todas las reivindicaciones quo so obtengan en todas 
tales patentes, las mismas serÆn tenidas y disfrutadas por el CESIONARIO para su propio uso 
y beneficio, y para el uso y beneficio de sus sucesores, cesionados u otros representantes 
legalos, hasta elfin del tØrmino o tØrminos para los cuales se concedan o puedan concederse, 
extenderse, roemltirso o reexaminarse tales patentes, tan completa y enteramente como so 
tendrian y disfrutarian los mismos per los CEDENTES si esta cesión no hubiere side hecha. 

Y, LOS CEDENTES per la presente autorizan y solicitan al Comisionado do patentes 
a emitir cualquiera y todas las patentes do Estados Unidos sobre la invenciôn, o quo rosulten 
de una solicitud Ia cual reclamo el beneficio do la presente solicitud, y do todas y cualquier 
division y continuaciOn, extension, roemisiôn o reexamen de cualquier tat solicitud al 
CESIONARIO, y 
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por la presente garantizan qua tiene piano derecho para transfer e interØs aqul 
cedido, y quo no han ejecutado y no ejecutarÆn ningünacuerdo an conflicto con Øste. 

Y, LOS CEDENTES ademÆs garantizan y acuerdan par la presente qua, an cualquier 
momenta, par solicitud y a costas del CESIONARIO, ejecutarØn y entregarØn cualguiera y 
todos los documentos qua puedan ser necesarios a deseables para perfeccionar el titulo de la 
invención y la solicitud y cualquier patente qua pueda ser concedida por la misma la 
CESIONARIO, sus sucesores, u otros representantes legates, y quo si el CESIONARIO, sus 
sucesores, u otros representantes legates desean presentar cualquier solicitud de division a 
continuación, o para asegurar una extensiOn, reemisiOn o reexamen de tales patentes, a 
presentar un abandono relacionado con ellas, par solicitud, firmarân todos los documentos, 
harÆn todos los juramentos apropiados, y reaJizarÆn todos los actos requeridos para la 

Ø 
presentaciOn de tal solicitud de divisiOn, cantinuaciOn a reemisiOn, solicitarØn el reexamen a el 

O  abandono, sin compensaciOn adicional. 

Y, LOS CEDENTES ademÆs acuerdan comunicar at CESIONARIO, sus sucesores, 
cesionarios, u otros representantes legates, tales hechos retacionados con la invenciOn 
divulgada an la presente solicitud o Ia patente qua salga do la misma qua puedan conocer, y 
testificar an cuanto a dichos hechos an cualquier interferencia u otro litigio cuando asi so les 
solicite. 

Ejecutada par los suscritos an la fecha indicada. 

(Firma) 10-26-05 
JOSE DE JESUS DE LA FUENTE Fecha 

4(Firma) 10-26-05 
KATHERINE M.KOCAN Fecha 

CONSUELO GARCIA-ALMAZAN Fecha 

(Firma) 10/26/05 
EDMOUR F. BLOUIN Fecha 
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par la presente garantizan que tiene pleno derecho para transferir e interØs aqul 
cedklo, y que no han ejecutado y no ejecutarÆn ning(in acuerdo en conflicto con Øste. 

Y, LOS CEDENTES ademÆs garantizan y acuerdan par (a presente que, en cualquier 
momenta, par solicitud y a costas del CESIONARIO, ejecutarÆn y entregarân cualquiera y 
todos los documeritos que puedan ser necesarios o deseables para perfeccionar el tituto de la 
invenciôn y la solicitud y cualquier patente que pueda ser concedida par la misma la 
CESIONARIO, sus sucesores, u otros representantes legales, y que Si el CESIONARIO, sus 
sucesores, u otros representantes legales desean presentar cualquier solicitud de division o 
continuación, o para asegurar una extension, reemisión o reexamen de tales patentes, a 
presentar un abandono relacionado con ellas, par solicitud, firmarÆn todos los documentos, 
hark todos los juramentos aprapiados, y realizarÆn todos los actos requenidos para la 
presentación de tat solicitud de divisiOn, continuaciOn o reemisión, solicitarØn el reexamen a el 

00 abandono, sin compensación adicional 

Y, LOS CEDENTES ademÆs acuerdan comunicar al CESIONARIO, sus sucesores, 
cesionarios, u otros representantes legales, tales hechos relacibnados con (a invenciOn 
divulgada en la presente solicitud a la patente que salga de la misma que puedan conocer, y 
tesficar en cuanto a dichos hechos en cualquier interferencia u otro litiglo cuando asi se les 
solicite. 

Ejecutada par los suscritos en la fecha indicada. 

JOSE DE JESUS DE LA FUENTE Fecha 

40 KATHERINE M.KOCAN Fecha 

(Firma). Dic107105 
CONSUELO GARCIA-ALMAZAN Fecha 

EDMOUR F. BLOWN Fecha 
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IJNTED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE 

United States Patent and Trademark Office 

December 30, 2005 

/ 1 0 
1 1’?-

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: 10/972,789 

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 US! 0/9 72,789 

By Authority of the 

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

P. AIN 

Certifying Officer 
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CERTIFICATION UNDER 31 CS.R. AND JJO 
I hereby certify that, on the date shown below, this correspondence is being 
deposited with the United States Postal Service in an envelope addressed to: 
Mail Stop Patent Application, Conunissc,ner for Patents,. P.O. Box 1450, 
Alexandria, VA 22313-1450 as "Express Mail PoS Office to Address". 
MeiJng Label No EV166756583US on October 2004. 

________ 
Signs, a (,e or print name ofpemon crnng) 

Prelinlinary Classificati 
Proposed Class: 
Subclass: 

Docket No.: 57338/04-597 
Page lof 8 

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

IN THE IJNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 

Mali Stop Patent Application 
Commissioner for Patents 
P.O. Box 1450 
Alexandria, VA 22313-1450 

NEW APPLICATION TRANSMITTAL 

Transmitted herewith for filing is the patent application of 
oil 

Inventor(s): 

.. 

For (title): 

Jo56 de Jes(is DE LA FUENTE 
Katherine M. ICOCAN 
Consuelo GARCIA-ALMAZAN 
Edmour F. .BLOTJIJ4 

PROTECTIVE ANTIGENS AND VACCINES FOR. THE CONTROL OF 
MULTI SPECIES TICK INFESTAUONS 

U 

Copy privlded by Uato 
from thoi* Image Database aiT29/2O05 
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4. 

1. Type of Application 

This new application is for a(n) 

[] Original (non-provisional) 
[] Design 
[J Plant 
t ] Divisional. 
(1 Continuation. 
[X] Continuation-in-part (C-I-P). 

PATENT 
Docket No.: 57338/04-597 

Page 2 of 8 

2. Benefit of Prior U.S. Application(s) (35 U.S.C. Sections 119(e), 120, or 121) 

[X] The new application being transmitted claims the benefit of prior U.S. application(s). 
This application is a continuation-in-pa1t of corresponding application Serial 

. No. 101425.563 , filed 04129/20M.; which in part is a is a_nonprovisionaL of 
corresponding application Serial No. 601376.251_, filed_Q.4L29/2002. 

3. Papers Enclosed 

A. Required for Filing Date under 37 C.F.R. Section 1.53(b) (Regular) or 37 C.P.R.. 
Section 1.153 (Design) Application 

36 Pages of Specification 
Pages of Claims 

k 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). 

[J Formal 
Informal 

B. 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 Data Sheet (4.... pg) 

None 
Other 

Copy provided by USPTO from the IFW Image Database on 1212912005 
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Additional Papek,s Enclosed 

(3 Amendment to claims 
[3 Cancel in this applications claims before calculating the filing fee 

(At least one original independent claimmust be retained for flUng  

(3 Add the claims shown on the attached amendment (Claims added have been 
numbered consecutively following the highest numbered original claims.) 

[1 Prelinuin$y Amendment 
[.3 information Disclosure Statement (37 C.F.R. Section 1.98) 
[3 Form PTO-1449 (PTO/SB/08A and 0813) 
[3 Citations 
( 3 Declaration of Biological Deposit 
[X] Submission of "Sequence Listing," computer readable copy and/or amendment 

pertaining thereto for biotechnology invention containing nucleotide and/or amino 
acid sequence. 0 

[X] NOTE I hereby state that the information recorded in computer readable 
form is identical to the written (on paper or compact disc) sequence listing 
Sea 37 CFR. 1.821(0. 

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

[3 Special Comments 
(1 Other 

Declaration or Oath (including power of attorney) 

[ 3 Enclosed 
Executed by 
El Inventor(s). 
[1 legal representative of inventor(s). 37 C.F.P. Section 1.42 or 1.43. 
(3 joint inventor or person showing a proprietary interest on behalf of 

inventor who refused to sign or cannot be reached, 
[3 This is the petition required by 37 C.F.R.  Section 1.47 and the 

statement required by 37 CY-PL Section 1.47 is also attached. See 
item 13 below for fee. 

[X] Not Enclosed. 
[3 Application is made by a person authorized under 37 C.F.R.  1 41 on behalf 

of all the above named inventor(s). 
[3 Showing that the filing is authorized 

��C.bSPT  
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6. Language 

[X] English 
[ ] Non-English 

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

7. Assignment 

[XI An assignment of the invention to 

(] is attached. A separate 

� [1 "COVER SHEET FOR ASSIGNMENT (DOCUMENT) 
ACCOMPANYING NEW PATENT APPLICATION" or 

. [J FORM PTO 1595 is also attached.. 
[1 will follow. 
[X] Assignment previously recorded on_Q7L14/2001 at Reel_01428 /Frame 

0067-

8. Certified Copy 

Certified copy(ies) of application(s) 
Country: 
Application No.: 
Filed: 

from which priority is claimed 

[] is (are) attached. 
[] will follow. 

� 

Copy provided by USPTO from the IFW Image Database on 12/29/2005  
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9. Fee Calculation (37 C.F.R. Section 1.16) 

A [X) Regular application 

CLAIMS AS FILED 

Claims Number Filed Basic Fee Number Extra Rate Basic Fee 
Allowance 37 C.F.R. 

Section 1.16(a) 
$790.00 

Total Claims 
(37 C.F.R. 53 - 20= 33 x 

$ 

18.00 594.00 
Section 

1l.16(c)) 

join  dependent 
laims 10 - 3 = x 

$ 

88.00 88000 
(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)) 

[1 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 $2,264-00-2.264.OfLB.

 B. [1 Design application 
($340.00--37 C.F.R. Section 1.16(f)) 

Filing Fee Calculation $______ 

C. [1 Plant application 
($530.00--37 C.F.R. Section 1.16(g)) 

Filing Fee Calculation  

Copy provided by LJSPTO from the IFW Image Database on 12/2912005 
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Small Entity Statement(s) 

[ Small entity statement is claimed at this time. 

[XI Small entity statement is not claimed at this time. 

Filing Fee Calculation (50% of A, B or   above) 

Request for International-Type Search (37 C.F.R. Section 1. 104(d)) 

(complete, ifapplicable) 

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

12. Fee Payment Being Made at This Time 

[XJ Not Enclosed 

[XJ No filing fee is to be paid at this time. 

[ ] Enclosed 

[ } 

Filing fee  

[ ] 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(I)) $ - 

(J For processing an application with a 
specification in a non-English language 
($130.00; 37 C.F.R. Sections 1.52(d) and 1.17(k))  

- 
Copy provided by USPTO from the IFW Image Database on 12/29/2005 
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[ ] Processing and retention fee 
($130.00; 37 C.F.R. Sections 1.53(d) and 1.21(1)) $ 

(1 Fee for international-type search report 
($40.00; 37 C.F.R. Section 1.21(e)) 

Total Fees Enclosed $_______ 

Method of Payment of Fees 

[] Check in the amount of $_______ 

[] Charge Account No. - - in the amount of $_ 
[1 A duplicate of this transmittal is attached. 

14. 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.. 

37 C.F.R. Section 1.16(a), (f) or (g) (filing fees) 
[ ] 37 C.F.R. Section 1.16(b), (c) and (d) (presentation of extra claims) 
[ ] 37 C.F.R. Section 1.16(e) (surcharge for filing the basic filing fee and/or 

declaration on a date later than the filing date of the application) 
[ } 37 C.F.R. Section 1. 17(a)(1)-(5) (extension fees pursuant to Section 1.136(a). 
[ 3 37 CF.R. Section 1.17 (application processing fees) 
[ ] 37 C.F.R. Section 1.18 (issue fee at or before mailing of Notice of 

- 
Allowance, pursuant to 37 C.F.R. Section 1.31 l(b)) 

15. Instructions as to Overpayment 

[3 Credit Account No.  
[3 Refund 

16. Correspondence Address 

Customer No. 22206 

Copy provided by USP1D from the IFWhnage Database on 12/29/2005 
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Reg. No.: 36,050 

Tel. No.: (918) 599-0621 

.Customer No.: 22206 

�0861 

PATENT 
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Respectfully submitted, 

9&3?Lj 
SIGNATURE OF PRACTITIONER 

R. Alan Weeks 
(type or print name ofpractitioner) 

321 S. Boston Ave.. Suite 800 
P.O. Address 

Tulsa. OK 74103-33 18 

Copy provided by USPTO from the IFW image Database on 12/29/2005 



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 

� Attorney Docket Number:’: 57338/04-597 

equest 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?:: No 

Applicant Information 

___ Applicant One Authority Type:: Inventor 

Primary Citizenship Country:: Cuba 

Status:: Full Capacity 

Given Name:: JosØ de Jescis 

Family Name:: de la Fuente 

City of Residence:: Stillwater 

State or Province of Residence:: OK 

Country of Residence:: USA 

Page 1 Initial October 25, 2004 

Copy provided by IJSPTO from the JPW Image Database on 12/29/2005 



Street of mailing address:: 400 Squires Landing, Apt. M-5 

City of mailing address:: Stillwater 

State or Province of mailing address:: OK 

Country of mailing address:: USA 

Postal or Zip Code of mailing address:: 74074 

Applicant Two Authority Type:: Inventor 

Primary Citizenship Country: USA 

Status:: Full Capacity 

Given Name:: Katherine M. 

Family Name:: Kocan 

.City of Residence:: Perkins 

State or Province of Residence:: OK 

�ountry of Residence:: USA 

Street of mailing address:: 3909 E. 92nd Street 

City of mailing address:: Perkins 

State or Province of mailing address:: OK 

Country of mailing address:: USA 

Postal or Zip Code of mailing address:: 74059 

Applicant Three Authority Type:: Inventor 
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PROTECTIVE ANTIGENS AND VACCINESFOR THE 
CONTROL OF MULTI SPECIES TICK INFESTATIONS 

CROSS REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS 

100011 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 applications are incorporated herein by reference. 

0 
BACKGROUND OF THE INVENTION 

Technical Field: 

t00021 The present, invention 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 .cpp. are distributed worldwide and act as vectors of 

human diseases caused by J3orrelia burgdorferi (Lyme disease), Anaplacnw 

phagocytophila (human granulocytic ebrlichiosis), Coxiella burnetti (Q fever), 
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Francisella tularenis (tularemia), B: afzelil, B. lu.itaniae, B. valaisiana and B. garinil, 

Rickeusia helvetica, R. japonica and R. australis, Babesia divergens and tick-borne 

encephalitis (ThE) and Omsk Hemorrhagic fever viruses (Estrada-Peæa and Jongejan, 

1999; Parola and Raoüit, 2001). Throughout eastern and southeastern United States and 

Canada, I. scapularis the black legged tick) is the main vector of B. burgdorferi sensu 

strieto and A. phagoôytophila (Estrada-PeM and Jongejan, 1999; Parola and Raoult,. 

2001). Besides Ixodes, other tick species of medical and veterinary Importance include 

those of the genera Amblyomma, Dermacentor, Rhipicephalus and Boophilus. 

[0004] Control :f tick infestations is difficult and often impractical for multi-host 

ticks such as Ixodes SM. Presently, tick control is effected by integrated pest management 

in which different control methods are adapted to one area or against one tick species 

with due consideration to their environmental effects. Control of ticks by vaccination, 

however, would avoid environmental contamination and selection of drug resistant ticks 

that result from repeated 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). 

100051 Recently, vaccines have been developed against one-host Boophilus spp. 

Willadsen, 1997; Willadsen and Jongejan, 1999; de la Fuente et at., 1999; 2000; de Vos 

et al., 2001; de la Fuente and Kocan 2004). The recombinant B. microplus 0M86 gut 

antigen included in commercial vaccine formulations TickOARD (Hoechst Animal 

Health, Australia) and Gavac (Heber Biotec S. A., Havana, Cuba) also confers partial 

protection against phyiogenetically related Hyalotnrna 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 IM86 failed to protect against the more phylogenetically distant 

Amblyomma spp. (de Vos et a!, 2001). These results suggest that using Bm86 or a 

closely related gene for the production of vaccines against Ixodes 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 phylogenetically distant species (de la Fuente and Kocan 

2004). 

100061 In parent application Serial No. 10/425,563 we described the identification 

by ELI and sequence analysis of protective cDNA clones against experimental 

Sinfestations with 1. Scapularis in what was the first example of the application of ELI to 

arthropods and particularly to ticks (Almazªn 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 function 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 

[00081 In the parent application, numerous protective antigens derived from I. 

scapular/s were identified and shown to possess protective properties against L 

3 

Copy provided by USPTO from the IFW ImaQe Database on 12/2912005 



scapularis tick infestations. Among these antigens were clones and associated 

polypeptides designted 4D8, 08 and. 4E6. Herein the activity of these particular 

protective antigens is demonstrated to extend to other tick species, and, in the case of 

408, 08 and 4136 to: non-Ixodes tick species. In addition, there is provided the recently 

discovered sequence (DNA and protein) of tick protective antigen 408 derived from 

genus Rhipicepba1us particularly Rhipicephalus appendiculatus. 

100091 SequÆce conservation and expression of 4F8, 408 and 4E6 were 

analyzed in L scapularis related species, I. pac4flcus and L ricinus, and in D. variabilis, 

R. sanguineus, B. microplus and A. ainericanum by RT-PCR using the primers specific 

for the known I. scapularis sequences. Expression was detected in I. ricinus for all three 

� genes and in L pacflcus for 408 and 4E6. Expression of 408 was also detected in D. 

variabilis, B. microplus, R sanguineus and A. americanum. Corresponding 408 genes of 

I). variabilis, A. amerkanum and B. inicroplus were cloned and sequenced. 

[00101 The detection of 41)8 and 4E6 expression in non-frodes tick species were 

the basis for an experiment in which rabbits were immunized with I. scapularis derived 

08, 408 and 4E6 and challenged with I. scapularis, D. variabilis and A. a,nericanum 

nymphs. Results support using the inventive protective antigens in vaccine formulations 

for the control of multiple tick species. 

(00111 Accordingly, in one embodiment of the present invention there is provided 

eDNA sequences, protein encoding fragments thereof, and derived protein sequences for 

the multi-species protective antigens denominated 4F8, 408 and 4E6. 

[00121 In another embodiment of the present invention there is provided a 

vaccine composition comprising the inventive protective recombinant proteins and/or 
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modified cDNM separately or which may optionally be combined with adjuvant to 

enhance the protection efficacy of vaccine preparations against multiple tick species, 

wherein the vaccine composition further comprises a pharmaceutically acceptable carrier 

or diluent. The vaccine composition also may optionally be combined with tick-borne 

pathogen component to provide a means to control tick-borne infections, wherein the 

vaccine composition further comprises a pharmaceutically acceptable cattier or diluent 

and adjuvant 

100131 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 infstations by target ticks and/or transmission of tick-borne 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-borne pathogen components to provide a means to control tick 

infestations and to reduce transmission to humans of tick-borne infections, wherein the 

vaccine composition further comprises a pharmaceutically acceptable carrier or diluent. 

[00141 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 various 

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 

[00151 FIG. 1 is a summary of the  cDNA ELI approach used to identify 

protective antigens against I. scapularis infestations. 

(00161 FIG. 2A is a graph depicting the results of a primary screen of cDNA 

pools (A-H 1-4, AS) by ELI. V, control mice injected with 1 tg vector DNA alone. 

*a<OOl, **acZ0.05 (Tukey’s post-hoc test for pair comparisons after ANOVA). Number 

in boxes represent values for inhibition of tick infestation with respect to the control 

Sgroup. 

[0017) FIG. 213 is a graph depicting the results of a primary screen of cDNA 

pools (A6-Al0, B-H 5-8) by ELI. Y, control mice injected with 1 jig vector DNA alone. 

*.d)1, **a<0.05 (Tukey’s post-hoc test for pair comparisons after ANOVA). Number 

in boxes represent values for inhibition of tick infestation with respect to the control 

(00181 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 I>-15% are shown (white bars). The number of engorged larvae per mouse is 

expressed as mean–SD (black bars). Control mice were injected with niitochondrial (Ml) 

cDNAs. P:50.05 (Student’s t-test). 

6 

Copy provided by IJSPTO from the IFW imaqe Database on 12129/2005 - 



DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION 

100191 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 capable of other 

embodiments and o being practiced or carried out in a variety of ways It is to be 

understood that the braseniogy and terminology employed herein is for the purpose of 

description and not of limitation. 

100201 In the parent application, there were provided 25 separate and distinct 

sequences, comprising 14 cloned eDNA molecules and 11 deduced amino acid  sequences 

of encoded po1ypepti1es, said sequences having been isolated and identified as protective 

against I scapularis in accordance with the following described experimental 

methodology. 

Example 1: Construction of an L scapularis cDNA 
library and screeningfor protective antigens by ELI 

Tick cells 

100211 Monolayers of IDES (ATCC CRL 1973) cells, originally derived from 

embryonic I scapularis, were maintained at 31°C in L45B medium supplemented with 

5% foetal bovine serum, tryptose phosphate broth and bovine lipoprotein 
concentrate 

after Munderloh et at. (1994). Cells were subcultured at 1:5 - 1:10 when monolayers 

reached a density of approximately cells/T-25 flask. Medium was replaced weekly. 

Library construction 

100221-A eDNA expression library was constructed in the vector pEXPI 

containing the strong cytomnegalovirus CMVi promoter (Clontech). Because we planned 

to target the early larval stages of I. scapularis, we chose to construct our library from 
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cultured embryonic I scapularis IDE8 cells-derived poly(A)+ RNA. The cDNA library 

contained 4.4 x 106 independent clones and a titer of approximately 1010 cfufinl 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 

[00231 The overall, schema for identification of protective antigens through ELI, 

sequential fractionation and sequence analysis is shown in Fig. 1. 

[0024) Ninety-six LEA (master) plates containing an average of 41 (3061) 

cDNA clones per pl4te were prepared. Replicas were made and clones from each plate 

were pooled, inoculated in Luria-Bertani with 50 golml ainpicillin, grown for 2 hr in a 96 

� wells plate and plasmidDNA purified from each pool (Wizard SV 96 plasinid 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 I 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 .tg DNA/dose in 50 .d PBS. Two 

groups of 3 mice each were included as controls. One group was injected with I ig 

vector DNA alone and the second with saline only. Two weeks after the last 

immunization, mice were infested with 100 L scapularis larvae 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, larvae 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 (1) 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 numbe’ of replete larvae recovered per mouse for each test 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 larvae attached per mouse for each test group. 

. 100251 Pools of 41 (3041) I. scapularis eDNA clones were screened by ELI. 

Only 33 eDNA pools and controls were analyzed per experiment. The average tick 

� infestation level was 50–13 and 56*15 and 56–15 and 54–18 larvae/mouse for cDNA 

immunized and control mice, respectively (P>0.05) (Table 1). The average number of 

engorged larvae recovered per mouse was 9–3 and 13–4 in the cl)NA-immunized mice 

and 16–4 and 17–3 in the control vector-immunized group (P<0.05) (Table 1). No 

reduction was obsetved in the number of larvae collected from mice that received the. 

vector DNA compared to saline-immunized controls. The maximum number of engorged 

larvae was collected 3 to 4 days after infestation. However, in mice immunized with 

eDNA pools B5, A8 and AlO (Fig. 2) a retardation of larval development in I to 2 days 

� was recorded. The average inhibition of tick infestation (I) was 49–28% and 30–22% 

(Table 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 

L>-60% (Fig. 2A and 2B and Table 1). When we started these experiments, we planed to 

screen over 4000 eDNA clones considering the complexity of the tick genome. However, 

on 



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 Pleiades of gene products. 

Results from vaccination experiments against ticks employing recombinant antigens 

support this view (rviewed by Mulenga et al., 2000) Because of the complexity of the 

screening procedure in mice vaccinated and challenged with tick larvae, it was difficult to 

work with more than 9 protective cDNA pools. Therefore we did not continue screening 

new cDNA pools and focused our attention on the 9 pools selected after the primary 

screen. 

Secondary screen 

� 00261 The secondary screen was done to verify the protective capacity of the 

cDNA pools selected after the primary screen (Fig. 2A and 2B). After the primary screen 

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 

were kept for molting in a 95% humidity atmosphere. Molting of engorged larvae was 

evaluated by visual examination of tick nymphs under ’a stereomicroscope 34 days after 

last larval collection. The inhibition of molting (M) for each test group was calculated 

with respect to vector-immunized controls as [I-(MLn/MLc x RLC/RLn)] x 100, where 

MLn is the number of nymphs for each test group, MU is the number of nymphs for the 

control group, R.Lc is the number of larvae recovered for the control group, and RU is the 

number of larvae recovered for each test group. Control mice were immunized with the 

negative (1=00/o) P2 cDNA pool or saline only. A group was included immunized SC with 
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two doses of 100 jig of total IDES tick cell proteins per dose in Freund’s incomplete 

� adjuvant. 

100271 All 9 protective eDNA pools gave positive results in the secondary screen 

(data not shown). The tick infestation levels were higher in this experiment (average 

851-6 and 841-3 lrvae/mouse for eDNA-immunized and control mice, respectively; 

P>0.05). Neverthelss, the average number of engorged larvae recovered per mouse was 

39–7 and 26–6 for control and eDNA-immunized mice, respectively (P<0.05). The group 

immunized with total IDES tick cell proteins was protected with 1=330/a. Again, no 

reduction 

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

control eDNA (P2 negative pool after the primary screen; Fig. 2A) compared to saline-

immunized controls. 

100281 In the secondary screen, molting of engorged larvae was evaluated after 34 

days. Molting was affected in all but one test cDNA4mniunized group. Inhibition of 

molting in test eDNA-immunized mice compared to the control eDNA-immunized group 

varied from 0% to 120/6 (6–4%). The inhibition of molting was higher than 50% only in 

the larvae collected from mice immunized with eDNA pools B5 and MO, which showed 

a retardation of larval development in 1 to 2 days as in the primary screen. No differences 

were observed between control eDNA and saline-immunized mice. Among the larvae 

that did not molt to nymph, some were visibly, damaged and presented a strong red 

coloration. The percent of red larvae in eDNA-immunized mice varied between 3% to 18 

% (7–5946) while in the saline and control eDNA-immunized groups red larvae 

represented the 6% and 4%, respectively. 

Tertfrvy screen 
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J00291 For the tertiary screen, 64 clones were grouped in 16 sub-pools each 

containing I to 17 plasmids according. to the predicted function of encoded proteins (e.g., 

all the plasmids that encoded histone proteins were grouped together) and used with 4 

sub-pools containing 182 clones of unknown function or with sequences without 

homology to sequeiice databases to immunize 4 mice per group. Mice were immunized 

with 0.3 jiglplasini  dose in 50 jtl PBS and evaluated as described above. Control mice 

were immunized witi a pool of 20 plasmids containing mitochondrial cDNAs 

100301 Tick infestation levels were similar in all test groups (72–2 larvae/mouse) 

and in control mice (69–2 larvae/mouse) (P>0.05). The number of engorged larvae 

recovered per mouse was also similar between test (16–7) and control (14–6) mice 

0’31>005). 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 I>-1 5% (Fig. 3). Furthermore, among them, 

the groups immunized with sub-pools containing clones with a putative endopeptidase, 

nucleotidase and two of the eDNA sub-pools with unknown function or with sequences 

without homology to sequence databases resulted in lower infestation levels compared to 

0 - 
: 

: control mice (PO-05) and I40% (Fig. 3). Clones homologous to chorion proteins, 

vitellogertin receptors, and peptidoglycan recognition proteins were selected for they 

potential protection capacity in other stages of tick development. 

Statistical analysis 

100311 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 
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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 i-test between mice immunized with positive eDNA pools and the 

control negative F2 cDNA pool (secondary screen) or between test eDNA sub-pools-

immunized and control mice immunized with mitochondrial eDNAs (tertiary screen). 

Example 2: Sequence analysis ofprotective clones 

100321 All the 351 eDNA clones in the 9 pools that resulted positive in the 

ccondary screen were sequenced DNA from individual clones in these pools was 

purified (Wizard SV 96 plasmid DNA purification system, Promega) from, the master 

plate and partially sequenced. In most cases a sequence larger than 700 nucleotides was 

Iobtained. Nucleotide sequences were analyzed using the program AllgnX (Vector NTI 

Suite V 5.5, InforMax, North Bethesda, MD, USA). BLAST (Altschul ci at 1990) was 

used to search the NCBI databases to identify previously: cloned sequences that may have 

homology to those that we sequenced. Sequence analysis allowed grouping the clones 

according to sequence identity to DNA databases and predicted protein function. The 

protective clones selected after the tertiary screen were fully sequenced. 

100331 Comparison to sequence databases permitted 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 (6194) contained sequences homologous to 

Drosophila melanogater, 5 (3%) to other insects and 32 (210A) 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-alanine rich 

proteins, ribosomal proteins, and heat-shock proteins. 

Summary ofresul1s . 

[00341 The results obtained with the various protective clones identified in the 

Sequence Listing, along with certain selected expressed proteins, are summarized in 

.  Table 4. 

100351 SEQ 11) NO:l denotes the clone 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. 

100361 SEQ 11) NO-3 denotes the clone designated 41)8, wherein the relevant 

protein encoding fragment has been identified as comprising residues 80-575, which 

encodes the polypeptide shown in SEQ II) NO: 4. 

[0031] SEQ II) 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. 

10038 SEQ ID NO:7 denotes the clone designated 4011, wherein the relevant 

protein encoding fragment has been identified as comprising residues 1697, which 

encodes the polypeptide shown in SEQ U) NO: 8. 
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[00391 SQ ii) NO:9 denotes the clone designated 41)6, wherein the relevant 

protein encoding fragment has been identified as comprising residues 198-1025, which 

encodes the po1yeptide shown in SEQ It) NO: 10. 

[00401 SEQ 11) NO: 11 denotes the clone designated 3E1, wherein the relevant 

protein encoding fragment has been identified as comprising residues 3-578, which 

encodes the polypeptide shown in SEQ 11) NO: 12. 

100411 SEQ 1]) NO:13 denotes the clone designated 1C1O, wherein the relevant 

protein encoding fragment has been identified as comprising residues 171119, which 

S 
encodes the polypeptide shown in SEQ II) NO: 14. 

[00421 SEQ 1D NO: 15 denotes the clone designated 3E10, wherein the relevant 

� protein encoding fragment has been identified as comprising residues .51-1544, which 

encodes the po1ypptide shown in SEQ II) NO: 16. 

[00431 SEQ U) NO: 17 denotes the clone designated 4F11, wherein the relevant 

protein encoding fragment has been identified as comprising residues )1-2295, which 

encodes the polypeptide shown in SEQ II) NO: 18. 

100441 SEQ U) NO: 19 denotes the clone designated 3C12, wherein the relevant 

protein encoding fragment has been identified as comprising residues 6-332, which 

encodes the polypeptide shown in SEQ U) NO: 20. 

100451 SEQ 11) 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 U) NO: 22. 

100461 SEQ 11) NOS: 22,23 AND 24, denote, respectively, clones 1A9, 182 and 

4A4, each comprising a partial sequence with no associated polypeptide. 
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100411 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, 

thus making possibe the use of these common antigens in broad range anti-tick vaccine 

formulations. 

Exanple 3: Extension ofL scapularis Protective Antigens 
To Other Tick Species 

Methods 

RNA extraction and reverse transcription (RT)-PCR 

[00481 Total RNA was extracted from guts and salivary glands dissected from 30 

� 
unfed I. scapuiaris, females, approximately 100 and 1000 L scapularis nymphs and 

�. 
larvae, respectively the egg mass oviposited by one L scapularis female, salivary glands 

dissected from 10 D. variabilis males, salivary glands and guts dissected from 20 A. 

anericanum and R. sanguineus adults, 10 B. microplus adults and 10 L pacflcus females, 

respectively and 100-150 L ricinus larvae. Total RNA was extracted from homogenized 

tick samples using TRI Reagent (Sigma), except for I. ricinus and B. microplus RNA 

which were extracted using the RNA Instapur kit (Eurogentec, 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 pI diethyl 

pyrocarbonate-treated distilled deionized sterile water. RT-PCR reactions were 

performed using the Access RT-PCR system (Promega, Madison, WI; USA). One pJ 

RNA was reverse transcribed in a 50 z1 reaction mixture (1.5 mM MgSO4, 1 X avian 

myeloblastosis virus (AMY) RTlThermus fiavus (Ti?) reaction buffer, 10 mM random 

hexamer, 0.2 mM each deoxynucleoside triphosphate (dNTP), 5. U AMV RT, Su 7? 

DNA polyrnerase (Proniega), 10 pmol of each primer) at 48°C for 45 ruin. After 2 min 
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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 

preparations and without RNA added to control  contamination of the PCR. reaction. 

Positive control reactions for the PCE. were performed with plasmici DNA containing the 

cloned tick cDNAs and with genoinic DNA extracted from L scapula-is IDE8 cells. PCR 

products were electrophoresed on 1% agarose gels to check the size of amplified 

fragments by comparison to a DNA molecular weight marker (1 Kb Plus DNA Ladder, 

Promega). 

Cloning and sequencing ofD vanabilz.v A americanum and B. microplus 4D8 

� 100491 Fragments of the D. variabilis, A. americanum and 11. microplus 41)8 

cDNA were amplified by RT-PCR and cloned into pGEM-T (Proniega). Four clones of 

each were sequenced at the Core Sequencing Facility, Department of Biochemistry and 

Molecular Biology, Noble Research Center, Oklahoma State University. 

Vaccination of rabbits and challenge with I. scapularis, D. varlabilis and A. americanum 

nymphs 

[0050] An experiment was designe.d to evaluate the effect of tick protective 

Santigens on nymphal stages off. 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 .tg/dose purified 08 and 08 proteins or 4E6 synthetic peptide derived 

from I. scndaris, a combination of 4F8+408+4E6 or bovine serum albumin (Sigma) as 

control in FL.. (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 jl/dose using a 1 ml tuberculin syringe and a 27Y0 needle. Two weeks after the 

last immunization, rabbits were infested with 100 I. scapularis nymphs per rabbit in one 

ear and 110 nymphs of each D. variabilis and A. americanum on the other ear. The 

number of nymphs attached was recorded and engorged nymphs dropping from each 

rabbit’s ear were 4oliected daily and counted during 7 days. D. variabilis and A. 

arnericanum engored nymphs were separated under a dissecting light microscope. 

Engorged nymphs collected after completion of the feeding period were counted and 

weighted. The inhibition of tick nymphal infestation was calculated with respect to the 

control group as described previously for larval tick infestations (AlniazÆn 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 ofprotective eDNAs 

100511 Expression of genes encoding for tick protective antigens was analyzed at 

niRNA and protein levels by R.T-PCR. and inimunohistochernistry, respectively. 

Expression of 08, 41)8 and 4136 mRNA was detected in all. L scapularis developmental 

stages and in guts and salivary glands from adult ticks (Table .). Control reactions ruled 

out contamination with genoniic DNA or during the ?CR.. Furthermore, PCR. of tick 

genomic DNA showed that the size of the amplified DNA fragments was higher than the 

size corresponding to eDNA fragments, probably due to the presence of Intron sequences 

in the analyzed genes (Table 6). 

[0052) Sequence conservation and expression of 4F8, 41)8 and 4136 were 

analyzed in L scapularis related species, L pacjflcus and I. ricinus, and in D. variabilis, 
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R. sanguineus, B microplus and A americanum by RT-PCR. (Table 6) using the pruners 

derived from L scapularis sequences (Table 5). Expression was detected in I. ricinus for 

all three genes and in L pactflcus for 41)8 and 4E6. Expression of 41)8 was also detected 

in 0. variabilis, B. microplus, it sanguineus and A. americanum. 

Sequence off). variabilL, A. americanum and B. microplus 408 

[00531 The sequences of 0. var1abilis A. americanum and B. microplus 4D8 

oDNAs and their deduced .amino acid sequences are provided in SEQ 1,1) NOS: 26-31. 

The sequences associated with tick protective antigen 408 derived from Rbipicephalus 

Sappendiculatus are provide in SEQ ID NOS: 38-39. 

. Protective properties of tick antigens against L scapularis, 11 variabilis and 

A. americanum 4mpha1 infestations 

100541 The detection of 41)8 and 4E6 expression in non-Jxodes tick species were 

the basis for an experiment in which rabbits were immunized with L scaputaris derived 

protective antigens and challenged with L scapularis, D. variabilis and A. ainericanum 

larvae. The results suggested an effect of 41)8 iinmunizaiion on the inhibitiOn of nymphal 

infestations in all three tick species and a notable effect on P. iariabilis nymphs reflected 

in the number of visibly damaged ticks and the reduction in the weight of engorged 

nymphs (Table 7). Immunization with 4F8 had an effect on I scapular/s nymphal 

infestations only and the effect of 4E6 immunization was reflected on A. americanum 

infestations and on the weight of D. variabilis engorged nymphs (Table 7). The 

synergistic effect of the immunization with all three antigens was observed for 41)8 in I 

scapularis nymphs (Table 1). 
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100551 Experiment 3, then, demonstrates the surprising utility of using I. 

vcapularis tick protective antigens 41)8, 08 and 4136 in vaccine formulations for the 

control of multiple tick species. 

100561 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. More generally, the invention concerns the given cDNA sequences and any 

nucleotide sequence coding for a protein which is capable of eliciting an antibody or 

other immune 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 mutants thereof. Hence the nucleotide sequence may 

encode a protein which is the entire antigen encoded by the variously identified bases, or 

a 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. 

100511 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. 

[00581 As will be appreciated by those of ordinary skill in the art, a nucleotide 

sequence encoding the inventive antigens or variants thereof may differ from the native 

sequences presented herein due to codon degeneracies, nucleotide polymorphisms, or 
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nucleotide substitutions, deletions or insertions. While several embodiments of such 

molecules are depicted in the Sequence Listing, it should be understood that within the 

context of the present invention, reference to one or more of these molecules includes 

variants that are naturally occurring and/or synthetic sequences which are substantially 

similar to the sequences provided herein and, where appropriate, the protein (including 

peptides and polypeptides) that are encoded by these sequences and their variants. As 

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 

antigenicity (including, for example, portions of the sequence or allelic variations of the 

provided sequences); or (b) the nucleotide sequences are degenerate (i.e., 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 described in (a-c). 

[00591 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 herein, 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 at., Nucleic Acids Res. (25) 3389-3402, 1997) or DNA STAR 

MEGALIGN (DNA STAR MI3GALIGN.TM., a computer program) which return similar 

results in homology calculations. 

[00601 The nucleotide sequences may be inserted into any of a wide variety of 

expression vectors by a variety of procedures. Such procedures and others are deemed to 

be known by those skilled in the art. Suitable vectors include chromosomal, 

nonebromosomal and synthetic DNA sequences; e.g., derivatives of SV40; bacterial 

plasmids; phage DNAs; yeast plasmids; vectors derived from combinations of plasmids 

and phage DNAs, viral DNA such as baculovirus, vaccinia,, adenovirus, fowl pox virus, 

pseudorabies, etc. The appropriate DNA sequence must be operatively linked in the 

vector to 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 initiation and a transcription terminator. The vector may also include 

appropriate sequences for amplifying expression. 

100611 The vector containing the appropriate cDNA sequence as hereinabove 

described, as well as an appropriate 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. coil, 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, 

[00621 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 terminology, 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. 

[00631 The isolated eDNAs 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 as dogs, cattle, humans, etc., 

against infestations of Ixodes and non-Ixodes tick species. Such protective recombinant 

proteins and/or modified cDNAs are used in an amount effective to induce an immune 

response against such ticks and their associated 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 reduces the severity 

10, of the disease. 

[00641 The carrier employed in conjunction with vaccine may be any one of a 

wide variety of carriers. As representative examples of suitable carriers, there may be 

mentioned mineral 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. 

100651 The present invention provides a method of immunizing a susceptible 

mammal, against infestations and disease caused by ticks with the vaccine 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 intranasally or orally. It is also 

to be understood that the vaccine may include active components, such as tick-borne 

pathogen components or adjuvants in addition to the antigen(s) or fragments hereinabove 

described. 

[0066] The host expressing the antigen may itself be used to deliver antigen to 

non-human animals, by introducing killed or viable host cells that are capable of 

propagating in the animal. Direct incorporation of the eDNA sequences into host cells 

may also be used to introduce the sequences into animal cells for expression of antigen in 

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

Experimental Number. Average–Si) Average–S1) Average–SD Number of 
of pools number of number of inhibition of pools 
screened larvae engorged tick selected for 
(Number attachedper larvae per infestation the 
of clones) 

mouser mouse’ (J)d secondary 
screen 

Experiment 1 33 (1383) 50–13 (33-80) 9–3 39–55% 75%) 
(242) (-183 - 87%)  

Vector DNA- 
immunized 

- 56–13 (45-67) 16–4(5-27) 

controls for 

Experiment 2 33 (1322) 56–15 (29-79) 13–4 (1-27) 27–28% 3(1>60%) 
3 - 89%  

Vector DNA- 
immunized: 

- - 54–18 36435 l7–36-28) - - 

controls for 
...cxperiment 2  

aNinety six LBA plates containing an average of 41 cDNA clonÆ per plate were prepared. Replicas were 
made and clones from each plate were pooled, inoculated, grown for 2 hr in a 96 wells plate and plasniid 
DNA purified from each pool for ELI Three mice per group were each immunized IM twice with 1 ttg 
DNA/dose in $0 d PBS two weeks apart Two groups of 3 mice each were Included as controls One group 
was injected with vector DNA and the second with saline only. 

"Fifteen days after the last immunization, mice were infested with 100 I. scapularis larvae per mouse. 
Twelve bra inter, larvae that did not attach were counted to calculate the number of attached larvae per 
mouse and mice were transforred to new cages. 

’Engorged larvae dropping from each mouse were collected daily and counted after 7 days. 

dThe inhibition of tick infestation (I) for each test group was calculated with respect to vector-immunized 
. controls as t1-(RLn/RLc x RLlc/RLm) x 100, where RLn is the average number of replete larvae 

recovered per mouse for each test group, RLc is the average number of replete larvae recovered per mouse 
for control group, RLic is the average number of larvae attached per mouse for control group, and RLin is 
the average number of larvae attached per mouse for each test group 
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Table 2. Classification of the clones in protective pools by putative protein function 
according to identity to sequence databases. 

Putative protein Function Number of clones 
Biosynthetica 2 
Catabolism 4 
Cell adhesion 2 
Cell cyclea 2 
Cytoskeletala 8 
Defense 2 
DNA structure or replication  3 
Extracellular matrix 3 
Endocytosis 2 
Energy metabolism 10 
Homeostasis 2 

. Morphogenetic 9 
Mitochondriala 34 

ab 
Protein synthesis or processing 34 
RNA synthesis or processinga 7 
Heat-shock proteins 4 
Signal transduction 16 

Transport S 8 
Unknown 199 
Total 351 

from further screening of protective antigens. Other clones were eliminated for containing 

similar sequences. 

Except for ribosomal proteins. 
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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. 

Sub-pool (No o(dones) Clone - Pool’ 
Ribosomal (17) 1A2, 1Al0 ICI I AS 

lF6 Di 
2B8 AlO 

2F8,2E10 ES 
3A10, 2C3. 3D2, 3D10 84 

3G9 3010 83 
4D114Dl2,4E7,4F7 El 

Membrane protein (7) lD8 1011, 1810 - Dl 
2B12 AlO 
2H5 ES 
3C9 84 

3G11 83 
ATPase (6) 1A9, 1B2, 1C9 AS 

2C9 AlO 
4A4 C3 
4012 Fl 

Cell channel/Transporter(S) IN Dl 
21-ill £8 
4Al2 0 

4G10,4G11 Ft 
Early development-specific (4) 1C8 AS 

3F4 83 
4C7 C3 
4G9 Fl 

0 protein-coupled receptor (4) -. 2137,2C12 AlO 
2F12 88 
4C9 C3 

Growth factor receptor (3) - 288 B5 
3B8, 3C8 84 

Lectin(3) 3810 83 
0840 C3 

ViteIEogeni (3) 1F12 Dl 
4A6 C3 
402 Fl 

Heat shock (3) ICIO AS 
Iplo Dl 
386 E3 

- EGF4ike (2) 2H4 88 
4C10 0 

Secreted protein (2) 2F9 ES 
3C12 84 

Glutamine-Alaninc rich (2) 406,486 Fl 
Adaptzn(1) 381 - £3 

Endopeptidase (1) 408 Fl 
Nucleotidasi (1) 4F8  

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

cDNA 
clone 

Predicted Protein Inhibition 
of tick 

infestation 

Inhibition 
of molting 

M (%) 

Efficacy 

4D8 Endopçptidase 
______ 

40*/54** 7*/8** 
___- 

44*/58** 

4F8 Nttcleotidase 50*/64** 17*/.9**  
_lO HSP76 17* ND ND 

4D6 GIu-Ala-rich 61* 11 66* 
4E6 GluAlanch - 20*146** j** 

- 

55** 
3E1 J3-adaptin (apndage region) 27 5* 31 * - 

2C12 Beta-amnyloid precursor protein 8*** 
- 

NI) ND 

4F1 3 Block of pliferation Bopi ...39*** 4TJ) - ND 
- E10 Mannose binding lectin 48*I 10* ** ND ND 

4011 Chloride channel 38 30 57 
3C12 RNA polymerase Ill 1O4m- ND ND 

1A9, 1B2, 
�4A4 

ATPase 
___ 

57*** 
_______  

ND ND 

Mice were immunized with cDNA-containing expression plasmid DNA as described above (*) or with 100 
iiWdose of recombinant protein expressed in E. coil (**). I, M and E were calculated as described above. 
ND, not determined. 

***Resulted in a pro-feeding activity. This effect could be due to the expression of cDNAs encoding for 
tick immunosuppressants, anticoagulants and other proteins with low anngemcity and a pro-feeding 
activity. Alternatively, they could encode for proteins homologous to host proteins with anti-tick activity, 
which neutralization results in a tick pro-feeding activity. 
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Table S. RT-PCR. conditions for the characterization of expression profiles of tick 

protective cDNAs. 

cDNA ltT-PCR primers (5’-3’) PCR Size of Size of 
 eDNA DNA conconditions ons 

band band° 

4F8 4 E’8P5: GCGTCGTGTGGAGcACAGCGAC 94°C,  30 see 972 bp >1,600 bp 
(SEQ ID NO: 32) 61°C 30 see 

4F8 -R: TCGcAACGGAcAACGGcAGGTTG 
UOL1fl  (SEQ ID NO: 33) 

4D8 4D8R5: GCTTGCGcAAcATTAAAGCGMC 94°C, 30 sec 577 bp >1,600 bp 
($EQ ID.NO: 34) 56°C 30 sec 

4D8-R: TGcrG’rTTGcAGATGcccArcA £oO 
uO1flhifl  

(SEQ ID NO: 35) 

4E6 4E6E3: GAAATATCTGTGMACcAAGGCC 94°C, 30 sec 138 bp 1,600 bp 
(SEQ ID NO: 36) 52°C 30 see 

456U-R: ATTGcAcAcAcATcATTAACTG oo,- 
I 1fl 

(SEQ ID NO: 37) - 

PCR conditions are indicated for denaturing, annealing and polymerization steps, respectively. 

blcula4 from the sequence of the cDNA insert. 

cEstimated from the PCE. of IDES genomic DNA 

Table 6. Expression profile of mRNAs encoding for protective antigens in ticks. LSEUL I paccus 1 æcimss A amerrcanwn 1 vanabills A smgubww B mkrapk DMA - id - ngsaftvaay Dga y u g source E g r ml I 8sv PS a a It a as d $ Clone - - - -: mRNA expression 4F8 4+++ + -  + I 4D8 i*j++++ +

 + I + + I + + 4E6 -H-14+1+1+1 + + + L + - - - 

Expression of mENAs encoding for tick protective antigens 4F8 41)8 and 4E6 was analyzed by R.T-PCR in 

different tick species using the primers derived from I. scapularis sequences. 
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Table 7. Results of vaccination with recombinant tick protective antigens on L 

scapularis, D. variabiis and A. americanum nymphs. 

Tick species Inhibition of tick - nymphal 

a 
infestation (%) 

Reduction in the weight of 

engorged nymphs (%)b 

- 41)8 4E8 4E6 

- 

All 41)8 4F8 4E6 All 

- Lscapularis - 35 39 63 0 0 0 

- 

0 

- Li variabilis 22 - 0 

- 

5 

- 

8 32 0 27 

- 

0 

A. amØricanum 17 9 36 12 3 1 0 16 

’Determined with respect to the number of engorged nymphs recovered from the control group as described 
above for tick larval infestations. 

"Average weight per engorged nymph with respect to the weight of nymphs collected from the control 

group. 
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100671 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 

be made in the above DNA molecules, proteins, etc. without departing from the scope of 

the invention, it is intended that all matter contained in the above description or shown in 

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 element thereof is 

entitled. 
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WHAT IS CLAIMED IS: 

1. An isolated polypeptide selected from the group consisting of tick derived 

polypeptides designated 41)8, 08 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 claim 1, wherein the polypeptide comprises 

the tick derived polypeptide 41)8. 

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 

N0:39-

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 SEQ ID NO:4. 

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:3 I. 

10. The polypeptide of claim 4, wherein the polypeptide comprises the amino 

acid sequence of SEQ ID NO:39. 
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11. An isolated polypeptide comprising an amino acid sequence that is at least 

95% homologous to at least one of SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:29, SEQ 

ID NO: 31, or SEQ IDNO:39. 

12. An isolated eDNA molecule which encodes a tick derived antigenic 

polypeptide, said molecule having a nucleotide sequence that is at least 95% homologous 

to at least residues 1-117 of SEQ ID NO: 1. 

13. An expression vector comprising the isolated eDNA molecule of claim 12. 

14. An isolated cell transformed by the expression vector of claim 13. 

’ 1. A multi species anti-tick vaccine comprising an effective immunizing 

amount of an imrnunogen selected from the group consisting of (i) the isolated eDNA 

molecule of claim 12, (ii) the polypeptide encoded by the isolated eDNA molecule of 

claim 12, and (iii) a combination of the isolated eDNA molecule of claim 12 and the 

encoded polypeptide, and further comprising a pharmaceutically acceptable carrier or 

diluent. 

16. A method of inducing an immune response in a mammal against multi 

species tick infestation and their associated pathogens, comprising administering to the 

mammal the vaccine of claim 15. 

17. The polypeptide encoded by the isolated eDNA molecule of claim 12. 

18. 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 residues 80-575 of SEQ ID NO: 3. 

19. An expression vector comprising the isolated eDNA molecule of claim 18. 

20 An isolated cell transformed by the expression vector of claim 19. 
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21. A multi species anti-tick vaccine comprising an effective immunizing 

amount of an ixnmunogen selected from the group consisting of (i) the isolated cDNA 

molecule of claim 18, (ii) the polypeptide encoded by the isolated cDNA molecule of 

claim 18, and (iii) a combination of the isolated eDNA molecule of claim 18 and the 

encoded polypeptide, and further comprising a pharmaceutically acceptable carrier or 

diluent. 

22. A method of inducing an immune response in a mammal against multi 

species tick infestation and their associated pathogens, comprising administering to 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 residues 10-951 of SEQ ID NO: 5. 

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

26. An isolated cell transformed by the expression vector of claim 25. 

27. A multi species anti-tick vaccine comprising an effective immunizing 

amount of an iminunogen selected from the group consisting of (1) 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. 
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28. A method of inducing an immune response in a mammal against multi 

species tick infestation and their associated 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, saidmolecuie having a nucleotide sequence that is at least 95% homologous 

to SEQ ID NO: 26. 

31. An expression vector comprising the isolated cDNA molecule of claim 30. 

32. An isolated cell transformed by the expression vector of claim 31. 

33. A multi species anti-tick vaccine comprising an effective imrnuniing 

amount of an inimunogen 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 (iii) a combination of the isolated cDNA molecule of claim 30 and the 

encoded polypeptide, and further comprising a pharmaceutically acceptable carrier or 

diluent. 

34. A method of inducing an immune response in a 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 at least 95% homologous 

to SEQ ID NO: 28. 

37. An expression vector comprising the isolated cDNA molecule of claim 36. 
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38. An isolated cell transformed by the expression 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 (1) the isolated cDNA 

molecule of claim 36, (ii) 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. A method of inducing an immune response in a mammal against multi 

species tick infestation and their associated pathogens, comprising administering to the 

mammal the vaccine of claim 39. 

41. The polypeptide encoded by the isolated cDNA molecule of claim 36. 

42. An isolated eDNA 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. An expression vector comprising the isolated cDNA molecule of claim 42: 

44. An isolated cell transformed by the expression vector of claim 43. 

45. 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 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. 
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46. A method of inducing an immune response in a mammal against multi 

species tick infestation and their associated pathogens, comprising 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, said molecule having a nucleotide sequence that is at least 95% homologous 

to SEQ1DNO: 38. 

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

50. An isolated cell transformed by the expression vector of claim 49. 

51, 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 48, (ii) the polypeptide encoded by the isolated cDNA molecule of 

claim 48, and (iii) a combination of the isolated cDNA molecule of claim 48 and the 

encoded polypeptide, and further comprising a pharmaceutically acceptable carrier or 

diluent. 

52. A method of inducing an immune response in a 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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FuenteClP. STZ5 

SEQUENCE LISTING 

<110> De La Fuente, :Iose de Jesus 
Kocan, Katherine M. 
Garcia-Al mazan, con suel a 
BioUin, 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> Patentln version 3.2 

210> 1 
W-211> 349 

212> DNA 
<213> Ixodes scapularis 

<400> 1 
atggaaatat ctgtgaaacc aaggcccaca aaaaggaaaa gaaaggccat catcatcatg 60 

gcaagaatga gaacagcatt ccccaccaga agtgggaaca gcttctcaag gacttgaaca 120 

gttaatgatg tgttgtgcaa ttcgaatgtg gctgcaacct cgctagagaa catagtcgac 180 

cagctgtagt gctctagtat taaccaagaa gcagtattct gccgtcatat gtacaggcag 240 

atttgttacg gcattttcag ctttttttta tacaaaatgt agttcttgtt taaaaaaaac 300 

ctaaaataaa acaaagccac aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaa 349 

<210> 2 
<211> 38 
<212> PRT 
<213> Ixodes scapularis 

2 

Met Glu lie Set val Lys Pro Arg Pro Thr Lys Arg Lys Arg Lys Ala 

Ile lie lie Met Ala Arg Met Arg Thr Ala Phe Pro Thr At9 Ser Gly 
20 25 30 

Asn ser Phe Ser Arg Thr 
35 

<210> 3 
<211> 2693 
<212> DNA 
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FuenteCIP.STZS 

cccatctgac aaccgcctgt gtacataggc caacgcaagt cttcagcatg gcaccctctt 1560 

ctttttcctt ttttttttct cataagtaat tttgaaggag agaatatttt gatttctaag 1620 

actcccaaaa catcaagtgc tctggtggtc ggaattctac aagtgcgaaa gttcctttct 1680 

tttttttgtt tcgagatagg aatggcttca ggttgrgctg cctatgcttt ggccacactt 1740 

tggaacacct gcaacagcga attaactggt gtaggcctgt gacacttgca cagccgtgtt 1800 

tttttttttt ttttttgtag. ttttgcagta ataaaaactt gttatqgaaa gagtgcatta 1860 

.tgctatggca ttgtctgctg ctatgcttat tggaatgcat gcctgatgtg tgttgtgctt 1920 

gaggataqtg aagtggtatt gcagggttgg aaaggagctt anaatgcctt ctggcttttg 1980 

cataaqcgtg gctttgggtg tcgtctgagc ttgtcaatca cagtgcaaca tgcactttgt 2040 

ccaattggtt tattggggac tgcttttggg tgcagaqttt gactaatttt tagtaatgct 2100 

tcaaatgcaa cgcttctgtg ttgatcgcag ttcatcaact cqtcgatcat tatgcatqtg 2160 

�aaaaactgct cacgtaaact gtatgttgat atcacagttg cactgaggaa gcctggctta 2220 

agatggtgtg tgcaagtgct tggcacactg cgtattttcc agcataaagc tggtagtgta 2280 

caggtgctgc tgttagtaqc aaactttctg ccattgctgc cacaattcat gcatgaatga 2340 

gtgttgggga 
gtatgttagt 

ttatcttttc aaaactgatt tgaagtacca gtgtcctata 2400 

tttttqccat tgcattaata .tggatcctgc attgtttacg gaaaaaaqtg ataacattaa 2460 

ttatgaaaga tattaagcga gtttattgac ttttccagga gaatttagac caggaggcac 2520 

tacatagcct gtgg:tctgct ttgttatgtt gacttggttt ttgtggaaat tagttctaaa 2580 

agtttacaat ctttttggca tgacttgttt gcattgccat tgtaatttgg ccattattag 2640 

aataaaggca ctctctcagt acctaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaa 2693 

<210> 4 
<211> 184 
<212> PRT 
<213> ixodes scapularis 

<400> 4 

Met Ala cys Ala Thr LeU Lys Arg Thr uis Asp Trp Asp Pro LAU His 
10 

Ser Pro Mn Gly Arg Ser Pro Lys Arg Arg Arg Cys Met Pro Leu ser 
20 2S 30 

Val Thr Glfl Ala Ala Thr Pro Pro Thr Arg Ala His Gin tie Mn Pro 
35 40 45 

Ser Pro Phe Gly Glu val Pro Pro Lys Leu Thr Ser Glu Glu lie Ala 
50 55 60 
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FuenteClP. 5T25 

Ala Asfl lie Arg Glu Glu Met Arg Arg Leu Gin Arg Arg Lys Gin Leu 
65 70 75 80 

cys Phe Ser Ser Pro Leu Glu ser Gly Ser Pro Ser Ala Thr Pro Pro 
85 90 95 

Ala Ala ASP Cys Gly Pro Ala Ser Pro Thr Gly Leu Ser Pro Gly Gly 
100 105 110 

Leu Leu ser Pro Val Arg A9 Asp Gin Pro Leu Phe Thr Phe Arg Gin 
115 120 125. 

Val Gly Leu lie Cys G1U Arq Met Mt Lys Glu Arq Glu Ser Gin lie 
130 135 140 

Arg Asp Glu Tyr Asp His Val Leu 5cr Ala Lys LeU Ala Glu Gin Tyr 
�145 150 155 160 

Asp Thr Phe Val Lys Phe Thr Tyr Asp Gin lie Gin Lys Arg Phe Glu 
165 170 175 

Gly Ala Thr Pro Ser Tyr Leu Ser 
180 

<210> 5 
<211> 1821 
<212> DNA 
<213> ixodes scapularis 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1487). . (1487) 
<223> n is a, C, g, or t 

.<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1595).-(1595) 
<223> n is a, C, g, or t 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1606). .(1606) 
<223> n is a, c, g, or t 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1623). . (1623) 
<223> n is a, c, g, or t 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1762). . (1762) 
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FuenteCxP ST25 

gcaagcagat gccaatgctt ctgttcattg agtggcaaaa ggcattgctc tttgtcacat 1740 

tgcatgcatt tatgacagcc cnccttaata aactataatg cagctaatnt gaaaaaaaaa 1800 

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa a 

<210> 6 
<211> 316 
<212> PRT 
<213> Ixodes scapularis 

<400> 6 

Met Ala Ser cys Gly Ala Ser Ala Thr Gly Pro Leu Val Leu Arg Val 
1 5 10 15 

Ile Ser Asn Thr val Lys lie Val Asn Ser Ala Gly LYS lie lie Lys 
20 25 30 

Asp lie Met ASn Ser Gly Asn ieu Gly lie val Glu Lys Glu Gly lie 
35 40 45 

Asn Asp Leu Gin Thr Glu Ala Asp Arg Ser val Gin Arg Cys tie val 
50 55 60 

Thr Ser Leu Ser Arg Gin Phe Pro Lys Leu Thr lie lie Gly Glu Glu 
65 70 75 80 

Thr Leu Glu Glu Lys LYS tie Ser Asp Asp Trp tie tie Thr Glu His 
85 90 95 

Asp Lys Asp val Leu Ala Thr ser Leu Pro Asp Asn Leu Lys Asn tie 
100 105 110 

Lys Glu Glu Asp Leu val Val Trp Val Asp Pro LU Asp Gly Thr Lys 
. 115 120 125 

Glu Tyr Thr Gin Gly Phe LU Asp His Val Thr tie Leu Val Gly lie 
130 135 140 

Ala Val Asp Gly Lys Ala’Val Gly Gly Val tie His Gin Pro Tyr Tyr 
145 150 155 160 

Asn Tyr Gin val Glu Lys Asp Val Tyr Ls Gin Gly Arg Thr Met Trp 
165 170 175 

Gly lie Val Gly val Giy Ala Phe diV tie ser Arg tie Ala Pro Pro 
180 185 190 
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e1 
FuenteClP. STZS 

Glu Asn Lys Arg lie lie Thr Thr Thr Arg �Ser  His Ser Ser Pro Thr 
195 200 205 

Ile Asn Ser cys lie Glu Ala Met Asn Pro Asp Glu Val Leu Arg Val 
210 215 220 

Gly Gly Ala Gly His Lys val Leu Leu Leu lie 
235 

Glu Gly Lys Ala His 
240 225 230 

Ala Tyr Val Phe Pro ser L5 Gly Cys Lys Lys 
2O 

Trp Asp Thr cys Ala 
25 245 

Pro Glu Ala lie Leu His Ala Thr Gly Gly Leu Leu Thr Asp Val His 
260 265 270 

Gly Asn Arq Leu Glu His Lys Asp Val Glu His val ASfl Ala Gly 
275 280 285 

Leu Glu His Glu Trp Phe Lys Asn Gly Val Leu Ala Thr Cys Lys Gin 
290 295 300 

His tie Pro Glu Asp Val Arg Lys Thr Leu Pro Leu 
305 310 315 

<210> 7 
<211> 697 
<212> DNA 
<213> ixodes scapularis 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (573) (573) 
<223> n is a, c, g, or t 

<400> 7 
gacctcaagg aaggcatctg cccgcaggcc ttctggctca acaaggagca gtgttgctgg 60 

gcctccaacg ataccttctt taagggggac gactgcaagc agtggtatcg gtggcccgag 120 

atgttcgaca gcggcatgga caaggacggg gcaggctttt acctgctctc ctacctgctg 180 

tacgtcatgt ggagtgtgct cttcgccacc ctggccgtca tgctcgttcg caccttcgcg 240 

ccctatgcct gtggatctgg aatcccggag atcaagacga ttctgagcgg cttcatcatc 300 

cgcggctacc tgggcaagtg gacgctgacc atcaaatcag tgtgtctggt gctggccgtc 360 

ggggcgggcc tcagcctggg caaagagggg cccctggtgc acgtggcctg ctgcatcggg 420 

aacatcttct cctacctctt ccccaagtac ggcaagaatg aggccaagaa qagggagatc 480 

ctgtcggctg ccgccgccgc gggagtttct gtggcctttg gggctcccat cggcggtgtt 540 

ctcttcagcc tcgaagaggt gagctactac ttncccttga agacgctgtg gcgttccttc 600 
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FuenteClP. ST2S 

ttctgcgccc tggtggcagc ctcggtgctg cgctccatca acccctttgg caacqaccac 660 

ctggtgatgt tctacgtcga gtacgacttt ccctggc 

<210> 8 
<211> 232 
<212> PRT 
<213> Ixodes scapularis 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (191). . (191) 
<223> xaa can be any naturally occurring amino acid 

<400> 8 

Asp t..eu Lys Glu Gly lie Cys Pro Gin Ala Phe Trp Leu Asn Lys Glu 
1 5 10 15 

�Gin  cys Cys Trp Ala Ser Asn Asp Thr Phe Phe LyS Gly ASP Asp Cys 
20 25 30 

LS Gin Trp Tyr Arg Trp Pro Glu Met Phe Asp Ser Gly Mt Asp Lys 
35 40 45 

Asp Gly Ala Gly Phe Tyr Leu Leu ser Tyr L.eu Leu Tyr Val Met Trp 
so 55 60 

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 lie Pro Glu Lie Lys Thr lie Leu Ser 
85 90 95 

Gly Phe Lie lie Arg Gly Tyr Leu Gly Lys Trp Thr Leu Thr Lie Lys 
100 105 110 

Ser val Cys Leu val Leu Ala Val Gly Ala Gly Leu Ser Leu Gly Lys 
115 120 125 

Glu Gly Pro Lea Val His val Ala Cys Cys tie Gly Asfl lie Phe Ser 
130 135 140 

Tyr Leu Phe Pro L$ Tyr Gly Lys Asn Glu Ala Lys Lys Arg Glu lie 
145 150 155 160 

Leu Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly Val Ser Val Ala Phe Gly Ala Pro 
165 170 175 
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FuenteClP. 5T25 

agcctcgagt gctacaagac gaacatgctg cagatgtgcg tctgagcggg cagctaggct 1140 

tccgggctat agctgctcct tgtgtatatg tatataaagt cgagaatgCt gaaaaaaaaa 1200 

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa a 

<210> 10 
<211> 275 
<212> PItT 
<213> ixodes scapularis 

<400> 10 

Met Met Pro LyS Lys LyS Glu Ser Val Ala ser Ser Lys Glu Asp Ala 
5 10 15 

Pro lie Asp Val lie Gly Leu Pro Ser His Lys Arg His Lys Lys His 
20 25 30 

�Lys His Lys LyS His Lys Arg Lys Arg Gly Thr Asp Gin Asp Glu Asp 
35 40 45 

Gin Ser Pro Ala Ala Ser Pro Gin Ser Gly Gly Glu Gly Ser Ser Ser 
50 55 60 

Lys Pro Ala LU Lys Leu Lys lie i.ys lie Gly Gly Gin Thr val Glu 
65 70 75 80 

Lys Asn Val Thr Lys Leu LyS Gin Gin Arg Pro Pro Pro Pro Asp Pro 
85 90 95 

5cr Glu Ala Asp LU Ala Glu Leu Leu Met Lys Pro Asn 5cr Gly Asp 
100 105 110 

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 
130 135 140 

Asp Pro Thr Leu Met Thr Ala Arg Gln Arg Ala Leu Leu Glu Ser Lys 
145 150 155 160 

Ser Gin Lys ASP Glu Val Pro Ala Thr Gly Met Ala Gly Val Arg Gly 
165 170 175 

Ala Arg Gin Arg Asp Val Arg Gly Asp ASP Ser Ala Ala Asp Ala Ala 
180 185 190 
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FuenteClP.ST25 
Gly Gin LyS Ala Glu Ala Ala Gly Arg Arg Glu Glu Arg Glu Gly Glu 

195 200 205 

Glu Ala ASP ASP Arg Ala Ser Ala Gin Glu Valrg LeU Glu Ala Glu 
210 215 220 

Gly Gin Gin Glu Val Gly Gin Glu Glu Arg Tyr ser Gin Gly val Ala 
225 230 235 240 

My Gin Hi S Ala Gi V Arg His Al a Ala LeU val Ser Arg Arg Arq cys 
245 250 255 

Val Pro Ala Val Gly Ser Arg Gly Pro Gly Wi Pro Arg Glu Asp ASP 
280 265 270 

Val A9 His 27$ 
IOC210> U <211> 1942 <212> <213> DNA 

Xxodes scapularis 

<400> U 
cgatgcaggc gatgacgggc tttgcggtgc agttcaacaa aaacagtttc gggctgactc 

cagctcagcc gctgcagttg cagattcccc tgcagcccaa cttcccagct gatgcgagct 

tgcagctggg aaccaacggt cccgtgcaga agatggacec cctcaccaac cttcaggtgg 

ccatcaagaa caatgtggac gtgttctact tcagctgcct ggtgcccatg cacgtgctga 

gcacggagga cggcctgatg gacaagcggg tgttcctggc cacctggaaa gacatccccg 

cccaaaacga ggtccagtac accctcgaca acgtcaacct cactgcagac caagtttccc 

agaagctgca gaacaacaac attttcacga tagccaagag gaacgtggac ggccaggaca 

tgctgtacca gtccctgaag ctcaccaacg gcatttgggt gttggcggag ctcaagatac 

agcccgqc*a tccaaggatc acgttgtctt tgaagacaag agcacctgaa gtggcagcag 

gtgtacaaca aacttacgaa ctcattctac acagctgagg ctgctgtgaa tgaaactctt 

ctcccacccc cttcttttga tggcagtcaa tgtcrcgttt cattttcttg ttttcttttg 

cggcgtgcta cggaacaagg tcctacattc ccaagttata tggtgttgtc gcgtaggggg 

cagagtgccg ctgagcccgc gacagccttg tttctgaqga gagccgaacg caccacttcg 

aaaaagaaaa agtgaaaacg gaaaaatgaa aaattttcca gttgcttcaa attaacattc 

ctcgtagtca gtctgtggcc gttgagtttg gtgtaaagaa gaaaaaggtg tctcttttag 

tgaaaatggt tgctttttat tggtatcccc tatcacaccg agcacgaaca taagaaatcc 

tgacaaggat tctcctttag ttgtattatg gtgqctggag cacacgaggc acctgttgcc 
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FuenteCIPST25 

aattcgaccc agaaatgcc caattctcaa gatttgagtt cattgaqgtt gttttgctcc 1080 

tcccccccca ccccccaact ttgtcgttgg attgtctaac agtgtaaatg ggcgacgact 1140 

cgttattctt tttttcttca ttctttcttt ttgttgtcac gcgccccggg ggacgcgaca 1200 

caacttatgt gcataattga ttttcacagg ctgcgacgca gtctgtaaaa gaaggggaag 1260 

tgaaactctg ctccgccgct gctagtgtca tcacgggacg accatcgcgt tttctctgac 1320 

tatttaaaca aaactgcata gcttaggggq cagtctgtgc aaagtggaac aaccaaactg 1380 

agccctgccc tttcggtgtg tgtacaagca tctctgtgta acatgaacta ctttacatga 1440 

actacattgc atgaacggga gaagtttagt tgtttttttg tttttttttt caggtgacta 1500 

tgtcaacaga ttagaaccat tttttggaac ggctggaaag ataaccgctc attttgtttc 1560 

tactaaaaga ctacgaaaag tgttgacttt ttgatcggt ttggcaacgt ttgtttggca 1620 

tgcatgtagt tgagcgtaat ggtatcaccc ctcgtaaaca ataacagtgc aatggagcag 1680 

�tactgtagtg tccattaaag agcgagagtt tggttaaagg ttgttaattg àggtccqtgt 1740 

tatcctttga gtaggagagc ggcacttttt gcaaatagcg ctgctggggg cgtcatatct 1800 

gccctccaaa acatgcacat tttaagttg aattgttgcg gcggcttgta caagtatgtg 1860 

tgttatgtgt agaaaaagaa ctcttaatta aaatatttgt ggccaaaacg tcaaaaaaaa 1920 

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aa 1942 

<210> 12 
<211> 191 
<212> PRT 
<213> rxodes scapularis 

<400> 12 

Met Gin Ala Met Thr Gly Phe Ala Val On Phe ASfl LYS Ash ser Phe 
1 5 10 15 

Gly Lou Thr Pro Ala Gin Pro LOU Gin LOU Gin Ile Pro LOU Gin Pro 
20 25 30 

Asn Phe Pro Ala Asp Ala Ser Lou Gin Lou Gly Thr ASn Gly Pro val 
35 40 45 

Gin Lys Met Asp Pro Lou Thr Asn Lou Gin val Ala tie Lys ASfl Asn 
50 55 60 

val ASP Val Phe Tyr Phe Ser cys LOU val Pro Mt His Val Lou Ser 
65 70 75 80 

Thr Glu Asp Gly Lou Met Asp Lys Arg val Phe LOU Ala Thr Trp Lys 
85 90 95 

Page 12 

Copy provided by USPTO from theTPW Image Database on 12/29/2005 



FuenteClP. ST25 

Asp lie Pro Ala Gin Asn Glu Val Gin Tyr Thr LeU Asp Asn Val Asn 
100 105 110 

Leu Thr Ala Asp Gin Val Ser Gin LyS Leu Gin ASfl ASfl ASfl lie Phe 
135 120 125 

Thr tie Ala Lys Arg Asfl Val Asp Gly Gin Asp Met Leu Tyr Gin ser 
130 135 140 

Leu LyS Leu Thr Asn Gly tie Trp Val LeU Ala Glu Leu Lys lie Gin 
145 150 155 160 

Pro Gly Asn Pro Arg lie Thr Leu Ser Leu Lys Thr Arg Ala Pro Glu 
165 170 175 

val Ala Ala Gly Val Gin Gin Thr Tyr Giu Leu lie Leu His Ser 
180 185 190 

<210> 13 
<211> 1428 
<212> DNA 
<213> ixodes scapularis 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (701). . (701) 
<223> n is a, c, g, or t 

<400> 13 
cgcgccgtgc agaagctgcg tcgggaggtt gagaaggcaa agaggaccct gtccactgct 60 

caccaggcca ggatcgagat tgaatcgttc trcgagggag aggacttcag tgagaccctg 120 

actcgtgcta agtttgagga gctgaacatg gaccttttcc gttccaccat gaagcctgtt 180 

cagaaggtac tcgaggatgg tgacctcaag aagactgatg tggacgagat tgtgcttgtc 240 

ggaggttcca ccaggatccc caaggttcaa cagctggtca aggagttctt caatggcaag 300 

gaacccaccc gtggcatcaa ccccgacgaa gcagtcgcct acggtgccgc cgtgcaggct 360 

ggagtcctcg gcggagagga agacactggg gacctcgtgc tgttggacgt gaaccctctg 420 

accctcggca tcgagacagt gggaggcgtc atgacgaaac tgatcccccg taacacagtc 480 

atccccacga agaagtctca gatcttctcc acggcctcgg acgagcagag cactgtcacc 540 

atccaggtct ttgaggggga gcgtcccctg acaaaggaca accaccagct gggcaagttc 600 

gacctgactg gcatcccacc tgctcctcga ggtgtgcccc aaatcgaggt gaccttcgag 660 

attgacgtca acggtatcct gcgggtcagt gcagaggaca ngggtacagg caacaagcag 720 

aagatcacca tcaacaatga ccagaacagg ctgacgcctg aggacatcga gaggatggta 780 
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FuenteCiP ST2S 

aaggacgccg aaaagtttgc cgacgaggac aagaaggtca aggagaaggt, ggaggcccgc 840 

aacgaactgg agtcttatgc ctactccctc aagaaccaga ttggagacaa ggagaagatg 900 

ggaggcaagc tctccgacga ggacaagaag actattgagc aagctgtgga cgagaaaatc 960 

aaatggctgg agcagcacag tgacgctgat gcggaagaac tcaaggaaca gaagaaacag 1020 

ctggctgata ctgtgcagcc gattgtagcc aagctgtacc ctgcaggagg caccccaccg 1080 

ccgaCggaca aagatgactc tacaaaggac gagttgtaaa aacaaggcca gatctcttgg 1140 

gtacagcgaa aggcatgggg cagcagcatt atcacaagtc atctgttacg atcatgagct 1200 

catcatttca ccacctctac agtgctgctg ctgcctgcct tttggctggt tgagtgttct 1260 

tggacctatt taccatgatc attctctgta caaaaacaat tctttctgtg tttttttttt 1320 

tttcgttgta gtaacttaag ttatacagat gtcttctact gggtgggctt tctccatgag 1380 

tgggaggggg ctgggtgtca aataaaagtg tttctattaa aaaaaaaa 1428 

<210> 14 
<211> 372 
<212> PRT 
<213> xxodes scapularis 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (234)..(234) 
<223> xaa can be any naturally occurring amino add 

<400> 14 

Arg Ala val Gin 14$ LCU Arg Arg Glu val Glu 145 Ala 145 Arg Thr 
1 5 10 is 

Leu Ser Thr Ala His Gin Ala Arg lie Glu lie Glu Ser Phe Phe Glu 
20 25 30 

Gly Glu Asp Phe Ser Glu Thr Leu Thr A9 Ala Lys Phe Glu Glu Leu 
35 40 45 

Asn Met ASP Leu Phe Arg Ser Thr Met Lys Pro val Gin LYS Val Leu 
50 55 60 

Glu Asp Gly Asp LeU 14$ 14$ Thr Asp Val ASP Glu Ile val Leu Val 
65 70 75 80 

Gly Gly Ser Thr Ar!9 lie Pro LyS val Gin Gin t.eu val LyS Glu Phe 
85 90 95 

Phe A$fl Gly Lys Glu Pro Thr Arg Gly lie ASfl Pro Asp Glu Ala Val 
100 105 110 
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FuenteCtP. ST2 5 

Ala Tyr Gly Ala Ala Val Gin Ala Gly val Leu Gly Gly Glu Glu Asp 
115 120 125 

Thr Gly Asp Leu Val Leu Leu Asp Val Asn Pro Leu Thr Leu Gly tie 
130 135 140 

Glu Thr val Gly Gly Val Met Thr LYS Leu lie Pro Arg Asn Thr Val 
145 150 155 160 

Ile Pro Thr Lys LYS Ser Gin tie Phe Ser Thr Ala Ser Asp Glu Gin 
165 170 175 

Ser Thr val Thr tie Gin Val Phe Glu Gly Glu Arg Pro Leu Thr Lys 
180 185 190 

Asp ASU Hi sGin Leu Gly y Lys Phe Asp Leu Thr Gly tie Pro Pro Ala 
195 200 205 

Pro AO Gly Val Pro Gin lie Giu Val Thr Phe Glu tie Asp val Asn 
210 215 220 

Gly tie Leu Arg Val Ser Ala G1U Asp xaa Gly Thr Gly Asn Lys Gin 
225 230 235 240 

Lys tie Thr lie ASfl ASfl Asp Gin Asn Arg Leu Thr Pro Glu Asp lie 
245 250 255 

Glu Arg Met Val Lys Asp Ala Glu Lys Phe Ala Asp Glu Asp Lys Lys 
260 265 270 

val Lys Glu LYS val Glu Ala Arg ASfl Glu Leu Giu Ser Tyr Ala Tyr 
275 280 285 

Ser Leu LYS Asn Gin tie Gly Asp LYS Glu Lys Met Gly Gly Lys Leu 
290 295 300 

Ser Asp Gi U ASP Lys Lys Thr lie Glu Gin Ala Val Asp Glu LYS lie 
305 310 315 320 

Lys Trp Leu Glu Gin His Ser Asp Ala Asp Ala Glu Giu Leu LyS Glu 
325 330 335 

Gin LYS Lys Gin Leu Ala ASP Thr Val Gin Pro tie Val Ala LYS Leu 
340 345 350 

Tyr Pro Ala Gly Gly Thr Pro Pro Pł Thr ASP LYS Asp Asp Ser Thr 
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FuenteClP ST25 
agggcctcac ggccgagcag ctgcaagtgc tccaccàggt gcgggacagc gtggccagca 

tgcaccggga cgtctccaac aaccagccgC agaggactgg ctgcgcgaca tcctgtctca 

gcactaccca cttcttgctg tttgcaacgt tgcagttggc tgtcacgctg ggctacttgg 

tgtacaggag cagcaaagag gcggcggcca agaagttcta ctgagtgcag atctcgagcc 

ttgccttgcc ctcccctccc atggagtgga ccttaacccc acagactgcc agaaaccagt 

gttgccagag gagcccccct cccttcttat tgggtggggt gccacagcca tcacccattc 

ttcgagacaa qgccactgtt tggggggagg ggcaagagat tcatccgggg tgcgcaacaa 

aacatggccg tacagaggga ggggtgctcc agaaCtgg9t cccagccaca tcgttgcgtg 

gqagcgcctt tctncctcac tctaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaa 

<210> 16 
<211> 497 
<212> PRT 
<213> xxodes scapularis 

<400> 16 

Mat Ala Ala Ala Val Met Mn cys LeU Arg Thr Ala Leu Leu Gly Ala 
1 S 10 15 

Leu val Val Gin Leu Tyr Ala 11w Gin tie Gly His Arg Lys Phe Glu 
20 25 30 

Tyr Lys T Ser Phe Lys Gly Pro Tyr Leu Ala On LyS Asp Gly Ser 
40 4  

Val Pro Phe Trp Glu Tyr Gly Gly Mn cys tie Ala Ser Glu Glu 
Metso 

55 60
 

val Arg tie Thr Pro Ser LeU Lys Ser LYS Lys Gly Ser tie Trp ser 
65 70 75 80 

LYS ieu Pro Thr Ser Phe Pro Trp Trp Glu val Glu Leu Val Phe Arg 
85 90 95 

Thr Thr Gly Thr Gly Arg tie Gly Ala Asp Gly Leu Ala Phe Trp Tyr 
100 105 110 

Thr Asp Lys LyS Gln Ala Glu GI  Pro Val Phe Gly Ser Ser Asp Lys 
115 120 125 

Trp Thr Gly Leu Ala tie Phe Phe Asp Ser Phe Asp Mn Asp Asfl Lys 
130 135 140 

HIS ASfl ASn Pro Tyr tie Met Gly Met Val ASfl Asp Gly Thr Lys Ala 
Page 17 

1380 

1440 

1500 

1560 

1620 

1680 

1740 

1800 

1847 

Copy privided by USPTO from the IN Image Database in i2/2ł/2O5  



FuenteClP. $T25 
:1.45 150 155 160 

Tyr Asp His G1U Ser Asp Gly Ala Asn Gin Gin Leu Ala Gly Cys Gin 
165 170 175 

Arg Asp Phe Arg Asn Lys Pro Tyr Pro Val Arg Ala LyS lie Glu Tyr 
185 190 

Phe ASn Asn lie Leu Thr Val LeU Phe His Asn Gly Asn Thr Asn ASfl 
195 200 205 

Asp Gly Asp Tyr Glu Met cys Phe Arg Ala Glu Asfl Val Phe Leu Pro 
210 215 220 

Thr Asn Gly His Phe Gly val Ser Ala Ala Thr Gly Gly Leu Ala AS 
225 230 235 249 

Asp 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 Asp ser Glu Lys Glu Lys 
260 265 270 

Phe Ser Ls Glu Tyr Glu val Tyr Lys Asp Lys LeU Glu LYS Gin Lys 
20 285 

Gi U Gi U Tyr Arg Lys Thr His Pro Mu Mu Ala Ala Lys Gin Ala met 
290 295 300 

6Th His Gly Pro Glu Gin Ala Tyr Asp Thr Gin Gin Gin Arg Glu Leu 
305 310 315 320 

Arg Gin lie Phe Glu Gly Gin ser His Lys Leu Phe Glu Gly Leu Lys 
325 330 335 

�  Ala Leu His AQ Lys Leu Asp Glu Val Leu Gly Arg Gin Gi U Arg Thr 
340 345 350 

Leu Ser Leu Val Ser Ala Gly Gly Ala Gly Val Ala Val Gly Gly Val 
355 360 365 

Pro Pro PO Gin Met Gly Gly Val Pro Ser Leu Gin Arg His Glu Ala 
370 315 380 

Glu Ser LeU Leu Ser Ser Gin Arg Glu Leu Leu Gin Thr Val Ala Gin 
385 390 395 400 
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FuenteClP. ST25 
Val LyS Ser Phe val Ala Glu Val His Gin Arg Thr Ala Thr Leu Gin 

405 410 415 

His Gin Gly Ala Gly Gly Thr Gin Gly Leu Thr Ala Glu Gin Leu Gin 
420 42S 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 Arq Thr Gly Cys Ala Thr ser Cys Leu Ser 
450 455 460 

Thr Thr His Phe Leu Leu Phe Ala Thr Leu Gin Leu Ala Val Thr Leu 
465 470 475 480 

Gly Tyr Leu Val Tyr Arg ser Ser Lys Glu Ala Ala Ala Lys Lys Phe 
485 490 495 

�Tyr  

<210> 17 
<211> 2475 
<212> DNA 
<213> Ixodes scapularis 

<220> 
4221> misc_feature 
<222> (1342). . (1342) 
<223> n is a, c g, or t 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1388) . . (1388) 
<223> n is a C, g, or t 

<400> 17 
catcactagt agcgagacac gtgcgtaaaa atggggccca aaacgctgtc taagcagccc 60 

. 

gctaaagctt cttcatccac ttccaagcgc accgccggcc ccacaataag caagcagacg 120 

gaggacagcg atgacgaagg gtcaagcagc gcctactccg acttggagga ctccgaagga 180 

gccgacagca gcgactcgaa cgatttgtcg gacacggagg cgtcggagga tgactacgat 240 

gactcccaag acgaagaaaa cacgaagatt actttgactg gggtggaggg gaaggacctt 300 

gagttgaggg ggaaggacca ggaggcaccg gtggagtctg gcaaaaggtc ggcatggcac 360 

cggcagcaag aggacgccaa ggaggacaga cgaacgcaag tggtggaaga tgaatatgcc 420 

tttgactctt ccgacgaaga ggacgttcgc aacacggttg gcaacattcc tctggagtgg 480 

tacgagcact atccgcacat cggttatgat ctggaaggca agccaatcct gaagccgcct 540 
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FuenteCIP ST2S 

aaaaaaaaaa aaaaa 

<210> 18 
<21.> 754 
<212> PRT 
<213> Ixodes scapularis 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (438) . (438) 
<223> xaa can be any naturally occurring amino acid 

<220> 
<221> miscjeature 
<222> (453)..(453) 
<223> xaa can be any naturally occurring amino acid 

<400> 18 

Met 
Gly Pro Lys Thr Leu Ser LYS Gin Pro Ala Lys Ala Ser Ser Ser 

9i 5 10 15 

Thr Ser Lys Arg Thr Ala Gly Pro Thr tie 5cr LYS Gin Thr Glu Asp 
20 25 30 

Ser Asp Asp Glu Gly Ser Ser Ser Ala Tyr Ser ASP Leu Glu Asp Ser 
35 40 45 

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

Ser Glu Asp Asp Tyr Asp Asp Ser Gin ASP Glu Glu Asn Thr Lys lie 
65 70 75 80 

Thr Leu Thr Gly Val Glu Gly LyS Asp LeU Giu Leu Arg Gly Lys AS 
85 90 95 

c.iln Glu Ala Pro Val Glu Ser Gly Lys Arg Ser Ala Trp His Arg Gin 
100 105 110 

Gin Glu Asp Ala LyS Glu Asp A9Arg Thr Gin Val val Glu Asp Glu 
115 120 125 

Tyr Ala Phe Asp 5cr Ser Asp Glu Glu Asp val Arg Asn Thr Val Gly 
130 135 140 

Asn lie Pro Leu Glu Trp Tyr Glu His Tyr Pro His lie Gly Tyr Asp 
145 150 1.55 160 

Leu Glu Gly Lys Pro lie Leu Lys PO Pro Arg Val ser Asp Leu Asp 
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FuenteclP. ST25 
165 170 175 

Asp Phe Leu Arg LyS Met Asp Asp P0 ASn Tyr Trp Arg Thr Val LYS 
180 185 190 

Asp Lys Ser Thr Gly Gin Asp Val Val Leu Thr Asp Glu Asp Val Asp 
195 200 205 

Leu lie Gin Arg Leu Gin Lys Gly Gin Phe Pro Ser Ser Thr Thr Asp 
210 215 220 

Pro Tyr Glu Pro Phe Glu Asp lie Phe 5cr His Glu Thr Met lie His 
225 230 235 240 

Pro Val Thr Arg HiS Pro Pro Gin Lys Arg Ser Phe Val Pro 5cr Arg 
245 250 255 

Ile Gi U LyS Ala Met Val Ser Lys Met Val His Ala lie Lys Met Gly 
260 265 270 

Trp lie LYS Pro Arg Val Lys LS His Asp Pro Glu Arg Phe Ser Leu 
275 280 285 

Leu Trp Asp LS Asp ASP Ser Thr Ala Gly Ser ASfl Glu Arg Met Gin 
290 295 300 

Ar His lie PO Ala Pro LYS Met Lys Leu Pro Gly His Glu Glu Ser 
305 310 315 320 

Tyr Asn Pro Pro Ala Glu Tyr Leu Phe Thr Glu Glu Giu Glu Ala Lys 
325 330 335 

Trp Arg Glu Gin Glu Pro Glu Glu ArO Arg lie ASfl Phe Leu Pro Ala 
. 340 345 350 

Lys Tyr Pro CyS Leu Arg Ala Val Pro Ala Tyr Glu Arg Phe lie Glu 
355 360 365 

Glu Arg Phe Glu Arg Cys Leu Asp Leu Tyr Leu cys Pro Arg Gin Arg 
370 375 380 

Lys Met Arg Val ASn Val Asp Ala Glu Asp Leu lie Pro Gin Leu Pro 
385 390 395 400 

LyS Pro Lys Asp LU Gin PO Phe Pro ser lie Gin 5cr lie Val Tyr 
405 410 415 
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FuenteClP. 5T25 
Glu Gly His Thr Asp Cys Val Leu cys Leu ser Leu Glu Pro Ala Gly 

420 425 430 

Gin Phe Phe Ala Ser Xaa Ser Glu Asp Gly Thr valrg lie Trp Glu 
435 440 445 

t.eu Leu Thr Gly Xaa Cys Leu Lys Lys Phe Gin Phe Glu Ala Pro vaT 
450 455 460 

LyS Ser Val Ala Trp Cys Pro Val Val Val Pro Met Lys Leu cys Val 
465 470 475 480 

Asp L5 Thr Val Ser Met Leu Asp Ala Gly Val Thr Asp LS Leu Leu 
485 490 495 

Pro Phe Thr Thr Gly His Arg Val Val Cys Pro Pro Arg Arg Val LeU 
500 505 510 

*Gly Pro Gl Gly Gly Ser Gly Val Gly Ala Asp Val Gly Leu Leu Ser 
S20 525 

Arg Val Pro Leu Pro Gly Gly Ala Ser Ala Gly Arg Ser Pro Pro Arg 
530 535 540 

Cys Gi y Ala Gly Asp Val Ala Leu Gi U Gly Arg Leu Leu Cys His CYS 
545 550 555 560 

His Gly Arg Gly Thr Gly His Arg Ala Cys Pro Ser Val vaT HiS Ala 
565 570 575 

Ala Val Arg Arg Leu Pro Phe Ser Lys Ala Lys Gly Gly Val Ser Arg 
580 585 590 

Val Leu Phe His Pro LeU Arg Pro Phe Leu Leu Val Ala Cys Gin Arg 
595 600 605 

Thr Val Arg val Tyr His Leu Leu Lys Gin Gi U LeU Ala Lys Arg Leu 
610 615 620 

Thr Ser Asn Cys Lys Trp lie Ser Cys Met Gly Arg Pro Pro Pro Gly 
625 630 635 640 

ASP AS" Leu Leu lie Gly Thr Tyr Glu Lys Arg Leu Met Trp Phe Asp 
645 650 655 

Leu Asp LeU Ser Thr LyS Pro Tyr Gin Gin LeU Arg lie His Asn Ala 
660 665 670 
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FuenteCIP . ST25 

Ala lie Arg Ser Val Ala Phe His Pro Arg Tyr Pro Leu Phe Ala Ser 
675 680 685 

Ala Gly Asp ASP Arg Ser Val lie Val ser His Gly Met Val Tyr Asn 
690 695 700 

Asp Leu Leu Gin ASrI Pro Leu lie val Pro Leu Arg Arg Leu Lys ASfl 
705 710 715 720 

His Ala lie Ser L  Gly Met Gly Val LeU Asp Cys Ala Phe His Pro 
725 730 735 

His Gin Pro Trp tie vai Thr Ala Gly Ala Asp Ser Thr Leu Arg Leu 
740 745 750 

Phe Thr 

<210> 19 
<211> 447 
<212> DNA 
<213> Ixodes scapularis 

<400> 19 
caaagatgct gctgttctgc ccgacgtgcg ccaacatcct cattgtggaa caaggcttgg 60 

agtgcttccg tttcgcctgc aacacatgcc cctacgtgca caacatcaag gcgaagatgt 120 

cgaatcggaa gtacccgcgg ctcaaggacg tggacgacgt gctcggcggt gcagccgcct 180 

gggagaatgt tgactcgacc gaagagaagt gccccaagtg tggccatgag cgggcctatt 240 

ttatgcagat ccagactagg tcggccgacg agcccatgac caccttctac aagtgctgca 300 

accagctctg tggccaccag tggagggact gacagatggc ggctttgacg aactcatgcc 360 

cgtgcaaaat gcgtcggggg gagagagttt tggaataaaa catgcgcctt actttcataa 420 

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaa 

<210> 20 
<211> 108 
<212> PRT 
<213> Ixodes scapularis 

<400> 20 

Met Leu Leu Phe Cys Pro Thr Cys Ala Asn lie Leu lie val Glu Gin 
1 5 10 15 

Gly Leu Glu cys Phe Arg Phe Ala Cys Asn Thr Cys Pro Tyr Val His 
20 25 30 
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., --

FuentectP.ST2S 
ASn tie LyS Ala Lys Met See ASfl Arg Lys Tyr Pro Arg LOU Lys Asp 

35 40 45 

val Asp ASP Val eu Gly Gly Ala Ala Ala Glu A$fl val Asp Ser55 60 

The Glu Glu Lys cys Pro LS cys Gly His Glu A9 Ala Tyr Phe Met 
6S 70 75 so 

Gin tie Gin Thr Arg see Ala Asp Glu Pro Mt The 11w Phe Tyr Lys
as 

90 95 

CYS cys A$fl Glfl LeU cys Gly His Gin Trp Arg Asp 
100 105 

<210> 21 
<211> 1567-
<212> DNA 

*<213> Xxodes scapularis 

<-. misc..feature 
<222> (785).. (785) 
<223> 

n 

is a, C, -g, or t 

<400> 21 
ccccccaggc gcagggcttc gttcaggtcg accagggggc cctccccgca agccccgagg 60 

agcgccacct ggcaagcatg caggtcaatg gatatgagaa ccccacctac aagtacttcg 120 

aggccaacac caactgagcg gccacgcccc caggggaggg ggaaaagggg qcggacqgac 180. 

gtattgtgcc tgctgcgggc tgcgggatta gctcgtcccg cgttgttccg g-gagccagtt 1240 

ggtttgcctc gcgtcttagg agtaggcacg gcctcccttc tgcacccggt caaggaccat 300 

- ggttgttggg gacacgagcg gcgtggggcg cagccagcct gagctttggg tcccggtacc 360 

-- acggcaaacc gtttgttccc acccgcggaa tgaaaatttt gtttgcctca gtttctttcg 420 

aatcgagcgt cggcgccgcc tccgacagcc ccgagtgcac tcttctgtt gcgaaagacc 480 

tggagtag ttgacactcg ggtcgcagCt cgaacaagct cccgtaaaac gctacttaac 540 

- gggccggc gaccgagcgt agagcttgct gtgcgtagtt gtggataaaa cttttttttt 600 

ttgtgtgtgt gcttggtcac agacaatggg cagcttccqa cgttagccac gcgccacacg 660 

ctcgcctttg ttttcttctt ctcgcggttg tcatacttag tttccattgg cgggttaaca 720 

ttccagtccg ggcgggcgcc cccgttcagg cqcgtcctga tcaaaattga gcatttggtt 780 

gtgcngtgca tttattggcc gcagcagggg gttcccgggt qcacctggtg tcgtgacacg 840 

catgtcgtga ctttcccctc agacggttgt ccttgctcat ggctcgttca cacctctagt 900 

gctggtagtc tctgttgctt aggtttgtag gagcacacta cagcagaggg tgtcacaaag 960 
- - 
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FuenteclP 5125 

ttttctaagc tgtatataca tgaggaaaac attgcgttgc acacacgcga gtttcggcct 

gtttttagtt gggacagtga acgttttttg tacaggttat tatgtagtgc ctacatttgt 

atgtgccagc tgcatgtgtt ttcctqcatg tggggaagcc tccgtgctgc cccgagctgt 

gtgcggcccc tcctgagttt ccatgtgcca tgtgcccagc ctagggtgaa ctgggggtgc 

agatgccctt gcgcacggtg tgccccggcg agcattgtqt gtccgtaggc catcgacgct 

attcatgcga aattaatgtg .gtcacagctg tcattgtctc agtgaacata tcatatgrcc 

aaatttgtct cccctgtcag tgtgtgcttc tcttggttct acacttgcct gcatttttgt 

tagtttgccg gactgtcit ttcggtccca ggtcgacagc aggctataac aacaattccg 

gtattttcca gtatcg$tc acaccaggtg taacctattg tgcatgtagt gtaacttgag 

tggaaaagct Æaaataaaaa tttgcaagag tctcactaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 

aaaaaaa 

<210> 22 
<211> 44 

PRT 
c �> Ixodes scapularis 

<400> 22 

Pro Gin Ala Gin Gly Phe val Gin Val Asp Gin Gly Ala Leu Pro Ala 
1 5 10 15 

ser Pro Glu Glu Arg His LU Ala Ser Met Gin Val Asfl Gly Tyr Glu 
20 25 30 

Asn Pro Thr Tyr LyS Tyr Phe Glu Ala Asn Thr ASn 
35 40 

<210> 23 
<211> 704 
<212> DNA 
<213> Ixodes scapularis 

0> 
.21> misc_feature 

<222> (534)(534) 
<223> n is a, C, g, or t 

<220> 
<221> misc.feature 
<222> (598).(598) 
<223> n is a, C, g, or t 

<400> 23 
tgagaagaca ctagaggaca agttcttcga gcatgaggtg atgctgaatg tgaatgcgtt 

catgcagcaq ttccattccg gcgtttttta tgcctacgtg aaqctgaagg aacaagagtg 
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FuenteClP ST2S 

ccgcaacatt gtctggattg ccgaatgcgt tgctcagcgt catcggtcca agatcgataa 180 

ctacattcca atcttctagt cgctcgagga aaagaaatgg gccaattcgg tagtttgtcg 240 

gtgtaatata tatatatata tatatctact tcgcaaaatt cttcagctag agtgtctatg 300 

tctggttagc tgcgattgtg cgagagggga aaaaaatgta gtcagtggca tgatcaagga 360 

aggaaaaaaa ttggccaata acttttacct tttgaagtta aagcaagggt taaaataatg 420 

tctattttta cttcgcttta ccgtgtgctg gctattgctt tgcaaacgtt ttttaaaatt 480 

tttgcagttc gtctttcttc ttttgagcac atatttattc cagagttcca atancctttt 540 

atgtgtgaat gaatgactaa tccatgttgg ggttggttaa tggtgcattg ttgaaaanat 600 

aaaccccaac tccagctggc ctttggaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 660 

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaa 704 

24 
681 
DNA 
ixodes scapularis 

misc_feature 
(432). . (432) 
n is a, C, 9, or t 

misc_feature 
(467). . (467) 
n Is a, C, g, or t 

misc_feature 
(472).. (472) 
n is a, c, g, or t 

mi scJeature 
(481).. (481) 
n is a, C, g, or t 

misc_feature 
(493). (493) 
n is a, c, g, or t 

misc_feature 
(495).(495) 
n is a, C, 9, or t 

misc_feature 
(499). . (499) 
n is a, C, g, or t 
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FuentetlP. 5125 

misc_feature 
(507). (507) 
ti is a, c, g, or t 

misc_feature 
(515). . (515) 
n is a, C, g, or t 

ml sc_feature 
(518). (518) 
n is a, c, g, or t 

misc_feature 
(528) (528) 
n is a, C, g, or t 

ml sc_feature 
(533)..(533) 
n is a c, g, or t 

ml sc_feature 
(541).. (547) 
n is a, C, 9, or t 

flu sc_feature 
(550).. (550) 
ri is a, c, g, or t 

misc_feature 
(559). (559) 
Ii is a, C, g, or t 

misc_feature 
(565). . (565) 
ii is a, C, g, or t 

ml sc_feature 
(567). (567) 
n is a, C, g, or t 

misc_feature 
(571). .(571) 
i, is a, c, g, or t 

misc_feature 
(586)..(586) 
ii is a, c g, or t 

misc_feature 
(593)..(593) 
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FuenteClP ST25 
<223> ii is a, C, g, or t 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (599) (599) 
<223> n is a, c, 9, or t 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (603).(603) 
<223> ii is a, C, g, or t 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (606)..(606) 
<223> n is a, C, g or t 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (611).-.(611) 
<223> n is a, c, g, or t 

�<220> 
<221> misc_feature 
<222> (619). . (619) 
<223> n is a, c, g, or t 

.> 
<221> misc_feature 
<222> (623). . (623) 
<223> n is a, C, g, or t 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (625). (625) 
<223> n is a C, g, or t 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (627).. (627) 
<223> n is a, C, g, or t 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (651). . (651) 
<223> n is a, c, g, or t 

<220> 
221> misc_feature 

2> (658)..(658) 
23> n is a, c, g, or t 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (666).(666) 
<223> n is a, c, g, or t 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (673)..(674) 
<223> n is a, C, g, or t 

<400> 24 
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FuenteClP. ST25 
gtcacgggat ttgggaagct gtcgtctgtc gtcctgcagt ttcaaacggt ttcaccaaaa 

acctttccgt ctcgctgtca gacgccttga accatgactg agttctggct catctcggct 

ccgggcgaga �aaacctgcca acaqacttat gacaagctgc tcagcgtcac aagcaacaag 

cagaacaacc tctcqacctg ctacaagttc caccttccgg acttgaaggt gggtacgctg 

gatcagttgg ttggcctctc ggatgacttg ggaaagctcg acacctatgt cgaaagcatc 

actcgaaaag tggccagcta tctgggggac gtgcttgacg accagaggga caaactagcc 

gacaaccttc cttgccaatg gcttggggct ggaggcctac ctgaccccgg. ttttcagtgg 

gacatggcca antaccccat caagcagttC gcctcaagag catcacntga antcatcagc 

nagcaagtgt ctnanattng accggtngaa cctcnagnag caagttanct tgnttacaac 

aaccttnaan aacttaagnt tcaantnCat ncgaacccca aatccnccgg ggnaggccng 

gcnttnttcc ngttagccnt ggncntnacc ttattgcgcc aagggagcca ntttgtcntt 

gggggntcgg ganntacctt a 

<210> 25 
Aw720 DNA 
<213> Ixodes scapularis 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (488). . (488) 
<223> n is a, c, g, or t 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (625)..(625) 
<223> n is a, c, g, or t 

<220> 
<223> misc_feature 
<222> (62?). .(627) 
<223> n is a, c, g, or t 

<220> 
<221> misc_feature 

22> (631)..(631) 
3> n is a, C, g, or t 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (641).(641) 
<223> n is a, c, g, or t 

<220> 
<221> ml sc_feature 
<222> (680). . (680) 
<223> n is a, C, g, or t 

<220> 
<221> misc_feature 
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FuenteCIP. ST25 

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 lie Asn Pro 
35 40 45 

ser Pro Phe Gly Glu Val Pro Pro Lys Leu Thr Ser Glu Glu lie Ala 
50 55 60 

Ala Asn lie Arg Glu Glu 
65 70 

<210> 28 
<211> 490 
<212> DNA 
<213> Amylomma americanufli 

�400> 28 
atggcttgcg caacattaaa gcgaacgcac gactgggatc ccctgcacag tccgaacgga 60 

aaccaa agcggcgaag atgtatgcct ttttcagtca acccaccagc tcctccaaca 120 

agggcgcacc aaatcaatcc ctcgcctttc ggcgacgtgc caccaaagct gacttcagag 180 

gagatagcag ccaacatccg tgaggaaatg cggcggctgc agcggcgcaa gcagctctgc 240 

ttccagggtg cagagtgcag tagccccccc gaaggctgtt cccccattgg ctccccctcc 300 

cagcacaccg gcggcctcct gtcacctgtg cgccgagacc agcccctgtt caccttccgc 360 

caagtgggac tcatctgtga gcgcatgatg aaagagcgag agagccagat acgagaggag 420 

tatgaccacg tgctctccac caagcttgca gagcagtacg acacatttgt caagtttacg 480 

tacgaccaaa 490 

<210> 29 
<211> 163 
<212> PRT 
<213> Amylomma americanum 

� 00> 29 

1 
Ala Cys Ala Thr Leu Lys Arg Thr His Asp Trp Asp PO Leu His 

5 10 is 

Ser Pro ASrI Gly Arg Ser Pro Lys Arg Arg Arg cys Met Pro Pile Ser 
20 25 30 

Val Asn Pro Pro Ala Pro Pro Thr Arg Ala His Gin tie ASfl Pro Ser 
35 40 45 

Pro Phe Gly ASP Val Pro Pro LS Leu Thr Ser Glu Glu lie Ala Ala 
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FuenteClP. ST25 
50 55 60 

cy s ASfl tie Arg Glu Glu Met Arg Arg Leu Gin Arg Arg Lys Gin Leu 
80 65 70 

is 

Phe Gin Gly Ala Glu Cys Ser Ser Pro Pro Glu Gly Cys Ser Pro lie 
85 90 95 

Gly Ser Pro Ser Gin His Thr Gly Gly Leu Leu Ser Pro Val Arg Arg 
100 105 110 

Asp Gin Pro LeU Phe Thr Phe Arg Gin Val Gly Leu lie Cys Glu Arg 
115 120 125 

Met Met Lys Gi U Arg Gi U Ser Gin lie Arg Gi U Gi U Tyr ASP His val 
130 135 140 

�Leu  Ser Thr Lys Leu Ala G1U Gin Tyr Asp Thr Phe Val Lys Phe Thr 
145 150 155 160 

TASP Gin 

<210> 30 
<2U> 442 
<212> DNA 
<213> Boophilus microplus 

<400> 30 
atggcttgcg caacattaaa gcgaacacat gactgggacc ccttgcacag tccgagtggc 60 

agatcgccga agcgacgccg atgtatgcct ctgtccccgc ctcctacaag ggcgcaccag 120 

atcgatccct cgcccttcgg agacgtgcca ccaaagttga cttcagagga gatagcagcc 180 

aacatccgtg aggagatgcg acggctacaa cggcgcaagc agctctgttt ccagggcgct 240 

gaccctgaat cccagcatac cagtggtctc tcgtcaccag tgcatcgaga ccagcccctg 300 

ttcacgttcc gccaggttgg gctcatttgc gaacgaatga tgaaggagcg agagagcaag 360 

#acgggagg agtatgacca tgtgctatct accaaactcg cagaacagta cgacacattt 420 

caagttta cgtacgacca aa 442 

<210> 31 
<211> 147 
<212> PRT 
<213> Boophilus microplus 

<400> 3]. 

Met Ala Cys Ala Thr Leu Lys Arg.Thr His Asp Trp Asp Pro Leu His 
1 5 10 is 
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FuenteCtP. ST25 

Pro Leu Ser ser Pro Ser Gly Arg Ser Pro Lys Arg Arg Arg Cys Met 
30 20 25 

Pro P0 Pro Thr Arg Ala His Gin lie Asp Pro Ser Pro Phe Gly Asp 
35 40 45 

val Pro Pro Lys Leu Thr ser Glu Glu lie Ala Ala Asn Ile Arg Glu 
50 55 60 

Glu Met Arg Arg Leu Gin Arg Arg LS Gin Leu Cys Phe Gin dy Ala 
65 70 75 80 

Asp 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 lie cys Glu Arg 

S 
100 105 110 

MMet LyS Glu Arg Glu Ser Ls lie Arg Glu GiLl Tyr Asp His Val 
115 I  

Leu ser Thr Lys Leu Ala Glu Gin Tyr Asp Thr Phe Val LyS Phe Thr 
130 135 140 

Tyr Asp Gin 
145 

<210> 32 
<21]> 23 
<212> DNA 
<213> Arti fi ci al 

<220> 
<223> oligonucleotide primer 

<400> 32 
gcgtcgtgtg gagcatcagc gac 23 

.0>33 1> 23 
<212> DNA 
<213> Artificial 

<220> 
<223> oligonucleotide primer 

<400> 33 
tcgcaacgga caacggcagg ttg 23 

<210> 34 
<21]> 23 
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<212> DNA 
<213> Artificial 

<220> 
<223> oligonucleo ide primer at 
<400> 34 
gcttgcgcaa cattaaa cg aac 23 

V 
<210> 35 
<211> 23 

< <212> DNA 
<213> Artificial 

<220> 
<223> oligonucleot de primer 

<400> 35 
tgcttgtttg cagatgcc a tca 23 

<210> 36 r<211> 23 
<212> DNA 
<213> Artificial 

<223> oligonucleoti 
e 

primer 

<400>36 
gaaatatctg tgaaaccaa gcc 23 

<210> 37 
<211> 23 
<212> DNA 
<213> Artificial 

<220> 
<223> oligonucleoti e primer 

<400> .37 
attgcacaac acatcattaa ctg 23 

<210.38 

Lu <231> 486 
<212> DNA 
4213> Rhi p1 cephal us ppendi cul atus 

-.400> 38 H 
� atggcttgtg cgacattaaa gcggacacat gactgggacc ccttgcacag tccgagtggc 60 

agatcaccaa agcgacgccg atgcatgcct ctgtccccgc ctccaacgag ggcgcaccag 120 

atcgatccct cgcccttcgg agacgtgcca ccaaagttga cttcagagga gatagcigcc 180 

aacatccgcg aggagatgcg acggctacaa cggcgcaagc agctctgttt tcaaggcacc 240 

gacgccgaat cccagcatac kagtggtctc tcgtcaccgq tgcgtcgaga ccagccØctg 300 

ttcacgttcc gccaggttgg 
;ctcatttgc gaacgcatga tgaaggagcg agagagcaag 11360 
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FuenteClP. ST25 
atacgggagg agtatgacca cgtgctatcc accaagctcg cagaacagta cgacacgttt 420 

gttaaattta cctacgacca aattcagaag cggtttgagg gtgctacgcc cagctatttg 480 

tcgtaa 

<210> 39 
<23.1> 161. 
<212> PRT 
<213> Rhi pi cephal us appendi cul atus 

<400> 39 

Met Ala cys Ala Thr Leu Lys Arg Thr His Asp Trp Asp Pro LU His 
1 5 10 15 

Ser Pro Ser Gly Arg Ser Pro Lys Arg Arg Arg cys Met Pro Leu Ser 
20 25 30 

Pro Pro Pro Thr Arg Ala His Gin tie Asp Pro Ser Pro Phe Gly Asp 

S 
 

35 40 45 

ro Pro Lys Leu Thr ser Glu Glu tie Ala Ala Asn Tie Arg Glu 
WPo 55 60 

Glu Met Arg Arg Leu Gin Arg Arg Lys Gin LeU Cys Phe Gin Gly Thr 
65 70 75 80 

Asp Ala Glu ser Gin His Thr ser Gly Leu Ser Ser Pro Val Arg Arg 
85 90 95 

sp Gin Pro Leu Phe Thr Rue Arg Gin Val Gly Leu tie Cys Glu Arg 
100 105 110 

Met Met Lys Glu Arg Glu Ser LYS Tie Arg Glu Glu Tyr Asp His Val 
115 120 3.25 

Leu Ser Thr Lys Leu Ala Glu Gin Tyr Asp Thr Phe Val LS Phe Thr 
130 135 140 

*lr Asp Gin tie Gin Lys Arg Phe Glu Gly Ala Thr Pro Ser Tyr Leu 
145 ISO 155 160 

ser 
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ESTADOS JNID0S DE AMERICA 

A TODOS CtIANTOS LA PR8ENTB VIERENt. 

DEPARThMENTO PE COMERCIODR LOS ESTADOS trrII)os 

Oicina de Patentes y Marcas de los Etados TJnidos 

3O de diciaxnbre del 

2005 

LA PRSENTE ES PARA CERTIFICAR QUE LA ANEXA ES UNA COPIA 

FIEL PE LOS ARCHIVOS DE LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS 

DE LO ESTADOS tJNIDOS DE AQUELLOS DOCUMENTOS DE LA 

SOLICItrUD DE PATENTE IDENTIFICADA EN LO SIGUIENT, QUE 

CUMPLE1 CON LOS REQUERIMIENTOS PARA QUE LE SEA OTORGADA 

UNA FEHA DE PRESENTACION BAJO 35 USC 111. 

NUNERODE SOLICITtJD: 10/972,789 

FECHA PE PRESENTACION: 25 de octubre del 2004 

EL CODGO Y NUMERO DEL PAlS DE SU SOLICITUD DE PRIORIDAD, 

A SER JTILIZADO PARA PRESENTACION EN EL EXTRNJERO BAJO 

LA CONENCION DE PARIS, ES US1 0/972, 789 

Por Poder del 

Subecretario de Comercio para la Propiedad 

Iritelec.ual y 

Dirctor de la Oficina de Patentee y Marcas de los 

Estdos Unidos 

(firrnado) S 

(ELLO) P SWAIN 
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-01 

CERTIB’ICACION SAO 37 C.V.R. Y 1.10 

Por ,1 presente certifico que, en la fecha mostrada 

enseu:da esta correspondencia estA siendo depositada con 

el Se vicio Postal de los Estados Unidos en un sobre 

dirijo a: Mail Stop Patent Application, Commissioner 

for tents, P.O. Box 1450, Alejandrla, VA 22313-1450 

como xpress Mail Post Office to Address" Etiqueta de 

Env! e Correo No EV166756583US el 25 de octubre del 

2004 

(fir LUZ C. LOPEZ 

Firm- (Nonthre escrito o irnpreso 

de la persona que 

cert4e.  

Clasiiación Preliminar: 

C1se Propuest: 

$uclase: 

NOTA: ’ odos 108 solicitantes son dmandados para incluir 

una clmisificaci6n preliminar sobre las solicitudes de 

patente recientemente presentadas. La clasificación 

prelimi ar, de preferencia las designaciones de cla8e y 

subcla* , debe ser identificada en la esquina derecha 

superj de la carta de transmisión que acompafla los 

docun$4s de la sollcltud, por ejernplo "Clase Propuesta 

2,su}c ase 129" M P EP Sección 601, 71 Ed - 



PATENTE 

Expethente No 57338/04-597 

1. pa de Solicitud 

Esta eva solicitud es para un(a) 

J Original (no provisional) 

; 1 Diseflo 

J Planta 

LjJ Divisional 

’1 
Contirivación 

t ContinuÆci6n en parte (C -I--?). 

2 eficia de la(s) Solicitud(es) Nortaamericana(s) 

Previ�) (35 U.S.C. Secciones 119(e), 120 o 121) 

La nueva solicitud que es transmitida 

reivindica el beneficio de la(s) solicitud(es) 

norteamericana(s) previa(s). 

Esta solicitud es una continuaci6n-en-parte de 

la solicitud correspondiente No. de Serie 

10/425,563, presexitada el 04/29/2003; gus en 

parte es una no provisional de la solicitud 

correspondiente No. de Serie 60/376,251 

presentada eJ. 04/29/2002. 

3 ntos Ad:juntos 

A eridos para la Fecha de Presentaci5n bao 37 

C, R. Secci6n l.53(b) (Regular) o 37 C.F.R. Sección 

li : Solicitud 

3 Pginas de Especificación 
* 

PÆginas de Reivindicaciones 

PÆgina de Extracto 

Hojas de Dihujos [Formal] 



S. p 

[ 3 Enmienda Preliminar. 

3 Doclarac–ón de Descripcióri de Informaci6n (37 

C.F.R. Secc–ón 1.98) 

3 Forma PTO-1449 (PTO/SB/08A y 08B) 

� J Citas 

lDeclaraci6n de Depôsito Biológico 

X) EnvIo de ’Listado de Secuencia", copia leible 

en computadora y/o erimienda que pertenece a la 

misma para la invenci6n4l de biotecnologla que 

contiene secuencias de nuci eót ides yb 

aminoÆcidos. 

[X] NOTA: Par la presente declaro que la 

informaci6n registrada en la forma lethie 

en cornputadora es idØntica al listado de 

secuencia escrito (en documento a disco 

compacto). Ver 37 CPR 1.821(f) 

L Autorización del(os) Apoderado(a) para Aceptar 

y Seguir Instrucciones del Representante 

I Comentarios Especiales 

Otro 

Ylaraci6n o Jurameuto (incluyendo poder del 

1, 1 Adjunto 

Ejecutado por 

Inventor(es) 

[. 3 representarite legal del(los) inventor (es). 

37 C.P.R. Secclóri 1.42 a 1.43. 

����[ I inventor conjunto o persona que muestra un 

interØs propietarlo a favor del inventor 



quin rehusó firmar o no puede ser 

notificado. 

’Esta es la petición requerida par 37 

C.F.R. Secci6n 1.47 y tambiØn se 

adjunta la declaràci6u  requetida par 

37 C.F.R. Sección 1.47. Ver el 

prrafo 13 enseguida para derechos. 

I No adjunto. 

La solicitud es hecha par una persona 

autorizada baja 37 C.F.R. 1.41 a favor de 

todos los inventores mencionados 

� anteriormente. 

Que rnuestra que la presentación es 

autorizada. 

6. doma 

X InglØs 

No en Ing1s 

3

 

la traducciOn adjunta incluye una 

declaración de que la traducciön es 

precisa. 37 C.F.R. Secc1’6n 1.52(d). 

7. CØ18X1  

Una cesiOn de l.a invención a 

3 se adjunta. Una 

I "HOJA DE CUIERTA PARA LA CES ION 

(DocuMtrko) QUE ACOMPA1A LA NUEVA SOLICITUD DE PATENTE" a 

FORMA 1595 separada tarnbiØn se adjunta. 

3 seguir 

(XI Cesión previamente registrada el 

07/14/2p4 en el carrete /Cuadro 0067 



S 

I 

iZt 

3 Declaración de entidad pequefia es re–vindicada 

en este momenta. 

(XI Declaraciôn de ent.dad pequefia no es 

reiviridicada en este momenta. 

Clculo de Derechos de PresØntaciôn (50% de A, 

B a C anterior) 

$2,264.00 

11. tiaión  pars, Biisqueda de Tipo Internacionai. (37 

C�’.R. Sección 1.104 (d)) 

(completar, Si es aplicsble) 

1) For favor preparar u.n reporte de bsqueda de 

tipo internacional para esta solicitud en el 

momenta cuando el examen nacional sabre los 

m&itos torna lugar. 

12. 4go de Derechos que es Hecho en Este Momento 
No adj unto 

[x) 

Ningün derecho de presentaciôn estÆ siendo 

pagado en este momenta. 

Adjunto 

3 Derechos de Preserxtaciôn 

3 Cesiôn de registro 

($40.00; 37 C.F.R. Sección 1.21(h)) 

(Ver la IIHOLTA DE CUBIE.TA PARA LA CES ION 

QUE ACOMPA&A LA NUEVA SOLICITUD" Adjunta). 

I I Derechos de petición para presentar par 

otro diferente a todos los inventores a 

personas a favor del inventor donde el 

� �. 
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1; mediante este documento y durante la pendencia 

completa de esta solicitud a la Cuenta No. 

3 37 C.F.R. Secci6n 1.16(a), (f) a (g) 

(derechos de presentación) 

3 37 C.F.R. Secci6n 1.16(b), (c) y (d) 

(preeentac6n de reivinthcaciones extras) 

1 37 C.F.R. Secci6n 1.16(e) (sobrecargo para 

presentar los derechos de presentac–ón 

bÆsicos y/o declaración en una fecha 

despus de la fecha de presentaci6n de la 

1. solicitud) 

[ 3 37 C.F.R. Secci6n 1.17(a) (1)-(5) (derechos 

de extension conforme a la Secci6n 

1.136(a). 

1 3 37 C.F.R. Secci6n 1.17 (derechos del 

procesamiento de la solicitud) 

1 3 37 C.F.R. Secci6n 1.18 (derechos de 

expediciOn en a antes el envio de la 

Notificaci6n de AutorizaciOn, confortne a 

11 37 C.F.R. Secci6n 1.31(b))-

15’.  instruc!ciones on cuanto al Sobrepago 

I I Cuenta de 6r6dito No.  

1 3 Reenibolso 

16 irecci6n de Correepondencia 

No. de Cliente 2.206 

Respetuosamente Enviado, 

4D/25/04jfirmado) - 

FIRMA DEL PROPESIONAL 

ReNo.: 36,050 R. Alan Weeks 
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Pa4 do Ciudadanla Primario:: Cuba 

ES4 :: Capacidad Completa 

Jose de Jesü 

Apei4ido:: do la Fuente 

Civdad do Residencia Stillwater 

Est4 o Provincia do Residencia:: OK 

Palo ’de Residencia:: EUA 

Callde direcci6n do correo:: 400 Squires 

� landirg, Apt. M5 

Ciudad de direcci6n de correo:: Stillwater 

Est4 o Provincia do la 
dire ion de correo:: OK 

Pale direcci6n de correo:: EUA 

C6d!9D postal do direcci6n de correo:: 74074 

Tipo e Autoridad del Solicitante 

Dos: Izventor 

Pa e Ciudadanla Primario:: ETJA 

Capacidad Complota 

Nomb Katherine N. 

Ape4do:: Kocan 

Civa do Residencia: Perkins 

Est4 o Provincia de Residencia:: OK 

� . Pais, le Residencia:: EUA 

CalZede direcci6n de correo:: 3909 E. 92nd 

Street 

Ciu44 do direcci6n de correo Perkins 

Est o Provincia do la 

docorreo:: OK 
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PaU, de direcci6n de correo:: EUA 

cótt 

o postal de direcciOn de correo:: 74059 

Tipod.e Autoridad del Solicitante 

Trs: Inventor 

Pas de Ciudadanla Primario:: Mxico 

Estak:: .Capacidad Completa 

Noibe:: Consuelo 

Apl1ido:: Garc1a-A1maz.n 

Ciid de Residencia: Stillwater 

Estado o Provincia de Residencia:: OK 

Pals-de Residencia:: EUA 

Cali de direcciön de correo:: 835 Connell 

Ciudd de dirección de correo:: Stillwater 

Esto o Provincia de la 

dirci6n de correo:: OK 

Pais de direceión de correo:: EUA 

C6di*" postal de dirección de correo:: 74075 

Tip6 Autoridad del Solicitante 

Cuatrb:: Inventor 

Pais 1e Ciudadanla Primario EtJA 

EstA Capacidad Completa 

Edmour F. 

ApeJido:: Blouin 

Ciui deResidencia: Perkins 

Estd: a Provincia de Residencia:: OK 

Palo,., e Residencia:: EUA 
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Street 

Ciudde dirección de correo:; Perkins 
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direeci6n de correo:: OK 
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Original 

Presentaciän 
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en parte  

10/2,563 No 60/376,251 04/29/02 

Provisional 
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Info ci6n de. Prioridad Extran:Jera 

Pais:. Nürnero de 

Solicitud:; 

Fecha de,. 

presentaoi6n:: 

irioridad 

reivindicada:: 

SioNo 



:I(ENOS Y VACUNAS PROTECTORES ?ARA EL CONTROL DE 
INPESTACIONES POR GARRAPATA8 MtLTIESPECIES 

EFERENCIA CRUZALA A SOLICITUDES REL1ACIONDAS 

00013 Esta solicitud es una continuaci6n en parte 

do la solicitud de patente norteamericana No. do Serie 

10/4 ,563 copendiente, presentada el 29cle abril del 

200, esta solicitud quo reivindica el beneficlo do la 

soljc tud de patente provisional norteamericana No. do 

Serie 60/376,251 presentada el 29 do abi1 del 2002. 

Amb4o solicitudes do priordad anotadas son incorporadas 

en la presente par referencia 

ANTECE]DENTES DE LA INVENCION 

CampQl TØcnico: 

00021 La presente invencic5n so relaciona con la 

ideitificaci6n de antigenos protectores contra 

inf+ación 
do garrapatas, secuencias de genes y 

prottnas codificadas para tales antlgenos,vacunas 

relconadas y mØtodos ütiles para inducir una respuesta 

en mamiferos, los cuales protegen contra un amplio 

rar de especies do garrapatas. 

Ante9dentes: 

100031 Las garrapatas parasitan animales ealvajes, 

don4  ticos y humanos y transmiten patógerios que incluyen 

hong s, bacterias, virus y protozoos. Actualmente, las 

gax patas so consideran segundos en el mundo despuØs de 

10q;  osquitos coma vectores de enfermedades humamis, pero 

se4risideran corno el vector mÆs importante do patógenos 

en, rte America (Parola y Raoult, 2001). Las Ixodes 

spestn distribuidas par todo el mundo y actan coma 

ve!tres de enfermedades humanas causadas par Eorrel.ia 

b4orferi (enfermedad de Lyme), Anaplazma 

- 



phag �ytiphila (erliquiosis granu1octica hi.iman�), 

Coxi.e la burnetti (fiebre Q), Francisella tularensis 

(tu emia), B. afzelii, B. lusitaniae, B. valaisiana y 

B. garinii, Ricketsia helvetica, R. japonica y R. 

aus,Pralis, .Babesia diver gens y virus de encefalitis 

cau a por las garrapatas (TBE) y fiebre hemorrgica de 

Omsk (Estrada-Peæa y Jongejan, 1999; parola y Raoult, 

20011):. A todo 10 largo del este y el audeste de Estados 

Uniao y Canada, la I. scapularis (garrapata de patas 

nega) es el vector principal de B. burgdorferi en 

senti o estricto y A. phagocytophfla (Estrada-Pefa y 

Jone’an, 1999; Parola y Raoult, 2001). Adem.s de la 

Xxodpqr, otra especie de garrapata de importancia mdica y 

vetorLnaria incluye los de los gŒnero. ?unblyomma, 

Derinarentor, Rhipicephalus y Boophilus. 

00041 El control de la infestación de garrapatas es 

diUcl y a veces poco prâctico para garrapatas con 

multi 

lee hospederos como la Ixodes spp. Actualmente, el 

� cont r 1 de garrapatas se ileva a cabo por manejo 

–nt ado de plagas en el cual se adaptar dierentes 

m6tpdb8 a un area o çontra una especie de garrapata con 

* debi4 consideración a los efectos arnbientales. El 

control de garrapatas por vacunación’, sin embargo, podria 

evitar la contaminaci6n ambiental y la eelecci6n de 

garrapatas resistentes a los rnedicamentos que resultan de 

la ap icaci6n repetida de acaricidas (de la Puente y 

ca1b radores, 1998; Garcia-Garcia y colaboradores, 1990; 

de Ial Fuente y Kocan 2004). Las vacunas contra las 

� garratas tarnbiØn permitirian incluir multiples 

antgnos para atacar un amplia rarigo de especies de 



S S, 

garr4patas y la incorporaciôn de antigenos que bloquean 

patg nos (de la �Fuente  y Kocan 2004). 

00051 Reciritemente, se han desarrollado vacunas 

contra la Boophilus spp. de un solo hospedero (Willadsen, 

1991 Willadsen y Jongejan, 1999; de la Fuente y 

colab radores, 1999; 2000; de Vos y colaboradores, 2001; 

de I& Fuente y Tocan, 2004) . El antigeno recombinante B. 

micrq>lus BM86 incluido en las. Eormulaciones de la vacuna 

comir ial TickGARD (Hoechst Animal Health, Australia) y 

Qava (Heber Biotec S.A., Havana, Cuba), tambiØn confiere 

pro1e ción contra los gneros de garrapatas Nyalomma y 

Rhipi ephalus relacionados S. filogenØticamente (de la 

Fuet y colaboradores, 2000; de Vos y colaborac3.ores, 

200; de la Fuente y Tocan, 2004). Sin embargo, la 

inm1Enzación con SM86 falla en proteger contra la 

Amblymma app. filogenØticamente mas distante (de Vos y 

colabradores, 2001). Estos resultados sugieren que usar 

BM86 b un gen cercanamente relacionado para la produccióxi 

de r Cunas contra la Ixodes app. u otros gØneros de 

gar atas filogenØticarnente dietantes de la Boophilus 

app, Black y Piesman, 1994) seria poco prctico. Par lo 

tanto permanece una necesidad de identificar candidatos 

de y4wpnas de m.s amplio espectro contra infestaciones de 

garra atas a travØs de especies filogenØticamente 

dista tea (de la Fuente ’y Tocan, 2004). 

00061 En la solicitud de patente con nimero de 

ser.e: 10/425,653 que da origen a esta nosotros S 

desc4bimos la identificación par ELI y la secuencia de 

S anÆ.li is de clones de ADNc contra infestaciones 

experimentales de I. Scapularis en lo que fue un primer 



_IX 

ejempi de la apl–caciôn de ELI a artrópodos y 

pàrtici1armente a garrapatas (Almazn y colaboradores, 

2003 .ab). Se crey que estos antigenos protectores, 

aunqe 
i 
jidentificados para I. Scapularis, podan ser 

prote*1ores cruzados entre la especie Ixodes considerando 

el altc grado de conservación de i secuencia de genes y 

la fun 6n de poteinas entre especies del mismo gnero. 

00071 Sorprendentemente, se ha clescubierto que 

ciertoantIgenos protectores exhiben actividad y sari 

expres4os a travØs de especies de garrapatas, y en 

a1guna circunstancias a travØs de gØneros, lo que hace 

poaible, el usa de antigenos comunes en un amplio rango de 

formula lanes de vacunas contra garrapatas. 

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION 

� coo 

8] En la solicitud que da origen a esta, se 

identiU aron nurnerosos antigenos protectores derivados 

de la f. Scapularis y demostraron poseer propieclades 

protecto, as contra infestaciones de garrapatas de I. 

Scapu14r S. Entre estos antigenos habla clones y 

po1–pØptdos asociados designados 4D8, 48 y4EG. Aqul 

se demuie4ra que la activiclad de estos antigenos 

protects particulares se extiende a otras especies de 

garrapala, en el caso del 41D8, 4F8, y 4E6 a otras 

especies 4e garrapatas que no sari Ixodee. Adems, se 

proporc–o an las secuencias recientemente descubiertas 

(ADN y prte1na) del antigeno protector contra garrapatas 

4D8 derido del gØnero Rhipicephalus, particularmente 

Rhipicep1elus appendiculatus. 

100 Se analizaron la conservaci6n de la secuencia 

y la expeión de 4F8, 4DB y 4E6 en las especies 



recionadas al I. scpu1aris, I. pacificus y I. 

ricnos, y en D. variabilis, R. sanguineus y A. 

an!eicanum por RT-?CR usando los cebadores o iniciadores 

epcfficos para las secuencias conocidas de 

I4apu1aris. La expresión se detectó en I. ricinos para 

los tres genesy en I. pacificus para eJ. 408 y 4E6. 

LO xpresión de 408 tambiØn se detect6 en D. variabilis, 

B. i1icrophi1us, R. sanguineus y A. americanum. Se 

cl aron y seauenc–aron los genes correspondientes al 408 

en IV. variabilis, A. araericanum y B. microplue. 

(003.0] La detecci6n de la expresión de 408 y 4E6 en 

eecies de garrapatas no Ixodes fue la base para un 

eerimento en el que se inmunizaron conejos con 4F8, 408 y IE6 derivados de la I. scapularis y probados con ninfas. 

del..scapularis, D. variabili y A. ainericanum. Los 

reultados sustentan la inventiva de los. antigenos 

rtectores en formulaciones de vacunas para el control 

demiiltiples especis de garrapatas. 

(0011] En concordancia1 en una modalidad de la 

rsente invenciôn se proporcionan secuencias de ADNc, 

fmentos codificadores de protelnas de los mismos, y 

cuencias de protelnas derivadas para los aritigenos 

p otectores contra multiples especies denominados 4F8, 

48 y 4E6. 

(0012] En otra modalidad de ’la presente invención se 

poporciona una composición de vacuna que comprende las 

p oteinas recornbinantes protectoras y/o ADNc modificados 

r separado o los cuales pueden ser opcionalmente 

cmbiæados con un ayudante para mejorar la eficaia de la 

otecciOn de preparaciones de vacunas contra multiples 
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eecies de garrapatas, en donde la composición de las 

Ta?unas comprende adems tin portador o diluyente 

–,macØuticamerite aceptable. La composición de la vacuna 

t4tbien puede ser opcionalmente combinada con componertes 
pat6genos originados per las garrapatas para proporcionar 

un t’nedio para controlar infecciones originadas per las 

94rapatas, en donde la composicin de la vacuna 

cmprende aclemÆs un portador o diluyente 

rmacØuticarnente aceptable y tin ayudante. 

(0013] En otra modalidad de la presente invenci6nse 

:, oporciona un mØtodo para inducir una respuesta inmune 

un mamifero para proporcionarprotección inmune, lo 

cta1 reduce o afecta las infestaciones per las garrapatas 

4jetivo y/o la transmii6n de patógenos originados por 

1.s garrapatas, el mtodo comprende administrar a una 

p4blaci6n humana y a una reserva mamif era en riesgo una 

cntidad efectiva de una vacuna que comprende las 

. 

otelnas recombinantes protectoras y/o AIDNc modificados 

e lo o en combinación con un ayudante o componentes de un 

P tógeno originado per garrapatas para proporcionar 

mdios para controlar infestaciones de garrapatas y para 

rducir la transmisión a hurnanos de infecciones 

oiginadas per garrapatas, en donde la composición de la 

v 

cuna comprende ademÆs un portador o diluyente 

. rmacØuticamente aceptable. 

(0014] Un rnejor entendirniento de la presents S 

y sue objetivos y ventajas serA aparente para 

� quel con habilidad en el arte a partir de la siguiente 

� scripción detallada, en donde se describen solo las 

trdalidades preferidas de la irivencin, simplemente a 
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de ilustraci6n del mejor mode contemplado para 

11var acabo la invencic,n. Como se llegarÆ a entender, 

invenciôn es capaz de modificaciones an varies 

a$ectos obvios, todos sin alejarse del alcance y 

de la invención. En concordancia, la 

cripción solo debe considerarse come de naturaleza 

ilustrativa y no restrictiva. 

BREVE DESCRIPcIoDE LOS DIBUJOS 

(0015] La FIGURA 2. es un resumen del acercamento 

El al AIDNc utilizado para identificar antigenos 

p’otectores contra la infestac16n de I. Scapularis. 

(0016] La FIGURA 2A as un grfico que muestra los 

$sultadoe de la selección primaria de los conjuntos de 

Ac (A - H 1 - 4, AS) per ELI. V1 ratones de control 

yectados con 1 gg del vector de ADN solo. *a<0.01, 

4L05 (Prueba post -hoc de Tukey para comparaciones 

areadas despuØs de ANOVA) . Los nimeros an las casillas 

tepresenan valores para la inhibición de la infestaci6n 

garrapatas respecto al grupo de control. 

(0017] La FIGURA 2B es una grÆfica qua muestra los 

esultados de la selección prirnaria de los conjuntos de 

c (AG -Ala, -H 5-8) per ELI. V, ratones de control 

� nyectados con 1 /4g del vector de AIDN solo. **c 

0.05 (Prueba post -hoc de Tukey para comparaciones 

� pareadas despuØs de NOVA). Los nümeros an  las casillàs 

epresentan valores para la inhibicn de la infestación 

5 garrapatas respecto al grupo de control. 

(0018] la FIGURA 3 es una gr.fica de los resultados 

de una eeleccin terciaria per ELI de los subconjuntos de 

htc forrnados de acuerdo con la funciôn predicha de las 



p telnas codificadas. Solarnente se muestran los grupos 

I 15% (barras blancas) El nilmero de larvas 

ordadas per rat6n se expresa como la media – DE 

(k, rras negras). Los ratones de control fueron 

lr* ectados con ADNC mitocondrial (MT). *p05 (Prueba de 

de Student) 

DESCRIPCIQN DETALLhDA DE LP INVENCION 

(0019] Antes de explicar la presente invencidn en 

d alle, es importante entender que la invencón no se 

Liiita en 8u aplicación a los detalles de la construcción 

i4istrada en los pasos aqul descritqs. La invenci6n es 

az deotras modalidades y de ser practicada o lievada 

abo en una variedad de formas. Debe entonderse quo la 

$seologia y la teminologfa ernpleadas aqul son para 

:pop6sitos do descripción y no de limitación. 

E00201 En la solicitud que da origen a Østa, so 

oporcionaron 25 secuencias sepaadas y distiritas quo 

c4iprendIan 14 molculas de ADNc clonadas y 11 secuencias 

aminoÆcidos deducidas de polipptidos codificados, 

dchas secuencias han sido aisladas e identificadas come 

potectoras contra I. scapuiaris de acuerdo con la 

sguiente metodologia experimental descrita. 

Ejernplo I: Construcción do una librerla do. ADNc del 

I.scapularis y tamizado de antlgenos protectores 

per ELI. 

:d1ulas do garrapata 

T (0020) Monocapas do c1ulas IDES (ATCC CIJ 173), 

rivadas originalmente de I .scapularis embrionarias, se 

ntuvieron a 31°C en mecio L-15B suplido con 5% de suero 

etal bovine, caldo do triptosa do fosf ate yconcentrado 



e1ipoproteina bovina de acuerdo con Munderloh y 

co aboraores (194). Las cØlulas fueron subcultivadas 

on,n 

subcultivos a 1:5 - 1:10 cuando las rnonocapas 

al anzaron una dei-isidad de aproximadamente 10’ 

cØ. ilas/frasco T-25.. El tnedio se reemplaz6 semanairnente. 

strucci6n de la librerla 

[0022] Se construyó una librerla de expresin de 

Dc en el vector pEXP1 que conten el promoter del 

citomegalovirus CMV (Clontech). Come planeÆbamos 

:a, car las etapas larvales tempranas de I. scapu1ari, 

ecogimos construir nuestra librerla a partir de poli(A)+ 

derivado de cultivos de cØlulas IDE8 embrionarias de 

scapularis. La librerla de ADNc contenIa 4.4 x 106 

cones independientes en una concentración determinada 

titulaci6n de aproximadamente 106 cfu/ml con ms del 

de los clones con insertos de ADNc. El tamafto 

;pomedio del ADNc fue de 1.7 kb (0.54 a 4.0 kb). 

primaria 

[0023] El esquema general para la identificación de 

tigenos protectores per medic de ELI, fraccionamiento 

ecuencial y anÆlisis de secuencia Be muestra en la 

igura :i.. 

[0024] Se prepararon noventa y seis placas LEA 

maestras) que contenlan un promedi de 41 (30 - 61) 

lones de ADNc per placa. Se hicieron replicas de cada 

� laca y lea clones de cada placa fueron agrupados, 

noculados en Luria-Bertani con 50 g/m1de ampicilina, 

recidos per 2 horas en una placa de 96 cubetas y el DNA 

p1.smido Be purificó  de cada conjunto (sistema de 

urificaci6n de DNA de pl&smido Wizard SV 96, promega, 



M4’.4 jean, WI, Estados Unidos de America). Se utilizaron 

ones hernbra SALE/c, de S - 6 semanas de edad al 

� ento de la primera vacunaci6n. Los ratones se 

cu daron .de acuerdo con los estndares estab1ecidos an la 

a para el Cuidado y usa de Animales de Laboratorio, 

� ratones fuerox inyectados 
con una jeringa tuberculina 

0e ,I ml y una aguja de calibre 27 a los dias 0 y 14. Se 

trinunizaron IM tree ratones par grupo en el muslo con 1 

�g. de AflNjdosis an SO Dl de PBS. Se iricluyeron dos 

de tree ratones cada uno como control. Un grupo.se 

infrecto solamente con 1 mg de ADN vectorial y el segundo 

lamente con sdlución sauna. Dos semanas despuŒs de la 

Utima inmunización, los ratones fuern infestados con 

�. 0 larvae de I. scapularis par ratdn. Las garrapatas se 

c 

d 

laron artificialrnente an las instalaciones de crianza 

garrapatas de la Universidad de Oklahoma aJ.imentando 

1 rvas en ratones, ninfas en conejos y adultos an ovejas 

yv.tilizando para la –nfestación en nuesros exper–mentos 

1 s larvae obtenidas de los huevos puestos par una cola 

hmbra. Doce horas ’despuØs de la infestación de 

g4rrapatas, Se contaron las larvas que no se sujetaron 

� 
.pra calcular el nimero de larvae unidas par ratôn y los 

� rtones se transfirieron a jaulas nuevas. Se recogieron 

4 ariamente las larvae repletas qua caian de cada ratón y 

s contaron par 7 dlas. La inhibic–On de la infestaciôn 

garrapatas (I) para cada grupo se calculó respecto a 

I s controles intnunizÆdos con el vector coma [1-

S 

(RL>ri/<RL>c x RL>ic/<RL>in)j x 100, en donde <RL>n as 

� l nimero 

promedia de larvae repletas recuperadas par 

atón de cada grupo de prueba , <L>c es el nümerc 
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� 

pzo dio de larvas repletas recuperadas por ratón del 

grupo de control, <RL>ic es el nmero promedio de larvas 

unt as por ratón para el grupo de control, y <IR>in es el 

n ro promedio de larvas unidas por ratdn para cada 

gru a de pz’ueba. 

(0025] Los conjuntos de 41 (30- 61) clones de ADNc 

scapularis se seleccionaron por ELI Solarnente se 

ana izaron 33 conjuntos de ADNc por experimento. El nivel 

d, Infestaci6n promedio de garrapatas fuØ de 50–31 y 

561 .5 y 54–18 iarvas/ratón para los ratones inmunizados 

cDNc y los controles, respectivamente (P>0.05) (Tabla 

1).j El nthnero promedio de larvas engordadas recuperadas 

pqrl
 
,ratôri fue de 9–3 y 13–4 en los ratones inmunizados 

ADNc y 16–4 y 17–3 en el grupo de control ininunizado 

vector (P<0.05) (Tabla 1). No se observó una 

re4iccion en el rxümero de larvas recogidas de los ratones 

qe recibieron el ADN vectorial en comparación con los 
c.’ roles inmunizados con soLución sauna. El nümero 

mt4imd de larvas engordadas se recogió 3 a 4 dias 

ae.4us de la infestación. Sin embargo, en los ratones 

iii4rnizados con los conjuntos de ADNc B5, AS y A10 

(F4ura2) Be registró un retardo en el desarrollo de la 

iafra en 1 o 2 dIas. La inhibic16n promedio de la 

inestaci6n de garrapatas (.1) fue de 49–28% y 30–22% 

/T4D1a 1). DespuØs de dos experirnentos que cubrian el 

a4isis de los 66 conjuntos (2705 clones), se 

seeccionaron 9 conjuntos protectores (351 clones) que 

p760%

ucian una inhibicidn de la infestación de garrapatas 

I  (Figura 2A y 2B y la Tabla 1). Cuando correnzamos 

Ł: Os experimentos, planeamos seleccionar mÆs de 4000 



fl 

do es de ADNc considerando la cornplejidad del gerioma de 

14,.garrapata. Sin embargo, para nuestra sorpresa Se 

ide tificaron 9 conjuntos de ADNc protector despus de, la 

sel cción de 66 conjuntos que contenian mâs do 2705 

c1es de ADNc. El resultadoprobablemente refleja la 

p44ilidad do interferir con infestaciones de garrapatas 

eA,i.ftuchos niveles diferentes que involucran una plyade 

de jroductos genØticos. Los resultados do la vacunación 

confxa las garrapatas empleando antigenos recombinantee 

sieentaxi esta vision (revisados por Mulenga y 

ciboradores, 2000). Debido a la complejidad del 

poedimiento do seleccióxi en ratones vacunados y 

ptados con larvas do garrapatas, era difIcil trabajar 

cOtImAs de 9 conjuntos do ADNc protector. por lo tanto 

no bontinuamos seleccionado nuevos conjuntos de ADNc y 

e4camosnuestra atenci6n en los nueve conjuntos 

se4ccionados despuØs de la selecciOn primaria. 

9Ø1ecci 6n secundaria 

(0026] La selecciOn secundaria so realiz6 para 

veificarla capacidad protectora de los conjuntos de 

APNc selAccionados despuØs do la selecciOn primaria 

(F gura 2A y 2E). DespuØs do la selecciOn primaria do 66 

cojuntos do AD1c (2705 clones) so seleccionaron 9 

cc juntos con I 60% para esta selecciOn secundaria 

Cr selecciOn) empleando S ratones por grupo como so 

4e cribe arriba. Las larvas engordadas se dejaron para 

quf cambiaran de piel en una atmOsfera con humedad del 

95- El camblo do pie1 de las larvas engordadas fue 

ev luado por examen visual de las riinfas do garrapata 

bao un estereomicroscopio 34 dlas despus de la 61tima 
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rec lección de larvas La inhibición del carnbio de piel 

($) para cada grupo se. calculó respecto a los controles 

mm nizados con el vector como 1- (MLn/MLc x RLC/RLn)] x 

100 donde MLn es el nilmero de ninfas para cada grupo de 

p a, MLc es el nürnero de ninfas para el grupo de 

coptrol, RLC es el niimero de larvas recuperadas para el 

grupo de control; y PLi es el ntiinero de larvas 

rec+eradas para cada grupo de prueba. Los ratones de 

control se inmunizaron solamente con un conjunto negativo 

(I 0%) de solución sauna. Un grupo fue incluido SC 

inm4.zado con doe dos.s de 100 jg de protelnas de 

ce4as IDE8 de garrapata por dosis en el ayudante 

� incnp1eto de Freund. 

(0027] Todos los 9 conjuntos de ADNc dieron 

resu1tados positivos en la selecci6n secundaria (no se 

mu ran los datos). los niveles de infestación de 

gazr patas fueron ms altos en este experimento (promedio 

856 y 84–3 larvas/ratón para ratones inmunizados con 

ADNc y de control, respectivamente;. P>0.05). Sin 

embr go, el mimero promedio de larvae engordadas 

reCu eradas por ratón fue de 397 y 26–6 para los ratones 

de ntrol e inmunizados con ADNc, respectivamente 

(P.0. .0) . El grupo inmunizado con cØlulas IDE8 totales 

degrrapata se protegierori con I = 33%. Nuevamente, no 

se. servó una reducción en el nrnero de larvae recogidas 

de 1 s ratones que recibieron el conjunto negativo de 

coat ol de ADNc (conjunto negativo F2 despuØs de la 

sele ción primaria; Figura 2A) en comparación con los 

cot.o1es inmunizados con solución sauna. 
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100281 En la selección secundaria, el carnbio de piel 

de  as larvae engordadas so evalüo despuØs de 34 dIas. 

El anthio do piel fue afectado en todos loegrupos de 

prba inmunizados con ADNc salvo uno. La irihibieión del 

ca’io de piel en los ratones do prueba inmunizados con 

ix4 en comparaciOn con el grupo de control inmunizado 
con ADNc varió do 0% a 12% (6–4%). La inhibición del 

cr4,io de piel fue mayor al 50% solaments en las larvae 

ro49idas de ratones inmunizados con los conjuntos de 

B5 
y 

A10, los cuales demostraron un retraso n el 

errollo de la larva en 1 o 2 dIas en la selección 

pr taria. No so observaron diferencias entro los ratones 

dcontrol inmunizados con ADNc y soluci6n sauna. Entre 

la larvae que no carnbiaron de piel a ninfas, algunas 

4s;:aban visiblemente daæadas y presentaban una fuerte 

ccłración roja. El porcentaje de larvae en los ratones 

i!unizados con ADNc vari6 entre 3% a 18% (7–5%) mientras 

S en los grupos de control inmunizados con soluci6n 

4ina y ADNc las larvae rojas representaron el 6% y el 

respectivamente. 

s4z cci6n terciaria. 
t00293 Para la solección terciaria, se agruparon 64 

cones en 16 subconjuntos cada uno con 1 a 17 plÆsmidos 

acuerdo con la función predicha do las protelnas 

� ccdificadae (por ejemplo todos los plsmidos que 

cdificaron protelnas de histona se agruparon juntos) y 

con 4 subconjuntos que contenlan 182 

cmuones
 de funciôn desconocida o consecuencias sin 

l,utilizaron
 

tnolog1a a las bases de datos de secuençias para 

nizar 4 ratones por grupo. Los ratones se 
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i. nizaron con 0.3 Dg/plÆsmido/dosis en PBS de 50 Dl y 

s valuaron como se describe arriba Los ratones de 

cofl3o1 se inmunizaron con un conjunto de 20 plÆsmidos 

quecontenlan ADNc mitocondriales. 

(00301 Los n:Lveles de–nfeatación de garrapatas 

fe4on similares en todos los grupos de prueba (72–2 

lartas/ratc5n) y en los ratones de control (69–2 

lafras/raton). El nümero de larvas engordadas 

re4peraaas por raton tambin fue similar entre los 

rtnes de prueba (16–7) y los de control (14–6) 

Sin embargo, los grupos inmunizados con los 

sbonjuntos de ADNc que contenlan clones con. 

e!4peptidasa putativa, nucleotidasa, proteinas 

r*14Dsomales proteinas de choque t&tnico, proteinas ricas 

en 1utamina-alanina y 3 de los subconjuntos con función 

dconocida o secuencias sin homoJ.ogia a las bases de 

dtJos de secuencias tenlan I a 15% (Figura 3) Ms aun, 

ere ellos, los grupos inmunizados con subconjuntos que 

cotenian clones con endopeptidasa, nucleotidasa 

puativas y dos de los subconjuntos de ADNc con función 

de conocida o consecuencias sin homologla a las bases de 

a 

os de secuencias resultaron en un niveles de 

in estaci6n inferiores comparados con los ratones de 

oc trol (F0.05) y I 40% (F’igura 3.) Se seJ.eccionaron 

clones hom6logos a las proteinas del corión, 

eptores de de viteloginina, y proteinas de 

eonocimiento de peptidoglucanos por su capacidad de 

p teccic5n potencial en otras etapas del desarrollo de la 

fraata. 



Afl4isis estaclistico 

(0031] El ntThiero de larvae unidas par ratOn y el 

njnro de larvae engordadas par rat6n 7 dIas despuØs de 

� - jLnfestacion se compararon par AnÆlisis de Varianza lL bVA) seguido despuØs par una eerie de pruebas post hoc 
d ukey para comparaciones apareadas entre ratones 

i+nizado5 con ADNc y ratones de control inmunizados con 

vectorial (selección primaria), y par la prueha de la 

td Student entre ratones inmunizados con conjuntos de 

� AM positivo y los conjuntos de P2 ADNc negativo8 

0Lecci6n secundaria) a entre ratones dIB prueba 

inrnizados con subconjuntos de ADNc y ratones 

initunizados con ADNc mitocondriaj.es (selección 

tjeiaria). 

Ejemplo 2: An.1isis de la secuencia para clones 

p.rotectores 

(0032] Todos los 351 clones de ADNc en los 9 

aoijuntos que resultaron positivos en la selecci6n 

sundaria fueron secuenciados. El ADN de clones 

iucividualee de estos cinjutos fue purificado (sistema de 

u4ificaci6n de ADN plsmido Wizard SV 96, Promega) de la 

PI ca maestra y parcialmente secuenciados. En la mayoria 

de los casos se obtuvo una secuencia de rns de 700 

u1e6tjdos. Las secuencias de nucleôtidos se analizaron 

usndo el programa AlignX (Vector NTI Suite V 5.5, 

XnorMax, North Bethesda, MD, Estados Unidos de America), 

$eutilizo BLAST (Altschul y colaboradores, 1990) para 

� bucar en las bases de datos NCBI para identificar 

euencias clonadas anteriormente que pueden tener 

logIa con aquellas que nosotros habiamos secuenciado 



4 

El, n1isis de las secuencias permite agrupar los clones 

de: cuerdo con la identidad de la secuerfcia a las bases 

de atos de ADN y predecir la función de la protemna. 

Los clones protectores que se seleccionaron despus de la 

se eción terciaria fueron secuenciados completamente.. 

t00331 La comparac–ón a las bases de datos de 

se encias permitió identifica,r genes reportados 

� iatnente con función conocida en 152 (43%) de los 

ci nes (Tabla 2). El cincuenta y siete por ciento de las 

se uencias eran homólogas a genes con funcióri desconocida 

Q. o tenlan identidad significativa a. secuencias 

re ortadas previamente (Tabla 2). De los clones con 

£ :.ntidad de secuencia a genes con funci6n conocida, 85% 

or n hom6logos a secuencias de artrópodos. Noventa y 

trs clones (61%) contenIan secuencias hom6logas a 

Drsaphila inelanogaster, 5 (3%) a otros iiisectos y 32 

a especies de garrapatas Ixodid. Treinta por 

cinto de los clones se eliminaron de anÆlisis posterior 

erLbase a la identidad de su secuencia, incluyendo 

a. 

ellos que contenIan secuencias sirnilares (Tabla 2) 

clones protectores inclulan antIgenos homólogos a 

opeptidasas, nucJ.otdasas, protenas del coron, 

ceptores de vitelogenina, protelnas de reconocimiento 

peptidoglicano, proteinas ricas en g1utanina-a1anina, 

p- oteInas ribosornalos y proteInas de choque tØrmico. 

.Rsumen de los resultados 

100341 Los resultados obtenidos con los diferentes 

c ones protectores identificados en el listado de la 

s4cuencia, junto con ciertas protelnas expresadas 

leccionadas, se resumen en la Tabla 4. 
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[0035] SEQ ID NO:1 denota el clan designado 4E6, en 

el fragmento codificador de proteina relevante ha 

sid identificado coma que comprende los residuos 1 - 

1174 con el polipØptido mostrado on SEQ ID NO: 2. 

(0036] SEQ ID NO:3 denota el clan designado 4D8, on 

dc$a+ el fragmento codificador de proteina relevante ha 

Siident.ficado coma que comprende los residuos 80 - 

575, los cuales codif lean el polipØptido mostrado on la 

SF ID NO -.4. 

(0037] SEQ ID NO:5 denota el clan designado 4F8, en 

don+ 
el fragmento codificador do proteina relevante ha 

sido idexitificado coma quo comprende los residuos 1 - 

951, los cuales codif lean el polipØptido mostrado on la 

SE D NO:6. 

} [0038] SEQ ID NO:7 denota el clan designado 4G11, on 

el fragmento codificador do proteina relevante ha 

sio identificado coma que comprende los residuos 1 - 

967, los cuales codif lean el polipØptido mostrado en la 

SEQ D. NO: 8. 

(0039] SEQ ID NO:9 denota el clan designado 4D6, on 

don4 el fragmento codificador do protelna relevante ha 
sido identificado coma que comprende los residuos 198 - 

1025: los cuales codif lean el polipØptido mostrado on la 

SEQ ID NO:10. 

� (0040] SEQ ID NO:11 denota el clan designado 3E1, en 

don4 el fragmento codificador de proteina relevante ha 
sq 3.dentlflcado coma que comprende los residuos 3 

� - 578, los cuales codifican el polipØptido mostrado en la 

SE D NO 12 
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-. (0041] SEQ ID NO:13 denota el don designado 1C10, 

on ¶nde ?l fragmento codificador do proteina relevante 

ha ido identificado como que comprende los residuos 1 - 

11,1,11 los cuales codifican el polipØptido mostrado en la 

SQ W NO:14. S 

(00421 SEQ ID NO:15 denota el clan designado 3E10, 

. er onde el fragmento codificador de proteina relevante 

ha sido identificado coma que comprende los residuos 51 - 

15, los cuales codifican elpolipØptido mostrado en la 

SQ ID NO:16. 

(0043] SEQ ID NO:17 denota el don designado 4F11, 

e ?onde el fragmento codificador do proteina relevante 

h ido identificado coma que comprende los residuos 31 - 

los cuales codifican el polipØptido mostrado en la 

SQ. -ID NO: 18. 

£00441 SEQ ID NQ:19 denota el clan designado 3C12, 

e- onde el fragmento codificador de proteina relevante 

h ido identificado coma que comprende los residuos 6 - 

los cuales codifican el polipØptido mostrado en la 

SE ID NO:20 

� (0045] SEQ ID NO:21 denota el don designado 2C12, 

%i onde el fragmento codificador do proteina relevante 

haL sido identificado coma que comprende los residuos 3 - 

13 ., los cuales codifican el polipØptido mostrado en la 

9E ID N0:22 - 

� 

- [0046] SEQ ID NO:22, 23 Y 24 denotan respectivamente 

la - clones design.ados 1A9, 1B2 y 4A4, donde cada uno 

c,p, rends una secuencia sin un polipØptido asociado. 

� (0047] Ahora so ha descubierto que ciertos de los 

anhjigenos protectores exhiben actividad y so expresan en 

’-S 



garrapatas a travØs de las especies, y en ciertas 

cir pnstancias a travØs de los gØneros, haciendo posible 

asi el use de antIgenos comunes enormulaciones de 

v4c zas contra garrapatas de arnplio espectro. 

Ejeoiplo 3: Extens–6n de ant1gnos protectores de I. 

s4u1aris a otras especies de garrapatas 

M6 dos 

E.4acci6n de ARN y transcripci6n revertida (RT) -PCR 

[0048] El ARN total se extrajo de los intestinos y 

lsglndulas salivales disectadas de 30 hernbras de I. 

9*4u1aris sin alimentar, aproximadamente 100 y 1000 

n.4as y larvas de I. scapularis, respectivamente, la 

Mas de huevos depositados per una hØmbra de I 

8c4u1aris; glØndulas salivales disectadas de 10 machos 

D $’ariaJDi1is, glndulas salivales e intestinos 

di4ctados de 2,0 adultos de A. aniericanura y R. 

5r+uineus, 10 adultos B. roicroplus y 10 hembras I. 

peficus, respectivamente y 100 - 150 larvas de I. 

rinOS. El ARN total se extrajo de muestras de 

garapatas homogenizadas usando Reactive TRI (Sigma), 

eócpto para el ARN de I. ricincs y B. microplus el cud 

se xtrajo usando el Kit ARN Istapur (Eurogentec, 

se4ing, BØlgica) y el kit Rneasy (Qiagen, Valencia, CA, 

Est dos Unidos de America), respectivamente, de acuerdo 

ccn1as instrucciones del fabricante. La pelotilla de 

AR final fue resuspendida en 50 - 100 gl de agua estØril 

da onizada, tratada con dietil policarbonato. Las 

re ciories RT-PCR se realizaron usando el acceso al 

ema RT-PCR (Promega, madison, WI, Estados Unidos de 

Am ica), Un AL de ARN se transcribo de manera reversa 



en .10 /1L de una mezcla de reacciOn (1.5 mM de MgSO4, 

vir. s  1 de mieloblastosis aviaria (AMy) amortigttdor de 

ra ci6n RT/Thermus flavus (Tf 1), 10 mM de hexamro 

aleattorio, 0.2 mMde cada trifosfato deoxinicleósido 

(. P), SIJ A4V RT, 5u Tf 1 DNA polimerasa (Promega), 10 

de cada iniciador) a 48 °C por 45 minutos. DespuØs 

minutes de incubaciôæ a 94°C, se realiz6 PCR en la 

mezcla de reacción con iniciadores especif ices y 

cqr4iciones de amplificaci6n (tabla 5) . Las reacciones 

de dontrol se realizarori utilizando los mismos 

pro edimientos pero sin control RT para contaminaci6n de 

AbNen las preparaciones de ARN y sin agregar ARN para 

cc#n rolar la contaminaciOn de la reacción de PCR. Se 

re. izaron controles positivos de la reacción PCR con DNA 

de. 1smido que contenla un ADNC de garrapata clonaao y 
ii 

cc ADN del genoma extraldo de cØlulas IDE 8 de I. 

sctz1aris. A los productos del PCR Se lee realizó 

e]troforesis en geles de azarosa al 1% para revisar el 

tm4io de los fragmentos amplificados per comparaci6n con 

eltarcador de peso molecular del ADN (1 Kb PLus DNA 

Lder, Promega). 

Coac..6n y secuencamiento del 4D8 de D var.abilis, A 

an4icanum y B. raicroplus. 

00493 Lo fragmentos del ADNc 4D8 de D. variabilib, 

A 4mericanum y B. microplus se amplificaron por RT-PCR y 

s lonaron en pGEM-t (Promega) . Se secuenciarori cuatro 

c3Qzes de cada uno en la Instalación de Secuenciamiento 

de tPacleos, departamento de Bioquimica y Biologia 

Mói cular, Centre de Investigación Noble, Oklahoma State 

� University. 



Vçnación  de cc,nejos y prueba con ninfas de I. S 

scu1aris, D. variabilis yA. americanum 

(0050] Se disefO un experimento para evaluar el 

ee to de los antIgenos protectores contra garrapatas en 

las etapas do ninfa de I. scapularis, D. variabilis y A. 

aneicanum. Tin conejo blanco de Nueva Zelanda por grupo 

Be 4nmuniz6 con tree dosis (semanas 0, 4 y 7) que 

conIan 50 /hg/dosis de protelnas 4F8 y 4D8 purificadas 

a pptido sintØtico 4E6 derivado de I. scapularis, una 

cLjnaciOn de 4F8+4]J8+4E6 o albthnina de suero bovino 

(Sima) coma control en FIA (Sigma). Los animales se 

cu4aron de acuerdo con los estÆndares especificados en 

la cu1a para el Cuidado y Usa de Animales de Laboratoria. 

14s conejos fueron inyectados subcut.neamente con 500 

p1/osis usando una jeringa de tuberculina de 1 ml y una 

agua de calibre 273. Dos semarias despuØs do la iltima 

in14nizaci6n, los conejbs fueron infestados con 100 

ninas de I. scapularis por conejo en una oreja y 110 

nxas de D. variabilis y A. americanum en la otra oreja. 

l rümero de ninfas unidas Be registró y las ninfas 

egrdadas quo caIan do cada oreja del conejo se 

rcgieron diariamente y se contaron por 7 dias. La 

ni:zas engordadas de D. variabilis y A. americanum Be 

sp4raron baja la luz de un microscoplo de disecci6n. S S 

Las ninfas engordadas recogidas deapuØs de completar al 

per odo de alimentación se contaron y pesaron. La 

ir biciôn de la infestación do ninfas de garrapatas so 
Cal

uló respecto al grupo de control coma se describe 

pre iamente para 1a infestaciôn do larvae de garrapata 

(Al azân y colaboradores, 2003). La reducci6n en el peso 
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d.e las ninfas engordadas se determ–nô en grupos 

exp  respecto a las ninfas recolectadas del 

gruo de control. 

R+1tados 

E*pesi6n de ADNC protectores 

£00511 La expresiôn de genes que c.odificaban los 

at.genos protctores contra garrapatas se anal–zó en los 

n–vLes de mARN y prOtelna pot RT-PC. e inmunobioquImica, 

r.4ect–vamente. La expresión de rnARN de 4F8, 4D8 y 4E6 

se 4etect6 en todas las etapas del desarrollo de I. 

sakt1aris y en los intestinos y las glndulas de 

garapatas adultas (Tabla 6). Las reaccionos de control 

dartaron la contaminación con ADN del genoma o durante 

el CR. Adems, el PCR del ADN del genoma de la 

garapata mostr6 que el tamaflo de los fragmentos 

ançlificados de ADN era mayor al tamaflo de los fragmentos 

de Nc, probablemente debido a la presencia de 

seOl+ncias de intrón en los genes analizados (Table 6). 

£00521 La conservación de la secuencia y la 

exsi6n de 4F8, 4D8 y 4E6 se analizô en especies 

re1ionadas a la I. scapularis, I. pac.Ificus a I. 

riç–Aos, y en D. variabilis, R. sangvineus, B. microplus 

y A. Americanum por RT-PCR (table 6) usando los 

ini. adores derivados de las secuencias de I. scapularis 

(Tab a 5). La expresión se detectó en I. ricinus para 

too los tres genes y en I. pacificus pare 4DB y 4E6. 

La ¶presi6n de 4D8 tarnbiØn se detectó en D. variabilis, 

B. croplus, R. sanguineus y A. araericarium. 

Secunci. de 4D8 -de D. variabilis, A. a.mericanum y B. 

micp1us. 
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(0053) Las secuericias de los ADNc de 4D8 do D. 

v8Xabilis, A. americanuir y B. micrc’plus y sue secuoricias 

de rnino.cidos deducidas se proporcionan en SEQ ID NOS: 

26 31. Las secuencias asociadas con el antigeno 

pro ector contra garrapatas asociado con el antigeno 

pQtector 4D8 derivado do la Rhipicephalus appendiculatus 

se #roporciona en SEQ ID NOS: 38 - 39. 

P41edades protectoras de los antlgerios de garrapata 

cora la infestaciân do ninfas de I. scaptzlaris, D. 

va’r4bi1is y A. americanum. 

[0054) La detecciôn de la expresión de 4D8 y 4E6 en 

ecies do garrapatas diferentes a la Ixoda fue la base 

pAr el experimento en el cuales conejos se inmunizaron 

ccantIgenos protectores derivados de I. scpularis y se 

prłaron con larvae do I. sacpularis, EL variabilis y A. 

amicanum. Los resultados sugieren un efecto de la 

ixw4izacion con 4D8 sobre la inhibición do las 

infstaciones do ninfas en todas las tree especies do 

gar1patas y un efecto notable sobre las ninfas de D. 

vaabilis ref lej ado en el nümero de garrapatas 

v3blemente daadas y en la reducci6n del peso de las 

m*a6 engordadas (Tabla 7). La inmunizaciôn con 4F8 

tuv un efecto solarnente sobre las, infestaciones do 

ninas do I. scaptlaris y el efecto do la inmunizaci6n 

ccn4E6 se reflej6 en las infestaciones de A. arnericanum 

y e el peso de las ninfas engordadas do D. variabilis 

(Tala 7). El efecto sinergIstico de la inmunización con 

todcs los tree antIgenos se observe para el 4D8 en las 

niatas do I.scapularis (Tabla 7). 
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(0055] El experimento 3, entonces, demuestra la 

esiva utilidad de usar los antigenos protectivos 

ra garrapatas 4D8, 4F8 y 4E6 de la I. sc6pularis e 

ulaciones de vacunas para el control de multiples 

epcies de garrapatas. 

(0056] Por lo tanto, la preserite invención se 

ral,ciona con la identificaci&r de estos antIgenos los 

cXa es protegen contra un amplio espectro de especies de 

gar apatas, secuencias de genes y proteinas codificadas 

pa dichos antIgenos, vacunas relacionadas y mtodos 

üti 

n 

es para inducir una respuesta inmune. mÆs 

geralmente, la invención concierne a las secuencias de 

ADN dadas y cualquier secuencia de nueleótidos que sea 

cap+ 
de producir un anticuerpo u otra respuesta inmune 

itejemplo respuesta de las cØlulas T del sistema 

inue) que reconozea un epitope de la secuencia de 

aminaÆcidos mostrada en el Listado de Secuencia, 

incluyendo menos de una secuencia de ADNc completa o 

rnut+tes 
del mismo. POT lo tanto la secuencia de 

nuI16tidos puede codificar una proteina que es la 

to idad del antIgeno por la variedad de bases 

deft idas, o un fragmento o derivado del antIgeno o un 

prpdicto de la fusion del antIgeno o fragmento y otra 

prmna, con la coridición que la prote1na que se produce 

det 1 secuencia es capas de generar una ariticuerpo u 

Otra respuesta inmune que reconoce un epitope de las 

seu ricias de arninoÆcidos dadas. 

(0057] Como resultado, la invención abarca 

sen4ricias de A]DN que codifican y/o expresan en lts 

c6it4as transformadas apropiadas, protelnas que pueden 
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ser Ja lorigitud completa del antigeno, fragmentos del 

artt Seno, derivados del antigeno o el producto de la 

fus on de tal antigeno, fragmentos de antlgeno o 

der vados de antigeno con otra protemna. 

(0058] Come podth. ser apreciado per aquellos de 

hab4lidad ordinaria en el arte, una secuencia de 

nuc.eOtidos que codif lea los antIgenos de la invención o 

vaantes de los mismos puede diferir de las secuencias 

ntivas aqul presentadas debido a degeneraciones del 

cpdn, polimorfismos del nucleótido, o sustituciories, 

elininaciones o inserciones de nucleótidos. I1ientras que 

se uestran varias modalidades de tales molculas en el 

]4tado de Secuencia, debe entenderse que dentro del 

otexto de la presente invenciOn, la reterencia a una o 

estas molculas incluye variantes que ocurren 

nauralmente y/o secuencias sintØticas que son 

sutancialmente similares a las secuencias aqul 

p9porcionadas, y, deride sea apropiado, la protelna 

i1icluyendo pØptidos y polip6ptidoss4 que se codif lea per 

esas secuencias y sus variantes. Come se utiliza aqul, 

lasecuencia de nucleOtidos se considera come 

sistancialmente similar" Si: (a) la secuencia do 

nu le6tidos se deriva de La regiOn de codi.ficaciOn de un 

nativo de las diferentes especies de garrapatas 

ntadas y codifica un pØptido o polipØptido que posee 

� antigenicidad descrita (incluyendo, per ejemplo, 

(rciones do la secuencia o variaciones alØlicas do las 

scuencias proporcionadas); o (b) las secuencias do S 

ntcleOtidos se degeneran (en otras palabras coditican el 

m1imo aminocido utilizando una secuencia do codories 

0 
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dirente) coma resultado del código genØtico de la 

ae4encia de nucleótjdos definida en (a); a (c) la 

se4encia de nucle6tidos es al rnenos 95% idØritica a la 

s+encia de nucle6tidos aquI provista, a (d) es un 

c4iemento de cualquiera de las secuencias descritas en 

C). 

(0059]. Las proteIrias incluidas dentro de la presente 

in ención tienen una secuencia de aminocidos mostrada en

si Listado de Secuencia y los homólogos del mismo. Otras 

pr Iteinas incluidas consisten de un fragmento dedicha 

seuencia capaz de generar un anticuerpo u otra respuesta 

4tine la cual reconoce un epItope de una secuencia de 

noàcidos mostrada y un mutante de dicha secuencia 

gaas de generar un anticuerpo u otra respuesta inmune 

qu reconoce un epitope de tales secuencias de 

ai nocidos. respecto a la hornologla a la secuencia 

r*a iva, una variants deberg preferiblemente tener al 

meos 95% de homologia con la secuencia de aminocidos. 

cco se utiliza aqul, la "homologla" de aminoÆcidos se 

ceermina par un algoritmo de computador incorporado en 

i1i�pragrama de büsqueda de una base de datos comünmente 

14t lizado en el arts, par ejemplo, coma se incorpora en 

Ia programas BLAST (BLAST TM, un programa de cornputador) 

(A tschul y colabcradores, Nucleotid Acids res. (25) 3389 

-402, 1997) a DNA STAR MEGALLIGN (DNA STAR MEGALIGN, 

i.uiprograma de cornputdor) cue devuelve resultados 

sinilares en c.lculos homólogos. 

t00603 Las secuencias de nucleôtidos pueden 

ir+ertarse en cualguiera de un amplio arreglo de vectores 

0. expresi6n par una variedad de procedimientos. tales 
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poedimientos y otros se consideran conocidos par 

aqu lbs eon habilidad en el arte. Vectores apropiados 

inc uyen secuencias de ADN cramosomal, no cromosomal, y 

S. Øticas; par ejemplo, derivados de SV40, plÆsmido 

bateriales, ADN de fagos; plasntidos de levadura, 

veores derivados de combinaciones de plÆsmidos y AMN de 

fa os; ADN viral tab coma baculovirus, vaccinia, virus de 

vçicela, pseudorrabia, etc. La secuencia de ADN 

p4opiada debe ser unido operativamente en el vector a 

secuencia de control de expreaiôn (promotor) para 

.iigir la sintesis de titARN. Coma ejempbos 

eresentativos de tales promotores, se pueden mencionar 

pr otor LTR o SV40, el lac a trp de E. coli, el promotor 

1bda P1 del f ago y otros promotores conocc1os par 

4troiar la expresión de genes en cØlulas procariôticas 

y ucari6ticas a sus viruses. El vector de expresión 

t+bi&1 
incluye una secuencia no codificadora para un 

si,kdo de union de ribosoma para el inicio de la 

tx4ducción  y un terniinador de transcripelOn. El vector 

tmbiØn puede incluir secuencias apropiadas para 

plificar la expresi6n. 

(0061] El vector que contiene la secuencia de ADNe 

ropiada se describe arriba, asi coma un promotor a 

ccpntrol de secuencia apropiado, puede emplearse para 

4ansformar un hospedero apropiado para permitir qiie el 

hspedero exprese la protelna. Ejempbos de organismos 

� hspederos incluyen variedades de bacterias (po ejempbo 

coli, Pseudomonas, Bacillus, Salmonella, etc.), hongos 

(or ejempbo levaduras y otros hongos), hospederos 

4-iimales a vegetales (par ejempbo cØlulas de ratOn, cerdo 



0 e tejido animal o humano). La selección del hospedero 

se considera dentro del alcance de aquel con habilidad en 

EU arte. 

� [00623 Tatnb–n se entiende que la secuencia de ADNc 

p Łpiada presente en el vector cuando se introduce en un 

h, pedero puede expresar parte o solo una porción de la 

pr te.tha que se codifica dentro de la terminologia 

antada, siendo suficiente que la protena expresada 

puda ser capaz de generar un anticuerpo U otra respuesta 

� in 

ne que reconozca un epitope de las secuencias de 

am  noÆcidos enumeradas. S 

(0063] El ADNc aislado y/o el polipptido expresado 

p 6r el hospedero transformado por el vector puede ser 

cechado par mtodos que se le ocurrirÆn a aquel con 

h4ilidad en el arte y utilizados en una vacuna para la 

de un mamifero, tal coma perros, ganado, 

etc., contra infestaciones de especies de 

9rrapatas Ixode.s y no Ixodes. Tales protelnas 

r co.mbinantes protectoras y/o ADNc modificados se usan en 

a cantidad efectiva para inducir una respuesta inmune 

djq,ntra tales garrapatas y SUB patógenos asociados y 

pden utilizarse en cornbinaciôn con un portador 

ropiado fisiológicamerite aceptable. El trmino 

nducir una respuesta inmune" cuando se utiliza respecto 

a: la vacuna descrita aqul significa que la vacuna 

p eviene enfermedades asociadas con una especie 

p rticular de garrapata o reduce la severidad de la 

fermedad. 

(00643 El portador empleado en conjunci6n con la 

ôuna puede ser uno de una amplia variedad de 



poadores. Como ejemplos representativos de portadores 

opiados, se pueden mencionar aceite mineral, polimeros 

tticos, etc Los portadores para vacunas son ben 

qo cidos en el arte y la seleceiOn de un portador 

3p piado se considera dentro del alcarice de aquellos con 

Ilidad en el arte La selecci6rdel po–tador 

apopiado tambiØn dependerA de la rnanera en que se va a 

ad4inistrar la vacuna. 

� 
100653 La presente invención proporciona un tnØtodo 

paa inmunizar un mamifero susceptible, contra las 

inestaciones y enfermedades causadas por las garrapatas 

4i. la vacuna descrita arriba. Para propósitos de la 

invenci6n, la vacuna se administra en una cantidad 

�eiectiva. La vacuna puede administrarse por cualguiera 

los mtodos bien conocidos por aquellos con habilidad 

re el arte, por ejemplo, por inyecci6n intramuscular, 

is bcutÆnea, intrapŒritoneal o intravenosa. 

A ternativamente, la vacuna puede administrarse 

i tranasalmente u oralmente TambiØn debe entenderse que 

vacuna puede incluir cornponerites activos, tales como 

�t6genos generados por las garrapatas o ayudantes ademÆs 

l(los)

 

antigeno(s) o fragmentos descritos arriba. 

(00663 El hospedero que expresa el antigeno puede en 

� mismo utilizarse para entregar el antigeno a animales 

humanos, introduciendo cØlulas hospederas muertas o 

iables que son capaces de propagarse por e]. animal. La 

ncorporacióri direeta de secuencias de ADNc en las 

Ølulas hospederas tambin puede utilizarse para 

introducir secuencias en cØlulas animales para expres16ri 

4e1 antigeno in viva 
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Grupo H Nmero de Ntmero Nimero Inhibición Nthnero de - 
eperiheta grupos promedio prmedio–SD promedio –SD grupos 

ezaminado –SD de de larvae de seleccianados 
s (nmero larvae devoradas infeetaci6n para ci examen 
de unidas por ratdnc de secundarlo 
clones) por garrapatas 

ratónb - (1)d  

Experime ito 33 (1383) 50–13 9–3 (2-42) 39–55k 16 (1>75%) 
1  (33-80)  (-183 - 87%  

ControLe 
inmunieaos - - - 56–13 16–4 (5-27) - - - - 
con (45-67) 
vectoza 
para &L 
experiito 
1      
Experito 33 (1322) 56–15 13–4 (1-27) 27–28% 3(1> 60%) 
2 (29-79) 

- (-53 - 89% 

Contrdi
 

-- 
- - - - - 

inmun2l los 54–18 17–3 (6-28) - - - - - - - - 
con A. (36-73) 
vectori 
para 
experà to 
2  

a Se prepararon noventa y seis placas LBA que 

cont*�’en un promedio de 41 ADNc clones par p1aca Se 

rea1z von las replicas y los clones de cada placa fueron: 

agrupos, inoculados, desarrollados par 2 horas en una 

� plac4ie cubetas 96 y el plÆsmido de ADN fue purificado 

de c4 grupo para ELI. Cada uno de tres ratones par 

grupo F.ueron inmunizados IM dos veces con 1 jg DNA/dosis 

en 50.. g PBS dos semanas aparte. Cada uno de los tres 

ratones de doe grupos fueron incluidos como controles. 

Un 
grt 

o fue inyectado con el vector ADN y el segundo con 

� saliia ithcamente. 

IbQuince dias despuØs de la ültima 

los :ones fueron infestados con 100 I. Scapularis 

larv-& par ratôn. Doce horas despuØs, las larvae que no 

- 



$5 nrori fueron contadas para calcular el ncmero de 

larvas unidas por rtón y los ratones fueron transferidos 

a nuev?z jaulas. 

Las larvas devoradas que se caen de cada rat6n 

fuermrecoiectadas diariamente y contadas despuØs de 7 

dias. 

’ La inhibición  de la infestación de garrapatas 

(I) cada grupo de prueba se calculó con respecto a 

los coitro1es inmunizados de vector eorcto [l-(RLn/RLc x 

RLc/4.n)] x 100, donde RLn es el nirnero promedio de 

larv&Jrepletas recuperadas de cada ratón par cada grupo 

de grupa, RLC es el nimero promedio de-larvas repletas 

recupeadas par ratón para el grupo de control, RLIc es 

el nØnro promedio de larvas unidas par ratôn para el 

grupo e control, y RLin es el nümero promedio de larvas 

unid par rat6n para cada grupo de prueba. 

Tabla 2. Clasificación de los clones en grupos 

protectores mediante función de proteina putativa de 

acuero con la idntidad de las bases de datos de la 

secuedcia 

’unci6n de proteina putativa Ninero de clones 

:jO$jflttjCOa 2 

Catabolismo 4 

Adhesión de celda 2 

Ciclo de celdaa 2 

H Citoesqueletala 8 

efnsa 2 

Estructura o replica ADNa, 3 



fl 
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Tabla 3. Agrupamiento de los clones de acuerdo 

con la funci6n pronosticada de protelnas codificadas en 

sub-grupos para el examen terciarlo, 

b-gruo Clon Grupoa 
(NOt de clones)  
Ribo ómico (17) 1A2, lAb, 1d1 AS 

1FG Dl 
288 AlO 

2F8, 2F10 38 
3A10, 2C3, 3D2, 3D10 34 

3G9, 3G10 33 
4D11, 4D12, 437, 4F7 - Fl 

rte1na de 1D8, 1D11, 1310 Dl 
mebrana (7) 2312 AlO 

2H5 38 
3C9 34 

_________________ 3G11  33 
44  

Pasa(6) 1A9, 132, 1C9 AS 
2C9 AlO 
4A4 C3 

4G12 Fl 
Tranrtado 

de 
r/canal 1F4 Dl 

icelda (5) 2311 38 
4Al2 C3 

4Gb, 4G11 Fl 
arro110 1C8 AS 

tempZaTio-�especifico 3F4 33 
(4) 4C7 C3 

Vite1enina (3) 1F12 Dl - 
4A6 C3 
4G2 Fl 

Choque1 calor (3) 
-- 

adO AS 
1F1O Dl 
3F6 33 

Similaxa1 EGF (2) 2H4 38 
4C10 C3 _ 

?rotel4 secretada 2F9 E8 
1(2) S 3C12 84 

Glut anna -Al anina 4D6, 4E6 Fl 
ia (2)  

Adapina (1) - 3E1 33 

Endoptidasa (1) 4D8 

--

Fl 

Nuclea idasa (1) 4F8 Fl 



Tabla 4: Resumen de los resultados con clones 

I. S ularis ADNc 

Proteina - Inhibiciôn Iih.thjcjâ.n  Eficacia 
pronosticada de del 

intestaclón proceso de 
por muda 

garrapatas E (%) 
I (%) N (%)  

- ii- Endopeptidasa 40*154** 7*/8** - 44*/58** 
_ � Nucleotidasa 50*/64** 17*/_9** 58*/61** 

HSP70 17* ND ND 
46 Rico en Glu-Ala - 61* II 1 66* 
4E6 Rico en Glu-Ala */46** 

- 

J** 55** 
31 -adaptina 27* 5* 31* 

(regiôn de 
apØndice) 

2C1 Protelna 
___ 

8*** 
__________  

ND ND 
precursora 

Beta-amiloide 
(APP)  

4FIJ Bloqueo de la _39*** 
proliferaci6n 

Bopi  
3E Lectina de 48*/10** 

___________  

ND 
aglutinamiento 

de Manosa 
4G11. Canal de 39*** 30 57 

cloruro 
3ci2 Pblimerasa III _104*** ND 

ARN 
19j ATPasa _57*** ND ND 
lB, 

s ratones fueron inmunizados con p1smido ADN de 

expresSn que contiene ADNc tal como se describió arriba 

(*) o n 100 .g/dosis de protelna recombinante 

expre0o.da en E. Coil (**). I, M y E fueron caiculados 

como ŁØ describe arriba. ND, no determiriado. 

***Re$uitados en una actividad pro-

alimetdora. Este efecto puede deberse a la expresión 
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7DNd RT-PCR primarios (5’ - 3’ ) Condicion Tamaflo Tamaflo de 
es PCR" de banda ADN 

banda 
2DNC  

4F8 
48R5: GCGTCGTGTGQAGCATCAGCGC 940C, 30 972 bp >1,600 bp 

seg 
ISEQ XD NO: 32) 61°C, 30 

48-R: TCGCACGGACACGGCAGGTT seg 
(SEQ ID NO: 33) 68°C, 2 

mm 

4D8 4D8?.5: GCTTGCGCAACATTAPAGCGA7C 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 

mm  

4E6I 1426RS. GAATATCTGTGAAACCAAGGCC 94°C, 30 

H (SEQ ID NO: 36) seg 

138 bp -4,600 bp ?4E6tJ-R: 

ATTGCACAACACATCATTAACTG (SEQ 52°C, 30 
ID NO 37) seg 

68°C, 1 
mm 

’Las condiciones PCR Be indicanpara los pasos 

de 4e!naturalización, recocido 7 polimerización, 

resł4 ivamente 

bcalculado de la sencuenica del iriserto de cDNA 

cEstimado del PCR del DNA genómico  IDES 

Tabla 6. Perf ii de expresión de los mARN que 

se c1if–can para los antigenos protectores en garrapatas 

Fuent I. scapular!s B. 
pabif icus ricin americanum variabi sangu.neu nucrp1u 

US us S S 

I e n g sa., 

0 

g 
g 
- 

y 
m 

1 
u 
t 

iva 
1 
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Tabla 7. Resultados de la vacunacjóri con 

ant5nos protectores de garrapatas reconibinantes sobre 

las n–zifas I. Scapularis, D. VariaSilis y A. Americanum 

Ecies de Tnhibici6n de Reducciôn en el peso do 
ga 

.apatas infestaci6n nirifal ninfas devoradas (%)b 

do garrapatas (%)a 

41)8 4F8 4E6 All 41)8 4F8 4E6 All 
35 39 0 63 0 0 0 0 I. ffp u1aris 

-  

D.V.jabi1ja 
T 22 0 5 8 32 0 27 0 

 

a Determinado con respecto al ntnero de ninfas 

devor4das recuperadas del grupo de control tal coma so 

desgr.bió arriba para las infestaciones larvales de 

gary atas. 

b Peso promedio par ninf a devorada con respecto 

al ps#o de ninfas recolectado del grupo do control. 

00671 En vista do lo anterior, serA obsorvado qua 

se lc’ran algunos objetivos do la invención asi coma se 

obUoen otros resultados ventajosos. Coma varios 

camts podrian ser.hechos an las anteriores molØculas de 

ADN. roteinas, etc. sin salirse del alcance de la 

invrión, se pretende qua toda la materia contenida an 

la prsente descripción a mostrada n los dibujos que se 

acoan so interpretarÆn como ilustrativos y no an un 

sei*i3.o limitativo. Mientras la invenciôn ha sido 

desc4ita con un cierto grado do particularidad, se 
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H 
LO Qft  REIVINDICA ES: 

1. Un polipØptido aislado seleccionado del 

grupç  ue consiste de polipØptidos derivados de geixrapata 

desigdos 41D8, 4F8 y 4E6. 

2. Una composicióri de vacuna anti-garrapata 

de rntU iples especies que comprende el polipØptido de la 

reivi4icaci6r. 1 y un portador o diluyente 

farm4c uticamente aceptable. IRC 

3. El polipØptido aislàdo de la 

reiv4icaci6n 1, en donde el polipØptido comprende el 

politido derivado de garrapata 4D8. 

4. Un polipØptido aislado que comprende la 

secueia de amiriocidos de por lo menos una de SEQ ID 

NO:4, 19Q ID NO:27, SEQ ID NO;29, SEQ ID NO: 31, o SEQ ID 

I’O39 

S. Una composición de vacuria anti-garrapata 

de m.4iples especiesque comprende el polipØptido de la 

reivinicación 4 y un portador o ciiluyente 

farmac l4ticamente aceptable. 

6. El polipØptido de la reivindicación 4, 

donde el polipØptido comprende la secuencia de 
* 

amino A idos de SEQ ID NQ:4. 

7. El poJ.ipØptido de la reirindicaci6n 4, en 

donde el polipØptido comprende la secuencia de 

� aminoidos de SEQ ID NO:27. 

8. El polipØptido de la reivindicaciôn 4, en 

’donde:,el polipØptido comprende la secuencia de 

amino’ idos de SEQ ID NO:29. 



I I. 
9. El pol–pp–do de la reivindicacjón 4, en 

dond el polipptido comprende la secuencia de 

amirijdos de SEQ ID NO:31. 

� 
10. El pol–pptido de la reivindicación 4, en 

donde el polipptido comprende la secuencia de 

� aminbidos de SEQ ID NO:39. 

. 

11. Un po1ipptido aislado que comprende una 

secueia de aminoâcidos que es por lomenos 95% homóloga 

a por la menos una de SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:27, SEQ ID 

NO:2 SEQ ID NO: 31, 0 SEQ ID NO:39. 

12. Una molØcula aislada de ADNc la cual 

codiIi  ca un polipØptido antigØnico derivado de garrapata, 

dichm rnolØcula tiene una secuencia de nucle6tidos que es 

por 1 menos 95% homóloga a par lo menos los residuos 1-

117 Id SEQ ID NO: 1. 

13. Ui-i vector de expresión que comprende la 

molc la aislada de ADNC de la reivindicación 12. 

14. Una cØlula aislada transformada par el 
a vecto:r 

de expresión de la reivindicación 13. 

15. Una vacuna anti-garrapatas de multiples 

especes que comprende una cantidad efectiva inmunizante 

de ur inmunôgeno seleccionado a partir del grupo que 

consi te de (i) la molØcula aislada de ADNc de la 

reiv1dicaci6n 12, (ii) el polipØptido codificado por la 

molt la aislada de ADNc de la reivindicación 12, y (iii) 

una mbinación de la molØcula aislada de ADNc de la 

� reiiiidicaci6n 12 y el polipØptido codificado, y que 

compr nde adicionalmente un portador 0 diluyente 
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fa rn uticamente aceptable. 

16. Un mØtodo para inducir una respuesta 

inmun1en un rnamifero contra la infestación de garrapatas 

de 1tiples especies y sus patôgerxos asociados, que 

compr4nde administrar al manilfero la vacuna de la 

reivjrdicación 15 

S 17. El polipØptido codificado per la molØcula 

aisia4a de ADNc de la reivindicaci6n 12. 

18. Una rno1cula aislada de ADNc la cual 

codf ca un polipØtido antigØnico derivado do garrapata, 

dic.harno1Øcu1a tiene una secuencia do nucleótidos quo es 

porl menos 95% homóloga a por lo menos los residuos 80-

575d SEQ ID NO: 3. 

19. Tin vector de expresiôn quo cornprende la 

moie4ia aislada de ADNc de la reivindicación 18. 

20. Una cØlula aislada transformada mediante 

el ve’tor de expresiôn de la reivindicación 19. 

21. Una vacuna anti-garrapatas do multiples 

especes quo cornprende una cantidad efectiva inmunizante 

do u inmun6geno seleccionado a partir del grupo que 

con 
+te 

de Ci) la mo1cula aislada de CDNA do la 

reividicación  18, (ii) el polipØptido codificado per la 

moidtia aislada de cDNA do la reivindicación 18, y (iii) 

� una Oombinaci6n de la molØcula aislada de ADNc de la 

reivndicación 18 y el polipptido coclificado, y que 

conende adicionalmonte un portador a diluyente 

’fat
 

oduticamente aceptable. 

� ....... S S.�.S 



22. Un mØtodo para inducir una respuesta 

inm4n4 en un rnamIfro contra la infestación de garrapataa 

de littiples especies y sue patógenos asoc–ados, que 

comir4de administrar al mamIfero la vacuna de la 

reivirdicaci6n 21. 

23. El polipØptido codificado por la rnolØcula 

aisi de ADNc de la reivindicación 1. 

24. Una molØcula aislada de ADNc la cual 

coäiiiJa  un polipØptido antigØnico derivado de garrapata, 

dicha;io1Øcula tiene una secuencia de riucleótidos que es 

por l rnenos 95% hom6loga a por lo menos los residuos 

10-95I de SEQ ED NO: S. 

25. Un vector de expresi6n que comprende la 

moie4a aislada de ADNc de la reivindicación 24. 

26. Una cØlula aislada transformada rnediante 

el vc or de expresión de la reivindicación 25. 

27. Una vacuna anti-garrapata de mltiples 

espei a que comprende una cantidad efoctiva inmunizante 

de un.:inmunogeno seleccionado del grupo qua coneiste de 

(i) ) molØcula aislada de ADNc de la relvindicación 24, 

(ii) e. polipØptido codificado par la molØcula aislada de 

ADNc la reivindicación 24, y (iii) urfa combinación de 

la rucU cula aislada de ADNc de la reivinthcación 24 y el 

polipoft.tido cothficado, y que comprende athcionalrnerite un 

port4dd r a thluyente farmacØuticamente aceptable 

28. Un mØtodo para inucir una respuesta 

inmuneen un maniff era contra la infestación de garrapatas 

de ni1liples especies y sue patógenos asociados, que 



compi’ede administrar al mamifero la vacuna de la 

re–vKicaci6n 27. 

29. El polipptido codificado por la mol6cula 

aisla.d4 de ADNc de la reiviridicaci6n 24. 

30. Una molØcula aislada de ADNc la cual 

codifia un polipØptido antigØnico derivado de garrapata, 

. dicha lcula tiene una secuencia de nucle6tidos que es 

por 10 nos 95% hotn6loga a SEQ ID NO: 26. 

31. Un vector de expresiôn que comprende la 

m016cu aislada de ADNc de la reivindicaciôn 30. 

32. Una clu1a aislada transfornada rnediante 

el vetr de expresión de la reivindicación 31. 

33 Una vacuna ant.-garrapata de mültiples 

especJ60 que comprende una cantidad inmunizante efectiva 

de un nmun6geno eoleccionado a partir del grupo que 

consist de (i) la molØcula aislada ADNc de la 

reivizc$caci6ri 30, (–1) el polipptido codificado por la 

m0
16
c4 aislada de ADNc dela rei’ridicaci6n 30, y (iii) 

una cç inación de la molØcula aislada de ADNc de la 

reiviMcaci6n 30 y el polipØptido codificado, y que 

comprn e adicionalmente un portador o diluyente 

farmad4icamente acept able. 

34. Un mØtodo para inducir una respuesta 

inmune.,n Un rnamIfero contra la infestaciôn de garrapatas 

de miLtples especies y Bus patógenos asociados, que 

compre administrar al mamifero la vacuna de la 

reivin3Aaci6n 33. 



y 

35. El polipØptido codificado por la molØcula 

aislad. de ADNc de la reivindicación 30. 

36. Una mo1cula aislada de ADNc la cual 

codif.i a un po].ipØptido antigØnico derivado de garrap.ata, 

� dicha lØcula tiene una secuencia de nucleótidos que es 

por l� enos 95% homóloga a SEQ ID NO: 28. 

S.
 37. Un vector de expresión que comprende la 

molØcy.i a aislada de ADNc de la reivindicación 36. 

38. Una cØlula aislada transformada mediante 

el ve* r de expresi6n de la reivindicación 37. 

39. Una vacuna antigarrapata de mltip1es 

espece que comprende una cantidad efectiva inrnunizante 

de un. nrnunôgeno seleccioriado del grupo que consiste de 

(1) la olØcula aislada de ADNc de la reivindicac–ón 36, 

(ii) 
el: 

polipØptido codificado por la molØcula aislada de 

ADNc Oe: la reivindicación 36, y (iii) una combinacin de 

Sla m4&4uia aislada de ADNc de la reivindicación 36 y el 

polip6o,.ido codificado, y que comprende adicionalmente Un 

portador a diluyente farrnacØuticamente aceptable. 

40. Un mØtodo para inducir una respuesta 

� inmune n un mamif era contra la infestación de garrapatas 

de tn1 iples especies y sue pat6genos asociadoa, que 

compren e administrar al mamifero la vacuria de la 

reivir4 cación 39. 

41. El polipØptido codificado par la molcula 

aisladade ADNc de la reivindicación 36. 

42. Una molØcula aislada de ADNc la cual 



- r 

codii a un po1ippt1do antigØniccderivado do garrapata, 

dich olcu1a tiene una secuencia do nucleótidos quo es 

par Io-menos 95% hom6loga a SEQ ID NO: 30. 

43. Un vector de expresión quo comprende la 

m01c4a aislada do ADNc de la reivindicación 42. 

44. Una cØlula aislada transforinada par el 

vectcrde expresión de la reivindicación 43. 
� 

45. Una vacuna anti-garrapata do multiples 

� especi-s quo comprende una cantidad inmurdzante efectiva 

de un nmun6geno seleccionado del grupo que consists do 

(1) la molØcula aislada do ADNc do la reivindicªción 42, 

(ii) el polipØpt.do codificado par la molcula aslada de 

ADNc de ].a reivindicación 42, y (iii) una cotnbinación de 

la moi4uia aislada do ADNc do la reivindicaci6n 42 y el 

polppdo codificado, y que comprende adicionalmente ui-i 

portad4- a diluyente farmacØuticamente aceptable. 

� 
46. Un mtodo para inducir una reopuesta 

inmune On un mamif era contra la infest.ación de garrapatas 

do miltiples especies y sue patógenos asociados, que 

compren4e adrninistrar al marnifero la vacuna do la 

reivind4ación 45. 

47. El polipØptido codificado par la tnolØcula 

aislada ADNc de la reivindicaci6it 42. 

- 

48. Una rnolØcula aislada do ADNc la cual 

codifie&"un polipptido antigØnico derivado do garrapata, 

dicha Acula tiene una secuenca do nucleótidos quo es 

par lo tnos 95% homóloga a SEQ ID NO 38 



� : 

49. Un vector de expresión que comprende la 

mol6cuba aislada de ADNc de la reivindjcacj&i 48. 

$0. Una clu1a aislada transformada mediante 

el vor de expresión de la reivindicaciôn 49. 

1 51. Una vacuna anti-garrapata de miiltip1es 

especis quo comprende una cantidad inmunizante efectiva 

. de ur inmunógeno seleccionado a parir del grupo que 

consje de (i) la mo1cu1a aislada de ADNc de la 

reivin4.cacion 48, (ii) el polipØptido codificado par la 

moieci4a aislada de ADNc de la reivindicacióri 48, y (iii) 

una cbinaci6n de la molØcula aislada de ADNc de la 

reiviicaci6n 48 ,y el poJ.ipØptido codificado, y que 

compr4e adicionalmente un portador a diluyent.e 

farmaQ4ticamente aceptable. 

52. Un mØtodo para inducir una respuesta 

inmun n tin mamifero contra infestaciôn de garrapatas de 

rnültils especies y sus pat6gsnos asociados, que 

comprn*e administrar al rnarnIfero la vacuna de la 

reivird.acin 51. 

53. El polipØptido codificado par la inolØcula 

aislada de ADNc de la reivindicacj6n 48. 

H 
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RJPUBLICA DE COLOMBIA 
SUPERINTENDENCXA DE INDUSTRIA Y COMERCIO 

2 b2 0 
aogot LC.., 

Doctor (a) 
CADNA SARMIENTO JUAN PlBLO 
Apoderado(a) y/o Representante de 
THE 2OAEI) OF REGENTS FOR OKLAHOMA STATE UNIVERSITY 

REFERENCIA Radicaci6n No. 05 108673 
Trmite 2 
Evento 1 
Actuaci6n 416 
Oflcio No. 2844 
Folios 1 

Folio 

Teniezido en cuenta que la solicitud de privilegio de patents que as tratnita bajo el 

expediente indicado en la referencia, refine los requisitos de forma estaleidos on 

los artIculos 26 y 27 de la tecisión 486 de la Comisiôn Us la Conumidad Andina, y 

en las demÆs diaposicionea vigentes sobre la materia, as envia el extracto Us la 

solicitud a la Of icina de Comunicaciones para efecto Us en publicacidn en la Gaceta 

Us Propiedad Industrial, conforms lo establece el articulo 40 Us la misnia Oecisióri. 

Sindo manifestaciórz expresa del interesado Us efectuar la publicacidn "irunediato", 

esta as realizarÆ en la prUxima gaceta Us Propiedad Industrial. 

C1mpiase  
Dado en Bogota DC;/ 7 2001 

AXiXX CARMENZA 
iefe Us la d3/ 

adpalO 

ES DE VERGEL 
Us Nuevas Creaciones 


