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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

E. S. D.

RESPUESTA A OFICIO 11884 DE OCTUBRE 189, 2008

REF: Expediente No. 08 077.106 - Solicitud de Patente

de THE BOARD OF REGENTS FOR OKLAHOMA STATE UNIVERSITY

Titulada; ANTIGENOS PROTECTORES Y VACUNAS PARA EL CONTROL DE
INFESTACIONES POR MULTIESPECIES DE GARRAPATAS

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO, vecino de Bogota, portador de la tarjeta
profesional No. 574982, obrando como apoderado de la sociedad THE BOARD OF
REGENTS FOR OKLAHOMA STATE UNIVERSITY, segun lo acredita el
documento de Poder presentado en esa Division, pam dar cumplimiento al
requerimiento notificado por fijacién en lista el 19 de Octubre de 2006 y de acuerdo
con los Articulos 38 y 39 de la Decision 488 de la Comisién de la Comunidad
Andina, Articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT),
regla 51 bis del Reglamento y Circular Unica de la SIC, me permito allegar:

1. Documento donde consta la cesién del derecho a la Patente otorgado por los
inventores al solicitante, debidamente apostillado, junto con su correspondiente
traduccion al castellano.

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

3. Extracto para publicacién y Tarjeta de Archivo Tematico.

De la sefiora jefe atantamente;/.—' K ﬂ

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
C.C. No. 80.410.337 de Usaquén

Cra 7 No. 71-21 TORRE B - Piso 4
Bogotd, Diclembre 08, 2008
CHPMEV/sr

BRIGARD & CASTRO ABOGADOS S.A. - NIT. 880.047.372-8
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(21} N* de soichud: 06 077 106 (22) Fecha de soliciud: 04-08-2006

(51) Clasificacién Internacional ;
(71)Solicitante(s) THE BOARD OF REGENTS FOR OKLAHOMA STATE UNIVERSITY
(72) Inveniorfes) José de Jegta de La Fuents, Katherine M. Kocan,

Consuclo Garcla-Almazén, Edmour F. Blouin

mh: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO FIGURA CARACTERISTICA
(30) Prioridad (1) No.Prioidsd 32)  Fecha  (33) Pals & x6.om
11197,133 04-08-2005 us
(85) Fecha inicio fase nacional: (87) Publicacién intemacional:
(86) Datos relativos a la presentacidn de la solic. PCT Fecha:
Fecha de presentacion de la sollcitud: No. Publicacién: WO
No. de soficliud PCT/

{54) Titulo: ANTIGENOS PROTECTORES Y VACUNAS PARA EL CONTROL DE INFESTACIONES POR MULTIESPECIES
DE GARRAPATAS

(57} Relvindicaclon{es): 1. Un polipéptido aislado, caracterizado porque comprende una secuencia de aminoécidos mostrada en las
SEQ ID NOS: 52 hasta 62, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31 o0 SEQ ID NO: 38, o un polipéptido
aislado que comprende una secuencia de aminoécldos que es por lo menos 60% homdloga a por lo menos una de las SEQ ID

NOS: 52 hasta 62, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 27,
CONTINUA AL RESPALDO ...




SEQ D NO: 29, SEQ D NO: 31 0 SEQ ID NO: 39.

Una composicibn de vacuna anti-garrapata
multiespecies, caracterizada porque comprende un
polipéptido de la reivindicacion 1 y un portador o
diluyente farmacéuticamente aceptable.



il'ﬂ'-"

o 75

i &

RT SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA"Y COMERCIO

\ . DIVISION DE NUEVAS CREACION
Industria y Comercio : EXTRACTO PARA PUBLICACION '
SUPERINTENDENCIA SOLICI'I'UDDEPATENTEDEINVENCI_
{21) N* de soliciud: 08 077 106 (51) Int CE /
22) Fecha de sollciud: 04-08-2008 (71)Solicitante{s) THE BOARD OF REGENTS FOR

OKLAHOMA STATE UNIVERSITY

(30) Priorided  (31) No. Prioridad  32) Fecha (33) Pais | (72) Inventor{es) José de Jesds de La Fuents, Katherine
1197180 04-08-2005 US | M. Kocan, Consuelo Garcla-Aimazén, Edmour F. Blouin

(74) Agante: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO

ANTIGENOS PROTECTORES Y VACUNAS PARA EL CONTROL DE INFESTACIONES POR MULTIESPECIES DE

(4)Thilo: A RRAPATAS

Reivindicacién(es):
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60% hombloga a por lo menos una de las SEQ ID NOS: 52 hasta 62, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 27,
SEQID NO: 29, SEQ ID NO: 31 0 SEQ ID NO: 38.

2. Una composicién de vacuna antigamapata multiespecies, caracterizada porque comprende un
polipéptido de fa relvindicacion 1 y un portador o diuyente farmacéuticamente aceptable.



APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

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

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

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

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

& The 12th day of September, 2006

7. By Administrative Technician

Pat Coats
Administrative Technician
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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 November 4, 2005, at Reel 016731, Frame 0020, which original document I have seen.

STATE OF OKLAHOMA )
) ss.
COUNTY OF TULSA )

ot balindnn 7,206 Lpmin G Robwoee

- Jamie\A,Robinson, Notary Public
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UNITED STATES PATENT ARD TRADEMARK OFFICE
NOTICE OF RECORDATION OF ASSIGNMENT DOCUMENT

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

PLEASE REVIEW ALL INFORMATION CONTAINED ON TRIB NOTICE. THE

INFCRMATION CONTAINED ON TRIS RECORDATION NOTICE REFLECTS THE DATA

PREBENT IN THE PATENT AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM. IF YOU BHOULD

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

COMTACT THE EMPLOYEE WHOSE NAME APPEARS ON THIS NOTICE AT 571-272--3350.
PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTION TO: U.S5. PATENT AND TRADEMARK OFFICE,
MAIL STOP: ASSIGNMENT SERVICES DIVISION, P.O. BOX 1450, ALEXANDRIA, VA 22313,

RECORDATION DATE: 11/04/2005 REEL/FRAME: 016731/0020
WUMBER OF PAGES: 4

BRIEF: ASBIGNMENT OF ASSIGNOR'S INTEREST {(SEE DOCUMENT FOR DETAILS).
DOCKET NUMBER: 03300-57338 (05-261)

ASSIGNOR:

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

KOCAN, KATHERINE M. DOC DATE: 09/09/2005
ABSIGNOR:

GARCIA-ALMAZAN, CONSUELCQ DOC DATE: 09/16/2005
ABSIGNOR:

BLOUIN, EDMOUR F. DOC DATE: 09/09/2005

P.O. Box 1480, Alaxandria, Virginia 223131450 - wwwusrrosov



016731/0020 PAGE 2

ASSIGNEE:
THE BOARD OF REGENTS FOR OKLAHOMA
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STUDENT UNION BUILDING
STILLWATER, OKLAHOMA 74078

SERIAL NUMBER: 11197133 FILING DATE: 08/04/2005

PATENT NUMBER: ISSUE DATE:

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

ASSIGNMENT DIVISION
OFFICE OF PUBLIC RECORDS
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SUBMISSION TYPE: NEW ASSIGNMENT

CONVEYING PARTY DATA
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Application Number:

CORRESPONDENCE DATA

11197133

Fax Number: (918)583-9658

Correspondence wil be sent vig US Mall when the fax stiempt is unsuccessiin,
Phone: {818) 598-0821

Emall: patents@fellereenidar.com,

Commeapondent Namae: R. Alan Weeks

Address Line 1: 321 S. Boston Ave,, Sults 80O

Addrosa Line 4: Tulsa, OKLAHOMA 74103-3318

}i ATTORNEY DOCKET NUMBER:
NAME OF SUBMITTER:
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sources=11197133¥page1.tf
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PATENT
Attorney Docket No. 57338/05-261
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 E. 92nd Street, Perkins, OK
74059; CONSUELO GARCIA-ALMAZAN, residing at Prol. Aldama 1424, Trac. La Sierra, Ca.
Ucetoria, Tam. CP 87037, MEXICO; and EDMOUR F. BLOUIN, residing at 3909 E. 92nd Street,
Perkins, OK 74059, (hereinafter referred to as “ASSIGNORS") are co-inventors of a certain new and
useful invention entitled “PROTECTIVE ANTIGENS AND VACCINES FOR THE CONTROL OF
MULTI SPECIES TICK INFESTATIONS” for which a utility application for Letters Patent of the
United States was filed on August 4, 2005, as Serial No. 11/197,133, which is a continuation-in-part
of corresponding application Serial No. 10/972,789, filed October 25, 2004, which in part is &
continuation-in-part of corresponding application Serial No. 10/425,563, filed 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, (hercinafter referred to as
“ASSIGNEE") is desirous of acquiring the entire right, title and imterest 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 ahove-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.u-ansfmedmdsetovamddohmbyseﬂ,assign,mderandsetomtoASSIGNEF,
the above-referenced invention and application and eny 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
prioﬁtyundtlmmbjectmﬂuofmymddldﬁmswtﬁchmaybeobuinedineverynmhpmﬂ:e
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 teyms for which such
Letters Patent are or may be granted, extended, reissued or reexamined as fully and entirely as the
same would have been held and enjoyed by ASSIGNORS if this assignment had not been made.

AND, ASSIGNORS hereby authorize and request the Commissioner of Patents to issue any
and all Letters Patent of the United States on the invention, or resulting from an application which
claims the benefit of the present application, and from any and all divisions and continuations,
extensions, reissues or reexaminations of any such application to ASSIGNEE, and hereby covenant

PATENT
REEL: 016731 FRAME: 0022
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Attorney Docket No. 57338/05-261
Aszignment

Page 2

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 ell 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.

. /s//?/pa/

- JOSE DE JESUS DE LA FUENTE

L. barns  9-9-05

KATHERINE M. XOCAN Date
| l6{oC
CONSUELO G. ~-ALMAZAN Date
f /m«: 7 '_%_iﬁ_ﬁ)?
EDMOUR F. BLOUIN
J2%020.1

PATENT
RECORDED: 11/04/2006 REEL: 016731 FRAME: 0023
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La presente es una traduccién Oficial del idioma Inglés al Espafiol de un
documento de traspaso con Apostilla reallzada en Bogots el dla e q 4—
Noviembre de 2008

APOSTILLA
(Convencitn De La Haya De 5 Octubre 1861)

Jamle A. Robinson
Notario Publico Estado de Oklahoma
Jamie A. Robinson Notario Publico
Certifica
g 5. En la Ciudad de Oklahoma, Oklahoma E.U.A.
8. El 12 De Septiembre 2008

7. Por. Técnico Administrativa

% 8. No. C00032367

9. Sello/Estampilla del Estado de Oklahoma:

10. Fima

Aparece firma llegible

aparace sello: Gran Sello dal Pat Coat

Estado de Oklahoma Técnico Administrativo

P-AA1) -
BEATRIZ EURENIA ALARCON GUVIERR*2
TRADUCTORA E INTERZR™ ™ A7 ™'

AESBLUSIBHN 2512 DE JEPT. 15/93 MINIUSTICH
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EL ESTADO DE OKLAHOMA )
)SS.
CONDADO DE TULSA )

Certifico t'1ue el documento adjunto es una copia fiel y exacta, del
TRASPASO de JOSE DE JESUS DE LA FUENTE, KATHERINE M. KOCAN,
CONSUELO GARCIA-ALMAZAN, y EDMOUR F. BLOUIN, (como Cedentes) al
THE BOARD OF REGENTS FOR OKLAHOMA STATE UNIVERSITY (como
Cesionario) en donde los Cedentes traspasan todos sus derechos, titulo e interés
en y a la invencion titulada “ANTIGENOS PROTECTORES Y VACUNAS PARA EL
CONTROL DE INFESTACIONES DE GARRAPATA DE MULTIPLES ESPECIES”
al Cesionario, registrada con la Oficina de Marcas y Patentes de los Estados

Unidos en Noviembre 4, 2005, en el Rollo 016731, Cuadro 0020, cuyo documento
original he visto.

Aparace sello (JAMIE A.
ROBINSON

NOTARIO

#01016710

Exp. 11/08/09

ESTADO DE OKLAHOMA)

FECHADO SEPTIEMBRE 7, 2006 (aparece firma)

Jamie A. Robinson, Notario Publico

OB

CIAL
TRAOUCTORA E INTERPRETE ¢F1
BESGLULION 2512 DE SEPT. 15/93 MuUysTICH
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OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE LOS

EsSTADOS UNIDOS

DE ACUERDO CON LA SECRETARIA DE COMERCIO PARA LA PROPIEDAD
INTELECTUAL Y DIRECTOR DE LA OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE
LOS ESTADOS UNIDOS

Noviembre 04, 2005 *500058704A

) *500058704A
PTAS

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

OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE LOS ESTADOS UNIDOS
NOTIFICACION DE REGISTRO DE DOCUMENTO DE TRASPASO

EL DOCUMENTO ADJUNTO HA SIDO REGISTRADO POR LA DIVISION DE
TRASPASOS DE LA OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE LOS ESTADOS
UNIDOS. UNA COPIA DE MICROPELICULA COMPLETA ESTA DISPONIBLE EN
EL CUARTO DE BUSQUEDA DE TRASPASOS EN EL NUMERO DE CARRETE
Y CUADRO REFERENCIADO ADELANTE.

POR FAVOR REVISE TODA LA INFORMACION CONTENIDA EN ESTE AVISO.
LA INFORMACION CONTENIDA EN ESTE AVISO DE REGISTRO REFLEJA LOS
DATOS PRESENTES EN EL SISTEMA DE TRASPASO DE MARCAS Y
PATENTES. SI USTED ENCONTRARA ALGUN ERROR O TIENE PREGUNTAS
RELACIONADAS CON ESTE AVISO, PUEDE CONTACTAR AL EMPLEADO
CUYO NOMBRE APARECE EN ESTE AVISO EN 571-272-3350. POR FAVOR
ENVIE SOLICITUD PARA CORRECCION A: OFICINA DE MARCAS Y
PATENTES DE LOS ESTADOS UNIDOS, PARADA DE CORREO: DIVISION DE
SERVICIOS DE TRASPASOS, P.O. BOX 1450, ALEXANDRIA VA 22313.

FECHA DE REGISTRO: 11/04/2005 ROLLO/CUADRO: 016731/0020
NUMERO DE PAGINAS: 4

/P15 S

SEATRLZ EVQENIA ALAREON g
it
TRADUCTONA € ERrn - -

RESGLULIOH 2512 DE SEPI. 18 /un sainiinievanas
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RESUMEN: TRASPASO DE INTERES DEL CEDENTE (VER DOCUMENTO

PARA DETALLES).
NUMERO DE REGISTROQ: 03300-57338 (05-261)

CEDENTE:
DE LA FUENTE JOSE DE JESUS. FECHA
DOCUMENTO: 10/10/2005

CEDENTE:
KOCAN, KATHERINE M. FECHA
DOCUMENTO: - 09/09/20056

CEDENTE:

GARCIA-ALMAZAN, CONSUELO FECHA
DOCUMENTO: 09/16/2005 .

CEDENTE:

BLOUIN, EDMOUR. FECHA
DOCUMENTO: 09/08/2005

P.O. Box 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450 — www.UsPTO.GOVY

016731/0020 PAGINA 2

CESIONARIO:
THE BOARD OF REGENTS FOR OKLAHOMA
STATE UNIVERSITY
STUDENT UNION BUILDING
STILLWATER, OKLAHOMA 74078

NUMERO DE SERIE: 11187133 FECHA DE PRESENTACION: 08/04/2005

NUMERO DE PATENTE: FECHA DE PUBLICACION:

DEL

DEL

DEL

DEL

TITULO: ANTIGENOS PROTECTORES Y VACUNAS PARA EL CONTROL DE

INFESTACIONES DE GARRAPATA DE MULTIPLES ESPECIES

DIVISION DE TRASPASOS )
OFICINA DE REGISTROS PUBLICOS

VO |,
/ONA)
BEATRIZ EyCENIA ALAREON ByTIERRSY
TRADUCTORA £ INTERPRETE 0F1L)3t

AESOLURION 3512 D 8EPT. 13703



TRASPASO DE PATENTE

Version Electronica v1.1
Versién Proforma vi.1

TIPO DE PRESENTACION NUEVO TRASPASO

NATURALEZA DE LA CESION |traspaso
DATOS DE LAS PARTES CEDENTES

Nombre
José de Jesis de la Fuente 10/102005
Katherine M. Kocan 08/08/2005
Consuelo Garcia-Almazan 09/16/2005
Edmour F. Blouin 09/09/2005

DATOS DE LAS PARTES QUE RECIBEN

Nombre: The Board of Regents for Oklahoma State University
Direccidn: Student Union Buil&ing
Ciudad: Stillwater

Estado/Pals OKLAHOMA
Cddigo Postal | 74078

TOTAL NUMEROS DE PROPIEDAD

Tipo de Propiedad Numero
Numero de Solicitud 11187133

FECHA DE CORRESPONDENCIA

Niumero de fax: (918)583-9659

La ormespondencia seréd enviada por via de comeo US cuando no sea exitoso el envio
por fax

Telé&fono: (918) 5998-0621

Email: patents@fellrssnider.com
Nombre de correspondencia;  R. Alan Weeks

Linea de Direcci6n 1: 321 S. Boston Ave., Suite 800
Linea de Direccién 4: Tulsa OKLAHOMA 74103-3318

Nomero de Registro de | 03300-57338 (05-261)
Abogado

Nombre de Remitente |R. Alan Weeks

Total Anexos: 2
source=1197133#page1.tif
50058704 PATENTE

) ROLLO: 016731 CUADRO:0020

A3
REATELZ EUGENTA ALARCON QUTIENRE?
TRADUCTCRA E INTENPRETE QF:C2::

AFSO1NEINH 2512 DE SEFT. 15703 MUKLULTIE
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PATENTE

Registro de Abogado No. 57338/05-261
Traspaso

Pagina 1

TRASPASO

CONSIDERANDOQ, que JOSE DE JESUS DE LA FUENTE residente en 400
Squires Landing, apt. M-5, Stillwater, OK 74074; KATHERINE M. KOCAN,
residente en 3909 E. 92nd Street, Perkins, OK 74059; CONSUELO GARCIA-
ALMAZAN, residente en Prol, Aldama 1424, Trac. La Sierra, Ca. Ucetoria, Tam,
CP 87037, MEXICO; y EDMOUR F. BLOUIN, residente en 3909 E. 92nd Street,
Perkins, OK 74059, (de aqui en adelante los “"CEDENTES"), son co-inventores de
una cierta nueva y Gtil invencién titulada “ANTIGENOS PROTECTORES Y
VACUNAS PARA EL CONTROL DE INFESTACIONES DE GARRAPATA DE
MULTIPLES ESPECIES" para el cual se presenta solicitud de Titulo de Patente de
los Estados Unidos en Agosto 4, 2005, como Numero de Serie 11/197,133, que es
una continuacion en parte de la solicitud correspondiente Serie No. 10/972,789,
presentada en Octubre 25, 2004, que en parte es una continuacién en parte del
nimero de serie de solicitud correspondiente nimero de Serie 10/425,563,
presentada en Abril 29, 2003, cuya solicitud reivindica el beneficio de solicitud
provisional presentado anteriormente niimero de serie 60/376,251; y

CONSIDERANDO, THE BOARD OF REGENTS FOR OKLAHOMA STATE
UNIVERSITY, una institucion de educacion superior ubicada en Stiliwater,
Oklahoma._ (de aqul en adelante el "Cesionarié:“) esta deseosa de adquirir el
derecho completo, titulo e interés de los CEDENTES en y para la invencion y
solicitud mencionadas anteriormente, y en, para y bajo cualquiera y todos los
titulos de patente de los Estados Unidos y en cualquiera y todos los palses
extranjeros; y de hecho ha adquirido tales derechos por virtud del traspaso anterior

por los CEDENTES al CESIONARIO de la materia objeto de ia solicitud provisional
identificada anteriormente;;

AHORA, POR LO TANTO, tomando nota de este documento que para
buena y valiosa consideracion, el recibo y suficiencia del cual se reconoce por
medio de esta, los CEDENTES, los inventores, han vendido, traspasado,

2405
IE/IT/II‘I FUGENTA ALABCON DBTVERRT2

TRADUCTORA E INTERPRETE OF:€1:1
arsninainu azea NE EBT 1570y MININETIEL
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transferido y trasladado y por medio de la presente venden, traspasan, transfieren
y trasladan al CESIONARIO, la invencién y solicitud anteriormente referenciada y
cualquiera y todas las divisiones, continuaciones y continuaciones en parte de
esta, y cualquiera y todos los titulos de patente de los Estados Unidos, sus
posesiones territoriales, y cualquiera y todos los palses extranjeros que por lo
tanto puedan ser otorgadas, y cualquiera y todas las extensiones, republicaciones
o certificados de reexamen de tales titulos de patente, que incluyen todos los
derechos de prioridad y la materia objeto de cualquiera y todas Ilas
reivindicaciones que se puedan obtener en cada una de tales patentes, los
mismos para ser poseldos y disfrutados por el CESIONARIO para su propio uso y
beneficio, y para el uso y beneficio de sus sucesores, cedentes u otros
representantes legales, hasta el fin del término o términos para el que tal titulo de
patente es o pueda ser otorgado, extendido, republicado o reexaminado completa
y enteramente como si la misma hubiera sido poselda y disfrutada por los
CEDENTES si este traspaso no se hubiera hecho.

Y, por medio de la presente los CEDENTES autorizan y solicitan al
comisionado de patentes a publicar cuaiquiera y todos los titulos de patente de los
Estados Unidos sobre la invencién, o que resulta de una solicitud que reivindica el
beneficio de la presente solicitud, y de cualquiera y todas las divisiones y
continuaciones, extensiones, republicaciones o reexaminaciones de cualquiera de
tales solicitudes al CESIONARIO, y por medio de la presente convienen que ellos
tienen el derecho completo a transferir el interés traspasado aqul, y que ellos no
han legalizade in no legalizaran ningun acuerdo en conflicto con este.

Y, los CEDENTES por medio de la presente convienen adicionalmente y
estan de acuerdo en que ellos, en cualquier tiempo, luego de solicitud y a
expensas del Cesionario, legalizar y suministrar cualquiera y todos los
documentos que puedan ser necesarios o deseables para perfeccionar el titulo
para la invencion y solicitud y cualquier titulo de patente que pueda ser otorgada
por lo tanto al CESIONARIO, sus sucesores, cedentes, u otros representantes
legales, y que si el CESIONARIO, sus sucesores, cedentes, u otros
representantes legales desean registrar cualquier division o solicitud de
continuacioén, o asegurar una extensién, republicacién o reexaminacion de tal titulo
de patente, o para registrar una renuncia relacionada con esta, solicitaran, firmar
todos los documentos, hacer todos los juramentos legales, y todos los actos de
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requisito para la presentacibn de tal divisibn, continuacién, o solicitud de
republicacién, solicitud para reexaminacibn o renuncia sin compensacion
adicional.

Y los CEDENTES acuerdan adicionalmente comunicar al CESIONARIO,
sus sucesores, cedentes, u otros representantes legales, tales hechos que se
relacionan con la invencion descrita en la presente solicitud o titulo de patente que
se publique de esta que pueda ser conocidos, y para testificar tales hechos en
cualquier interferencia u otro litigio cuando se solicite hacer eso.

Legalizado por los abajo fimantes en la fecha indicada.

Este documento se legaliza en 4/16/04
(Fecha de Registro)

(Aparece firma) 10/10/05
JOSE DE JESUS DE LA FUENTE

(Aparece firma) 8/8/05
KATHERINE M. KOCAN

(Aparece firma) 9/16/05
CONSUELO GARCIA-ALMAZAN

(Aparece fima) 10/10/05

EDMOUR F. BLOUIN

REGISTRADO 11/04/2005 PATENTE
. ROLLO 016731 CUADRO 0023
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UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE

United States Patent and Trademark Office

August 04, 2006

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: 11/197,133
FILING DATE: Asugust 04, 2005

THE COUNTRY CODE AND NUMBER OF YOUR PRIORITY
APPLICATION, TO BE USED FOR FILING ABROAD UNDER THE PARIS
CONVENTION, IS US11/197,133

By Authority of the

Under Secretary of Commerce for Intellectual Property
and Director of the United S
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CERTIFICATION UNDER 37 C.F.R. AND 110 PATENT 5

1 hereby certify that, on the date shown below, this correspondence is being Docket No.: 57338/05-261
deposited with the United States Postal Service in sn envelope addressed to: Page 1 of 9
Commissioner for Patents, P.Q. Box 1430, Alexandria, VA 22313-1450 as
*Exprews Mail Post Office to Address” Mailing Label No. EV166753486US
unAu;ul_L 2008.

d. ’ LUZC BRAUNSTEINER ..
Sigfature (iype or print sy of peryon certifying)

Preliminary Classification:
Proposed Class:
Subclass:

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

IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

Commissioner for Patents
P.O. Box 1450
Alexandria, VA 22313-1450

NEW APPLICATION TRANSMITTAL

Transmitted herewith for filing is the patent application of

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

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

o

133

o

113014
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1. Type of Application

This new application is for a(n)

p— p— )

]

Original (non-provisional)
Design

Plant

Divisional.

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

2. Benefit of Prior U.S. Application(s) (35 U.S.C. Sections 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-part._ of corresponding application Serial No.
10/972,789 , filed _10/25/2004 ; which in part is a _continuation-in-part _ of
conespondmg application Serial No. _10/425,563 , filed _04/29/2003 ; which in
part is a is a_nop-provigional of corresponding application Serial No. 6{(/376 251,
filed _04/29/2002.

3 Papers Enclosed

A

[1]

Required for Filing Date under 37 C.F.R. Section 1.53(b) (Regular) or 37 CF.R.
Section 1.153 (Desipgn) Application

38 Pages of Specification
2 Pages of Claims

—1_ Pages of Abstract

—4_ Sheets of Drawing [Formal]

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

[] Formal
[] Informal

Conv nrovided bv USPTD fram the IFW imase Database on 08/03/2008
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B. Other Papers Enclosed
—— Pages of declaration and power of attomey
— Pages of assignment
— Nonpublication Request and Certification under 35 U.S.C. 122 (b)(2X(B)(1)
_X__ Initisl Application Data Sheet (4_pg)
w— None
Other
Additional Papers Enclosed
[] Amendmentto claims
[1 Cancel in this applications claims before calculating the filing fee.

(At least one original independent claim must be retained for filing

purposes.)

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

Preliminary Amendment

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

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

Citations

Declaration of Biological Deposit

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

pertaining thereto for biotechnology invention containing nucleotide and/or amino

acid sequence.

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

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

Representative

Special Comments

Other

) p— p— p—
ol bl el bl S

£

p—p—

Declaration or Oath (including power of attorney)

[ 1 Enclosed
Executed by
[] inventor(s).
[ ] legal representative of inventor(s). 37 C.F.R. Section 1.42 or 1.43.
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[] joint inventor or person showing a proprietary interest on behalf of
inveator who refused to sign or cannot be reached.
[ ] Thisis the petition required by 37 CF.R. Section 1.47 and the
statement required by 37 C.F.R. Section 1.47 is also attached. See
item 13 below for fee.

[X] NotEnclosed.
[] Application is made by a person authorized under 37 C.F.R. 1.41 on behalf
of all the above named inventor(s).
[]1 Showing that the filing is authorized.

Language
[X] English
{] Non-English

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

Assignment
[X] Anassignment of the invention to

[] isattached. A separate
[] °"COVER SHEET FOR ASSIGNMENT (DOCUMENT)
ACCOMPANYING NEW PATENT APPLICATION" or
[J FORMPTO 1595 is also attached.
[X] will follow.

[ ] Assignment previously recordedon ___ it Reel /Frame ___.

Certified Copy

Certified copy(ies) of application(s)
Country:

Application No.:

Filed:

from which priority is claimed

Coov nmvidad bv USPTO from tha FW Imase Dstabase on 08/03/2000
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[] is(are)attached.
[1 will follow.

Fee Calculation (37 C.F.R. Section 1.16)
A. Basic Filing Fees -

[ ] Basic filing fee - utility
(Fee Code 1011/2011 — $300.00; small entity $150.00) $

[ ] Basic filing fee - design
(Fee Code 1012/2012 — $200.00; small entity $100.00) §$

[ ] Basic filing fee - design (CPA)
(Fee Code 1017/2017 — $200.00; small entity $100.00)  §

[ ] Basic filing fec - plant
(Fee Code 1013/2013 — $200.00; small entity $100.00)  §

[ ] Basic filing fee - reissue
.~ (Fee Code 1014/2014 — $300.00; small entity $150.00) $

[ ] Basic filing fee - reissue (CPA)
(Fee Code 1019/2019 — $300.00; small entity $150.00)  §

B. Patent Search Fees

[ ] Utility Search Fee
(Fee Code 1111/2111 — $500.00; small entity $250.00)  §

[ ] Design Search Fee
(Fee Code 1112/2112 — $100.00; small entity $50.00) $

[ ]Plant Search Fee
(Fee Code 1113/2113 — $300.00; small entity $150.00) §

[ ] Reissue Search Fee
(Fee Code 1114/2114 — $500.00; small entity $250.00) $

Conv nrovidad bv USPTO from the IFW Imace Daisbase on 08/03/2000
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C. Patent Examination Fees

[ ] Utility Examination Fee
(Fee Code 1311/2311 — $200.00; small entity $100.00)

[ ] Design Examination Fee
(Fee Code 1312/2312 — $130.00; small entity $65.00)

[ ] Plant Examination Fee
(Fee Code 1313/2313 — $160.00; small entity $80.00)

[ ] Reissue Examination Fee
(Fee Code 1314/2314 — $600.00; small entity $300.00)

D. Fees for claims

[ ] Independent claims in excess of three (3)
(Fee Code 1201/2201 — $200.00; small entity $100.00)

{ ] Claims in excess of twenty (20)
(Fee Code 1202/2202 — $50.00; small entity $25.00)

[ ] Multiple dependent claims
(Fee Code 1203/2203 — $360.00; small entity $180.00)

E. Miscellaneous Fees

[ ] Surcharge - Late filing fee or oath or declaration
(Fee Code 1051/2051 — $130.00; small entity—$65.00)

[ ] Submission of an Information Disclosure Statement
(Fee Code 1806 — $180.00 both entitics)

[ ] Utlity Application Size Fee — for each additional 50
sheets that exceeds 100 shects)
(Fee Code 1081/2081 — $250; small entity--$125.00

Page 6 of 9
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[ ] Miscellaneous Patent Fee
Processing fee, except in provisional applications.
(Fee Code 1808 — $130.00 both entities) $

Total completion fees $

10. Small Entity Statement(s)
[ 1] Smallentity statement is claimed at this time.

[X] Small entity statement is not claimed at this time.

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

(complete, if applicable)
[ ] 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

[X] NotEnclosed
[X] No filing fee is to be paid at this time.

[] Enclosed
[] BasicFiling Fees S
[ ] Patent Search Fees S
[] Patent Examination Fees . S
[]  Fees for Claims S
[] Miscellaneous Patent Fee (Processing Fee) $______
[] Feespaid at time of filing of application @ $______
Total Fees Enclosed S
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Method of Payment of Fees
[] Checkintheamountof$______.
[ Charge Account No. in the amount of $
[ ] A duplicate of this request is attached.
[] Charge to Credit Card the amount of §
[ ] Form PTO-2038 is attached in duplicate.
[]  Please charge Account No. for any fees and/or deficiencies which

may be due by this paper.

Authorization to Charge Additional Fees

[l

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..

[ 1 37C.F.R Section 1.16(a), (f) or (g) (filing fees)

[ 1 37C.F.R Section1.16(b), (c) and (d) (presentation of extra claims)

[ 1 37C.F.R. Section 1.16(¢c) (surcharge for filing the basic filing fee and/or
declaration on a date later than the filing date of the application)

[ ] 37CF.R Section 1.17(a)(1)-(5) (extension fees pursuant to Section 1.136(a).

[ ] 37C.F.R Section 1.17 (application processing fees)

[ 1 37 CF.R. Section 1.18 (issuc fee at or before mailing of Notice of
Allowance, pursuant to 37 C.F.R. Section 1.311(b))

Instructions as to Overpayment

[1]
(]

Credit Account No. .
Refund

Correspondence Address

Customer No. 22206

" Conv nrovidad bv USPTO from the IFW imace Database on 0S/02/2008
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Reg. No.: 36,050

Tel. No.: (918) 599-0621

Customer No.: 22206
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Page 9of 9
Respectfully submitted,

SIGNATURE OF PRACTITIONER

R. Alan Weeks
(type or print name of practitioner)

321 S.Doston Ave, Suite B00
P.O. Address

Tulsa, OK 74103-3318
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PROTECTIVE ANTIGENS AND VACCINES FOR THE
CONTROL OF MULTI SPECIES TICK INFESTATIONS

CROSS REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS
[0001] This application is a continuation-in-part of copending U.S. Patent
Application Serial No. 10/972,789, filed October 25, 2004, which 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. All noted priority applications

are incorporated herein by reference.

BACKGROUND OF THE INVENTION
Technical Field:

[0002] 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 responsc in mammals, which are
protective against a broad range of tick species. This application supplements its parent
application by providing additional data, including sequences derived from various tick
species and strains, relating to the antigen designated 4D8.

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

1K
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they are considered to be the most important vector of pathogens in North America
(Parola and Raoult, 2001). Ixodes spp. are distributed worldwide and act as vectors of
human diseases caused by Borrelia burgdorferi (Lyme disease), Anaplasma
phagocytophila (human granulocytic ehrlichiosis), Coxiells burnetti (Q fevsr),
Francisella tularensis (nilaremia), B. afzelii, B. lusitaniae, B. valaisiana and B. garinii,
Rickettsia helvetica, R. japonica and R. australis, Babesia divergens and tick-bome
encephalitis (TBE) and Omsk Hemorrhagic fover viruses (Estrada-Pefia and Jongejan,
1999; Parola and Raoult, 2001). Throughout eastern and southeastern United States and
Canada, I scapularis (the black legged tick) is the main vector of B. burgdorferi sensu
stricto and A. phagocytophila (Estrada-Pefia and 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 of tick infestations is difficult and often impractical for multi-host
ticks such as Ixodes spp. Presently, tick control is effected by integrated pest management
in which different control methods are adapted to onc 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 Ia Fuente and Kocan 2004). Anti-tick vaccines would also allow for
inclusion of multiple antigens in order to target a broad range of tick species and for
incorporation of pathogen-blocking antigens (de la Fuente and Kocan 2004).

[0005) Recently, vaccines have been developed against one-host Boophilus spp.
(Willadsen, 1997; Willadsen and Jongejan, 1999; de la Fuente et al., 1999; 2000; de Vos
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et al., 2001; de la Fuente and Kocan 2004). The recombinant B. microplus BM86 gut
antigen included in commercial vaccine formulations TickGARD (Hoechst Animal
Health, Australia) and Gavac (Heber Biotec S. A., Havana, Cuba) also confers partial
protection against phylogenetically related Hyalomma and Rhipicephalus tick genera (de
la Fuente et al., 2000; de Vos et al., 2001; de la Fuente and Kocan 2004). However,
immunization with BM86 failed to protect against the more phylogenetically distant
Amblyomma spp. (de Vos et al., 2001). These results suggest that using Bm86 or a
closely related gene for the production of vaccines against xodey 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).

[0006] In priority application Serial No. 10/425,563 we described the
identification by ELI and sequence analysis of protective cDNA clones against
experimental infestations with I Scapularis in what was the first example of the
application of ELI to arthropods and particularly to ticks (Almazién 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.

(9
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SUMMARY OF THE INVENTION

[0008] In priority application Serial No. 1(0/425,563, numerous protective
antigens derived from I scapularis were identified and shown to possess protective
properties against I scapularis tick infestations. Among these antigens were clones and
associated polypeptides designated 4D8, 4F8 and 4ES6. In the immediate parent
application, the activity of these particular protective antigens is demonstrated to extend
to other tick species, and, in the case of 4D8, 4F8 and 4E6 to non-Ixodes tick species. In
addition, there is provided the recently discovered sequences (DNA and protein) of tick
protective antigen 4D8 derived from genus Rhipicephalus, particularly Rhipicephalus
appendiculatus. In this application, additional sequences and data derived from other tick
species of the genera Boophilus, Dermacentor, Ixodes, Rhipicephalus, Hyalomma, and
Haemaphysalis relating to the antigen designated 4D8 are provided, together with
homology comparisons. |

[0009] Sequence conservation and expression of 4F8, 4D8 and 4E6 were
analyzed in / scapularis related species, I pacificus and I ricinus, and in D. variabilis,
R. sanguineus, B, microplus and A. americamum by RT-PCR using the primers specific
for the known I scapularis sequences. Expression was detected in I ricinus for all three
genes and in I pacificus for 4D8 and 4E6. Expression of 4D8 was also detected in D.
variabilis, B. microplus, R. sanguineus and A. americanum. Corresponding 4D8 genes of
D. variabilis, A. americanum and B. microplus were cloned and sequenced. In this
application, additional data on 4D8 sequence conservation is provided on Table 8.

[0010) The detection of 4D8 and 4E6 expression in non-/xodes tick species were
the basis for an experiment in which rabbits were immunized with I scapularis derived

[20
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4F8, 4D8 and 4E6 and chellenged with I scapularis, D. variabilis and A. americanum
nymphs. Results support using the inventive protective antigens in vaccine formulations
for the control of multiple tick species.

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

[0012] In another embodiment of the present invention there is provided a
vaccine composition comprising the inventive protective recombinant proteins and/or
modified cDNAs separately or which may optionally be combined with adjuvant to
enhance the protection efficacy of vaccine preparstions 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-bome
pathogen components to provide a means to control tick-borme infections, wherein the
vaccine compogsition further comprises a pharmaceutically acceptable carrier or diluent
and adjuvant.

[0013] In another embodiment of the present invention there is provided a method
for inducing an immune response in a mammal to provide immune protection, which
reduces or affects infestations by target ticks and/or transmission of tick-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 to control tick
.

[
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infestations and to reduce transmission to humans of tick-bome infections, wherein the
vaccine composition further comprises a pharmaceutically acceptable carrier or diluent.
[0014] A better understanding of the present invention and its objects and
advantages will become apparent to those skilled in this art from the following detailed
description, wherein there is described only the preferred embodiment of the invention,
simply by way of illustration of the best mode contemplated for carrying out the
invention. As will be realized, the invention is capable of modifications in various
obvious respects, all without departing from the scope and spirit of the invention.
Accordingly, the description should be regarded as illustrative in nature and not as

restrictive.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0015] FIG. 1 is a summary of the cDNA ELI approach used to identify
protective antigens against /. scapularis infestations.

[0016] FIG. 2A is a graph depicting the results of a primary screen of cDNA
pools (A-H 1-4, AS) by ELIL V, control mice injected with 1 pug vector DNA alone.
*a<0.01, **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
group.

[0017) FIG. 2B is a graph depicting the results of a primary screen of cDNA
pools (A6-A10, B-H 5-8) by ELL. V, control mice injected with 1 ug vector DNA alone.

*a<0.01, **a<0.05 (Tukey's post-hoc test for pair comparisons after ANOVA). Number
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in boxes represent values for inhibition of tick infestation with respect to the control
group.

[0018] FIG. 3 is a graph depicting the results of a tertiary screen by ELI of cDNA
sub-pools formed according to the predicted function of encoded proteins. Only groups
with [215% are shown (white bars). The number of engorged larvae per mouse is
expressed as meantSD (black bars). Control mice were injected with mitochondrial (MT)

cDNAs. *P<0.05 (Student's t-test).

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

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

[0020] In the parent application, there were provided 25 separate and distinct
sequences comprising 14 cloned cDNA molecules and 11 deduced amino acid sequences
of encoded polypeptides, said sequences having been isolated and identified as protective
against I scaqpularis in accordance with the following described experimental
methodology.

Example 1: Consiruction of an 1. scapularis cDNA
library and screening for protective antigens by ELI
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Tick cells

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

[0022] A ¢cDNA expression library was constructed in the vector pEXP1
containing the strong cytomegalovirus CM Vg promoter (Clontech). Because we planned
to target the early larval stages of I scapularis, we chose to construct our library from
cultured embryonic I scapularis IDES cells-derived poly(A)+ RNA. The cDNA library
contained 4.4 x 10° independent clones and a titer of approximately 10'° cfu/ml with
more than 93% of the clones with cDNA inserts. The average cDNA size was 1.7 kb
(0.5-4.0 kb).

Primary screen

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

[0024] Ninety-six LBA (master) plates containing an average of 41 (30-61)
cDNA clones per plate were prepared. Replicas were made and clones from each plate
were pooled, inoculated in Luria-Bertani with 50 pug/ml ampicillin, grown for 2 hrin a 96
wells plate and plasmid DNA purified from each pool (Wizard SV 96 plasmid DNA
purification systemn, Promega, Madison, W1, 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
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standards set in the Guide for Care and Use of Laboratory Animals. Mice were injected
with a 1 ml tuberculin syringe and a 27 gauge needle at days 0 and 14. Three mice per
group were each immunized IM in the thigh with 1 ug DNA/dose in 50 ul PBS. Two
groups of 3 mice each were included as controls. One group was injected with 1 ug
vector DNA alone and the second with saline only. Two weeks after the last
immunization, mice were infested with 100 I 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
number of attached larvae per mouse and mice were transferred to new cages. Replete
larvae dropping from each mouse were collected daily and counted during 7 days. The
inhibition of tick infestation (I) for each test group was calculated with respect to vector-
immunized controls as [1-(<RL>n/<RL>c x <RL>i¢/<RL>in)] x 100, where <RL>n is
the average number 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.

[0025] Pools of 41 (30-61) I scapularis cDNA clones were screened by ELL
Only 33 ¢DNA pools and controls were analyzed per experiment. The average tick
infestation level was 50+13 and 56+15 and S6+15 and 54118 larvae/mouse for cDNA
immunized and control mice, respectively (P>0.05) (Table 1). The average number of

engorged larvae recovered per mouse was 913 and 1344 in the cDNA-immunized mice
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and 1644 and 1713 in the control vector-immunized group (P<0.05) (Table 1). No
reduction was observed in the number of larvae collected from mice that received the
vector DNA compared to saline-immunized controls. The maximum number of engorged
larvac was collected 3 to 4 days after infestation. However, in mice immunized with
cDNA pools B5, A8 and A10 (Fig. 2) a retardation of larval development in 1 to 2 days
was recorded. The average inhibition of tick infestation (I) was 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
[>60% (Fig. 2A and 2B and Table 1). When we started these experiments, we planed to
screen over 4000 cDNA clones considering the complexity of the tick genome. However,
to our surprise 9 protective cDNA pools were identified after screening 66 pools
containing 2705 cDNA clones. This result probably reflects the possibility of interfering
with tick infestations at many different levels that involve a Ploiades of gene products.
Results from vaccination experiments against ticks employing recombinant antigens
support this view (reviewed 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

[0026] The secondary screen was done to verify the protective capacity of the
¢DNA pools selected after the primary screen (Fig. 2A and 2B). After the primary screen
of 66 cDNA pools (2705 clones), 9 pools with [260% were selected for the secondary
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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 [1-(MLn/ML¢ x RLc¢/RLn)] x 100, where
MLn is the number of nymphs for cach test group, MLe¢ is the number of nymphs for the
control group, RLec is the number of larvae recovered for the control group, and RLi is the
number of larvae recovered for each test group. Control mice were immunized with the
negative (1=0%) F2 cDNA pool or saline only. A group was included immumized SC with
two doses of 100 ug of total IDES tick cell proteins per dose in Freund’s incomplete
adjuvant.

[0027] All 9 protective cDNA pools gave positive results in the secondary screen
(data not shown). The tick infestation levels were higher in this experiment (average
8516 and 8413 larvae/mouse for cDNA-immunized and control mice, respectively,
P>0.05). Nevertheless, the average number of engorged larvae recovered per mouse was
3917 and 2616 for control and cDNA-immunized mice, respectively (P<0.05). The group
immunized with total IDE8 tick cell proteins was protected with 1=33%. Again, no
reduction was observed in the number of larvae collected from mice that received the
control cDNA (F2 negative pool after the primary screen; Fig. 2A) compared to saline-
immunized controls.

[0028] In the secondary screen, molting of engorged larvae was evaluated after 34
days. Molting was affected in all but onec test cDNA-immunized group. Inhibition of

molting in test cDNA-immunized mice compared to the control cDNA-immunized group
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varied from 0% to 12% (624%). The inhibition of molting was higher than 50% only in
the larvae collected from mice immunized with cDNA pools B5 and A10, which showexd
a retardation of larval development in 1 to 2 days as in the primary screen. No differences
were observed between control cDNA and saline-immunized mice. Among the larvae
that did not molt to nymph, some were visibly damaged and presented a strong red
coloration. The percent of red larvae in cDNA-immunized mice varied between 3% to 18
% (7+5%) while in the saline and control cDNA-immunized groups red larvae
represented the 6% and 4%, respectively.

Tertiary screen

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

[0030) Tick infestation levels were similar in all test groups (7242 larvae/mouse)
and in control mice (6912 larvac/mouse) (P>0.05). The number of engorged larvae
recovered per mouse was also similar between test (16+7) and control (1416) mice
(P>0.05). However, the groups immunized with cDNA sub-pools containing clones with
putative endopeptidase, nucleotidase, ribosomal proteins, heat shock proteins, glutamine-
alanine-rich proteins and 3 of the sub-pools with unknown function or with sequences

without homology to sequence databases had 1215% (Fig. 3). Furthermore, among them,
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the groups immunized with sub-pools containing clones with a putative endopeptidase,
nucleotidase and two of the cDNA sub-pools with unknown function or with sequences
without homology to sequence datahases resulted in lower infestation levels compared to
control mice (P<0.05) and 1240% (Fig. 3). Clones homologous to chorion proteins,
vitellogenin receptors, and peptidoglycan recognition proteins were selected for they
potential protection capacity in other stages of tick development,
Statistical analysis

[0031] The number of larvae attached per mouse and the number of engorged
larvac recovered per mouse 7 days after infestation were compared by Analysis of
Variance (ANOVA) followed by a series of Tukey's posi-hoc tests for pair comparisons
between cDNA-immunized and control vector DNA-immunized mice (primary screen),
and by Student’s t-test between mice immunized with positive cDNA pools and the
control negative F2 cDNA poo! (secondary screen) or between test cDNA sub-pools-
immunized and control mice immunized with mitochondrial cDNAs (tertiary screen).

Example 2: Sequence analysis of protective clones

{0032] All the 351 cDNA clones in the 9 pools that resulted positive in the
secondary 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
obtained. Nucleotide sequences were analyzed using the program AlignX (Vector NT1
Suite V 5.5, InforMax, North Bethesda, MD, USA). BLAST (Altschul et al., 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
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[0036] SEQ ID NO:3 denotes the clone designated 4D8, wherein the relevant
protein encoding fragment has been identified as comprising residues 80-575, which
encodes the polypeptide shown in SEQ ID NO: 4.

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

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

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

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

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

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

15
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[0043] SEQ ID NO:17 denotes the clone designated 4F11, wherein the relevant
protein encoding fragment has been identified as comprising residues 31-2295, which
encodes the polypeptide shown in SEQ ID NO: 18.

[0044] SEQ ID NO:19 denotes the clone designated 3C12, wherein the relevant
protein encoding fragment has been identified as comprising residues 6-332, which
encodes the polypeptide shown in SEQ ID NO: 20.

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

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

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

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

Methods
RNA extraction and reverse transcription (RT)-PCR

[0048] Total RNA was extracted from guts and salivary glands dissected from 30
unfed I scapularis females, approximately 100 and 1000 [ scapularis nymphs and
larvae, respectively, the egg mass oviposited by one /. scapularis female, salivary glands
dissected from 10 D. variabilis males, salivary glands and guts dissected from 20 A.
americanum and R. sanguineus adults, 10 B. microplus edults and 10 I pacificus females,
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respectively and 100-150 /. ricinus larvae. Total RNA was extracted from homogenized
tick samples using TRI Reagent (Sigma), except for L 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 pl
RNA was reverse transcribed in a 50 pl reaction mixture (1.5 mM MgSO,, 1 X avian
myeloblastosis virus (AMV) RT/7hermus flavus (Ifl) reaction buffer, 10 mM random
hexamer, 0.2 mM each deoxynucleoside triphosphate (dNTP), 5 U AMV RT, Su Iff
DNA polymerase (Promega), 10 pmol of each primer) at 48°C for 45 min. After 2 min
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 contro] for DNA contamination in the RNA
preparations and without RNA added to control contamination of the PCR reaction.
Positive control reactions for the PCR were performed with plasmid DNA containing the
cloned tick cDNAs and with genomic DNA extracted from I scapularis IDES 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,
Promegg).
Cloning and sequencing of D. variabills, A. americanum and B. microplus 4D8

[0049] Fragments of the D. variagbilis, A. americanum and B. microplus 4D8
¢DNA were amplified by RT-PCR and cloned into pGEM-T (Promega). Four clones of
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cach 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 . scapularis, D. variabilis and A. americarum
nymphs

[0050]) An experiment was designed to evaluate the effect of tick protective
antigens on nymphal stages of I scapularis, D. variabilis and A. americanum. One New
Zealand White rabbit per group was each immunized with 3 doses (weeks 0, 4 and 7)
containing 50 pg/dose purified 4F8§ and 4D8 proteins or 4E6 synthetic peptide derived
from I scapularis, a combination of 4F8+4D8+4E6 or bovine serum albumin (Sigma) as
control in FIA (Sigma). Animals were cared for in accordance with standards specified in
the Guide for Care and Use of Laboratory Animals. Rabbits were injected subcutaneously
with 500 pl/dose using a 1 m! tuberculin syringe and a 27/4G 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 collected daily and counted during 7 days. D. variabilis and A.
americanum engorged 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
eo:ilrol group as described previously for larval tick infestations (Almazin et al., 2003).
The reduction on the weight of engorged nymphs was determined in experimental groups
with respect to the nymphs collected from the control group.

Results

|34
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Expression of protective cDNAs

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

[0052] Sequence conservation and expression of 4F8, 4D8 and 4E6 were
analyzed in I scapularis related species, I pacificus and I ricinus, and in D. variabilis,
R sanguineus, B. microplus and A. americanum by RT-PCR (Table 6) using the primers
derived from I. scapularis sequences (Table 5). Expression was detected in L ricinus for
all three genes and in I pacificus for 4D8 and 4E6. Expression of 4D8 was also detected
in D. variabilis, B. microplus, R. sanguineus and A. americanum.
Sequence of D. variabilis, A. americanum and B. microplus 4D8

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

A. americanum nymphal infestations
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[0054] The detection of 4D8 and 4E6 expression in non-Zxodes tick species were
the basis for an experiment in which rabbits were immunized with L scapularis derived
protective antigens and challenged with I scapularis, D. variabilis and A. americarmum
larvae. The results suggested an effect of 4D8 immunization on the inhibition of nymphal
infestations in all three tick species and a notable effect on D. variabilis 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 L scapularis nymphal
infestations only and the effect of 4E6 immunization was reflected on 4. americamaon
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 4D8 in /
scapularis nymphs (Table 7).

Rk

[0055] Experiment 3, then, demonstrates the surprising utility of using L
scapularis tick protective antigens 4D8, 4F8 and 4ES in vaccine formulations for the
control of multiple tick species.

[0056] Nucleotide and amino acid sequences relating to the protective antigen
denominated 4D8 were determined for additional tick species and strains. 4D8 cDNAs
and corresponding amino acid sequences are provided in SEQ ID NOS: 40-62 for [/
ricinus, B. microplus Cepich, B. microplus Mufoz, B. microplus S. Luisa, R. sanguineus,
D, marginatus, Hy. m. marginatum 1, Hy. m. marginatum 2, and H. punctata, together
with a sequence listing for the 4D8 coding region of /. scapularis (SEQ. ID NO: 40) and
sequences representing the full 4D8 cDNA and corresponding amino acid for D.
variabilis (SEQ. ID NOS: 47 and 58). Nucleotide and amino acid identity/similarity as
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established by pairwise comparisons of tick 4D8 sequences is provided in Table 8.
Sequences were aligned and percent homology was determined using the program
AlignX (Vector NTI Suite V 5.5, InforMax, North Bethesds, MD, USA. As noted
therein, the various 4D8 sequences are fairly conserved, with homologies ranging from
60-99%.

[0057] Thus, the present invention relates to the identification of these antigens
which are protective agninst 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.

[0058] 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
frapment or antigen derivative with another protein.
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[0059] 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
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 lby 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 & 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 arc degenerate (i.e., sequences
whichemodeﬂlesuneamimacidusingadifferentoodonsequmce)?saresultofthe
genetic code to the nucleotide sequences defined in (a); or (c) the nucleotide sequence is
at least 60% identical to a nucleotide sequence provide herein, or (d) is a complement of
any of the sequences described in (a-c).

[0060] 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
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which recognizes an epitope(s) of such amino scid sequences. A variant should
preferably have at least 60% amino acid sequence homology. As used herein, amino acid
"homology” is determined by a computer algorithm incorporated in & protein database
search program commonly used in the art, for example, as incorporated in the programs
AlignX (Vector NTI Suite V 5.5, InforMax, North Bethesda, MD, USA), BLAST
(BLAST.TM., a computer program) (Altschul et al., Nucleic Acids Res. (25) 3389-3402,
1997) or DNA STAR MEGALIGN (DNA STAR MEGALIGN.TM., & computer
program) which return similar results in homology calculations.

[0061] The nucleotide sequences may be inserted into any of a wide variety of
expression vectors by a variety of procedures. Suchwoeedm;mdothersmdeunedto
be known by those skilled in the art. Suitable vectors include chromosomal,
nonchromosomal and synthetic DNA sequences; e.g., derivatives of SV40; bacterial
plasmids; phage DNAs; yeast plasmids; vectors derived from combinations of plasmids
and phage DNAs, vir;l DNA such as baculovirus, vaccinia, adenovirus, fowl pox virus,
pscudorabies, 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.
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[0062] The vector containing the appropriate ¢DNA 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., £ coli, Pseudomonas, Bacillus,
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.

[0063] 1t 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.

[0064] The isolated cDNAs and/or polypeptide expressed by the host transformed
by the vector may be harvested by methods which will occur to those skilled in the art
and used in a vaccine for protection of a mammal, such as dogs, cattle, humans, etc.,
against infestations of Ixodes and non-Irodes 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
of the disease.
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[0065] 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, ete. 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
skilled in the art. The selection of a suitable carrier is also dependent upon the manner in
which the vaccine is to be administered.

[0066] 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, intraperitoncal 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.

[0067] 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 cDNA 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 I scapularis cDNA library by ELI in mice.

Experimental | Number | AverageiSD | AverageiSD | AverageiSD | Number of
group” of pools number of number of | inhibition of pools
screened larvae engorged tick selected for
(Number | attached larvae per infestation the
of clones) mouse mouscc (Dd secondary
screen
Experiment 1 | 33 (1383) | 5013 (33-80) 943 39455% 6 (I>75%)
(2-42) (-183 - 87%)
Vector DNA- = 56+13 (45-67) | 1644 (5-27) — —
immunized
controls for
experiment 1
Experiment 2 | 33 (1322) | 56+15(29-79) | 1344 (1-27) | 27428% | 3 (I>60%)
(-53 - 89%)
Vector DNA- - 54118 (36-73) | 1743 (6-28) - —
immunized
controls for
experiment 2

"Ninety six LBA plates containing an average of 41 cDNA clones per piats were prepared. Replicas were
made and clones from each plate were pooled, inoculated, grown for 2 hr in n 56 wells plate and plasmid
DNA purified from each pool for ELL Three mice per group were each immunized IM twice with 1 pg
DNA/dose in 50 pl PBS two weeks apert. Two groups of 3 mice sach 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 /. scapularis larvec per mouse.
Twelve hrs later, larvae that did not attach were counted to calculate the number of attached larvae per
mouse and mice were transferred to new cages.

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

“The inhibition of tick infestation (I) for each test group was calculated with respect to vector-immunized
controls as [1{RLn/RLc x RLic/RLin)] x 100, where RLn is the average number of replete larvme
recovered per mouse for each test group, RLc is the average number of replete larvas recovered per mouse
for contro] group, RlLic is the average number of larvae attached per mouse for control group, and RLin is
the average number of larvae attached per mouse for cach 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
Biosynthetic* 2
Catabolism 4
Cell adhesion 2 -
Cell cycle* 2
Cytoskeletal" 8
Defense 2
DNA structure or replication” 3
Extrace]lular matrix 3
Endocytosis 2
Energy metabolism 10
Homeostasis 2
Morphogenetic 9
Mitochondrial® 34
Protein synthesis or processing™® 34
RNA synthesis or processing® 7
Heat-shock proteins 4
Signal transduction 16
Transport 8
Unknown 199
Total 351

*Eliminated from further screening of protective antigens. Other clones were eliminated for containing
similar sequences.
*Except for ribosomal proteins.

32

(43

Conv nrovided by USPTO from the IFW image Database on 08/03/2008



(49

Table 3. Grouping of the clones according to the predicted function of encoded proteins
in sub-pools for the tertiary screen.

Sub-poal (No. of clones) Clone Pool*
Ribosomal (17) 1A2, 1A10, 1C11 AS
1Fé6 Di
288 AlD
2F8, 2F10 ES8
JA10,2C3, 3D2, 3D10 B4
3G9, 3G10 B3
4D11, 4D12, 4E7, 4F7 FI
Membrane protein (7) D8, ID11, IE1D D1
2B12 AlD
2HS ES
39 B4
. 3G11 E3
ATPase (6) 1A9, 1B2, 109 A5
209 Al0
4A4 <3
_ 4G12 Fl
Cell channel/Transporter (5) JF4 D1
2H11 ES
4A12 c3
4G10, 4Gi1 Fl
Early development-specific (4) 1C8 AS
3F4 E3
4C7 Q
4G9 F1
G protein-coupled receptor (4) 287,2C12 AlD
2F12 E8
4C9 (o]
Growth factor receptor (3) 2E8 BS
_ _3B8, 3C8 B4
Lectin (3) 3E10 E3
4B8, 4C8 _a
Vitellogenin (3) 1F12 D1
4A6 C3
4G2 Fl
Heat shock (3) IC10 AS
1IF10 D1
3F6 E)
EGF-like (2) 2H4 E8
4C10 C3
Sccreted protein (2) 2F9 ES
3Ci12 B4
Glutamine-Alanine rich (2) 4D6, 4E6 Fl
Adsptin (1) 3E| _E3
Endopeptidase (1) 4D8 Fi
Nucleotiduse (1) 4F8 Fi

*¢DNA pools refer to positive pools after primary and secondary screens (Fig. 2A and 2B).
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Table 4: Summary of results with /. scapularis cDNA clones.

cDNA Predicted Protein Inhibition | Inhibition | Efficacy
clone of tick of molting
infestation
I (%) M (%) E (%)
4D8 Endopeptidase 40%/54*+ 7*/8** 444/58++
4F8 Nucleotidase 50%/64** 17%/-9%¢ 58%/61+*
1C10 HSP70 17+ ND ND
4D6 Glu-Ala-rich 61* 11 66*
4E6 Glu-Ala-rich 20%/46** 16** 55¢%¢
JEI f-adaptin (appendage region) 27* 3* 31
2C12 Beta-amyloid precursor protein -giee ND ND
(APP)
4F11 Block of proliferation Bopl -JQree ND ND
3E10 Mannose binding lectin 48%/-10%** ND ND
4Gl1 Chloride channel 384 30 57
3Cl12 RNA polymerase I1] ~104*** ND ND
1A9, 1B2, ATPase -57%se ND ND
4A4

Mice were immunized with cONA-containing expression plasmid DNA as described above (*) or with 100
pg/dose of recombinant protein expressed in £. ¢coli (**). 1, 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 antigenicity and a pro-feeding
activity. Alternatively, they could encade for proteins homologous to host proteins with anti-tick activity,

which neutralization results in a tick pro-feeding activity.
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Table 5. RT-PCR conditions for the characterization of expression profiles of tick

protective cDNAs.
cDNA RT-PCR primers (5°-3") PCR Size of Size of
conditions” { CDNA DNA
. band band”
4F8 4FORS: GCGTCGTGTGGAGCATCAGCGAC | 94°C,30sec| 972bp [ >1,600 bp
(SEQ ID NO: 32} 61°C. 30 sec
4F8-R: TCGCAACGGACAACGGCAGGTTG 68'(.‘: 2 mi
(SEQ_ID NO: 33) » £ min
4D8 4D8R5: GCTTGCGCAACATTAAAGCGAAC | 94°C,30sec| 577bp | >1,600 bp
{SEQ ID WO: 34) 56°C. 30 sec
4D8-R: TGCTTGTTTGCAGATGCCCATCA 68"C’ 1 min
(SEQ ID NO: 35) Bahdietd
4E6 | 4E6R5: GRAATATCTGTGAAACCAAGGCC [ 94°C,30sec| 138bp | ~1,600 bp
6U-R: ATTGCACAACACAT S21C, 30 sec
4E6U-R: AT TCATTAACTG 'y
(SEQ ID NO: 37) 68°C, 1 min

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

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

1. scapularis Lpacificus | L ricima | A amaricames | D. variabilis | R sanguinens | B. micropis
i 1 sl
rNA BT T8
source [ Elglrim|t I
${ejvipls [ |
alh a
els d
]
Clone mRNA expression
4F8 +i+]+] + - + - - - -
AD8 | HH+[+]|+]| + + + + + + +
4E6 HH++]|+] + + + + - - -

Expression of mRNAs encoding for tick protective antigens 4F8, 4D8 and 4E6 was analyzed by RT-PCR in
different tick species using the primers derived from /. scapwlariy sequences.
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Table 7. Results of vaccination with recombinant tick protective antigens on I

scapularis, D. variabilis and A. americanum nymphs.

Tick species Inhibition of tick nymphal | Reduction in the weight of
infestation (%) engorged nymphs (%)°
4D8 4F8 4E6 All | 4DB | 4F8 | 4E6 | All
1. scapularis 35 39 0 63 0 0 0 0
D. variabilis 22 0 5 8 32 0 27 0
A. americanum 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

Froup.
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Table 8. Nucleotide (above diagonal) and amino acid (below diagonal) identity/similerity for all pairwise comparisons of tick 4D8

sequences.
Ls Aa Ra H.mHy.m Rs Lr Rm Rm Rm Rm Dv Dm Hp
1 2 S Laim Cepleh Mullax Sescepdble
I scapularis 100 72 71 . 66 67 72 98 65 65 65 65 75 74 77
A. americanum 6 100 71 80 80 72 72 80 80 80 80 74 74 73
R. appendiculatus 68 72 100 80 80 95 7 86 86 86 86 87 88 76

Hy. m. marginatum 1 64 81 74 100 100 82 6 9% 9 9 90 81 g1 68
Hy. m. marginatum 2 65 81 74 99 100 82 67 90 90 90 9% 81 81 68
R sanguineus 68 70 92 80 80 100 72 8 8 86 86 89 9 77
L ricinus 4 7 2 69 69 71 100 65 65 65 65 5 174 78
B. microplus S. Luisa 60 78 8 8 8 90 64 | 100 100 100 99 80 80 68
B. microplus Cepich 60 78 8 86 8 9 64 | 100 100 99 9 80 8 68
B. microplus Muiloz 60 78 85 8 8 9 64 | 100 100 100 9 80 80 68
B. microplus Suseeptible 60 78 85 8 8 9 64 | 99 99 9 100 79 8 68

D. variabilis 74 81 80 8 8 8 79 78 78 78 78 100 97 77
D. marginatus 74 81 81 83 83 88 7 i L ” 9 98 100 78
H. punctata 72 3 74 7 ! 75 78 68 68 68 68 80 81 100

Sequences were aligned and percent identity/similasity was determined using the program AlignX (Vector NTI Suite V 5.5, InforMax,
North Bethesda, MD, USA). Values for R. microplus strain sequence comparisons are contained within the squared area.

” %



[0068] In view of the above, it will be seen that the several objectives of the
invention are achicved and other advantageous results attained. As various changes could
be made in the above DNA molecules, proteins, etc. \nrithoutdepuﬁngﬁ-omtheseopiof
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 isolsted polypeptide comprising an amino acid sequence that is at least
60% homologous to at least one of SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:29, SEQ
ID NO: 31, SEQ ID NO:39; or SEQ. ID NOS. 52 through 62.

2. The polypeptide of claim 1, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:4.

3. The polypeptide of claim 1, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:27.

4. The polypeptide of claim 1, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:29.

5. The polypeptide of claim 1, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:31.

6. The polypeptide of claim 1, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:39.

7. The polypeptide of claim 1, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:52.

8.  The polypeptide of claim 1, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:53.

9. The polypeptide of claim 1, wherein the polypeptide comprises the arhino
acid sequence of SEQ ID NO:54.

10.  The polypeptide of claim 1, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:55.
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11.  The polypeptide of claim 1, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:56.

12.  The polypeptide of claim 1, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:57.

13.  The polypeptide of claim 1, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:58.

14.  The polypeptide of claim 1, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:59.

15.  The polypeptide of claim 1, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:60.

16.  The polypeptide of claim 1, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:61.

17.  The polypeptide of claim 1, wherein the polypeptide comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO:62.

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

19. 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 18.
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ABSTRACT OF THE DISCLOSURE

Broad range protective antigens against tick infestations, gene sequences and
encoded proteins for such antigens, related vaccines and methods useful to induce an

immune response.

Wi22540 v
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05-261 us.ST25.txt
SEQUENCE LISTING

<110> De Le Fuente, Jose de Jesus
Kocan, Katherine M.
Garcia-Almazan, Consuelo
8louin, Edwin F.

<120> Protective antigens and vaccines for the control of multi species tick

infestations
<130> 57338/05-261

<150> US 10/972,789
<151> 2004-10-2

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

<150> us 60/376,251
<151> 2002-04-2

<160> 28
.170> PatentIn version 3.3
<210 1
<211> 349
<212> DNA
<213> 1Ixodes scapularis

<400> 1 .
atggaaatat ctgtgaaacc aaggcccaca aaaaggaaaa gaaaggccat catcatcatg

gcaagaatga gaacagéatt ccccaccaga agtgggaaca gettctcaag gacttgaaca
gttaatgatg tgttgtgcaa ttcgaatgtg gctgcaacct cgctagagaa catagtcgac
cagctgtagt gctctagtat taaccaagaa gcagtattct gccgtcatat gtacaggeag
atttgttacg gcattticag ctttttttta tacaaaatgt agttcttgtt taaaaaaaac

Ctaaaataaa acaaagCcacC aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaa

<210> 2

@ 3
<212> PRT ‘
<213> Ixodes scapularis

<400> 2
Met Glu Ile Ser Vval Lys Pro Arg Pro Thr Lys Arg Lys Arg Lys Ala
y H y rg 10 y g LYy g9 1!

Ile Ile Xle gst Ala Arg Met Arg '{lslr Ala phe Pro Thr gsg Ser Gly

Asn Ser ;I;e Ser Arg Thr

Page 1

120
180
240
300
349

(62
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<210> 3

<211> 2693

<212> DNA

<213> Ixodes scapularis

<220>

<221> wmisc_feature

<222> (685)..(685)

<223» nisa, c,g,ort
<220>

<22)> misc_feature
<222> (1962)..(1962)
<223» nisa, c,.g,ort

<400>

ggtttgtgct gcttggaaaa tccaccagga gectgeaace gcaaaaaagt tcatcatccg

gagctaagec tatcgcagga tggcettgcgc aacattaaag
gctgcatagt ccaaacggaa gatcgcccaa acgacggaga
caagcagcg actcccccaa caagggcaca ccaaatcaac
gccaccgaaa ttaacttcag aggagatage ggccaacatt
gcagcggege aagcagetct gettctcgtc tcccctggag
teccectgeg gccgatfgcg gaccagcctc ccccacggge
gtcgecegty cgeagggace aacccctctt cacctteege
gcgcatgatg aaggagegeg agagcecagat acgegacgag
caagctggca gagcagiacg acacatrtgt caagtttacg
gtttgagggt gccactccaa getatttgtc ataacatgat
ggaactttga gggtttgtgc taganggaag aaacccatgg
acacttagac tcggcaagca agccagatcc tgtggggtge
cagtggtgtc ttcggagttt ttttttttec ttctcccttt
@:2actcrrea cogaactggt grgeatceat teccegaaag
cggatcatct acggaggaag aagtgtgtat gcctttgtge
tttttaaccg tcttgccatc tcgccataga agacctgtga
gaatgttatg caaaggttgg aagtcagttt gaaagtggag
tgagtatggt tagtcaccgt ttacttttca ggagggggat
ccaactctcg tttgtctttt atttttagga tactttctct
catgcaagtt agcgagggta cgaggaaaag aagggttata
gtagttcaac tggggggtgg gattgtaaag acctgegggt

cgaacacacg
tgtatgcctt
ccttcacect

tcgggcteec’

ctgtcccccg
caggtggggac
tacgaccacg
tacgaccaaa
gggcatctge
tggggaagga
9999acggg9g
ccctegtctt
tgcaagagaa
tttgggtctc
tctagcaaac
cgagagaaaa
gactgaggaa
gtggcgagaa
aaatattctg
accgagagga

attgggatcc
tgtcggtcac
tcggtgaagt
tgcgacgtct
cgtecggegac
ggggcctget
tcatctgcga
ttctgtctge
ttcagaagcg
aaacaagcaa
cacaagacca

ggaatgagtc
ctttttggca

ggactcgcgg
CtTLtrittt
aaaggtgtgc
ttttgtatge
cggagcegee
tttgtgtytg
ggtgagagct
ccgeatgete

tggctatatt acttgcattg agggggagga ggaatgctgg ;cctcgagca gagccagcaa

Page

60
120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

Canv nravidad b LIRPTO fram tha IFW imans Daiahsas an 0AN/2008



gtattttgga aaggaataaa
cactacaggg tgtgtgtgce

05-261 US.ST25.txt

aacaaaaatt ggcttagtgt

cccatctgac
ctttttcctt
actcccaaaa
ttteeergtt
tggaacacct
Tttt
tgctatggea

aaccgcetgt
tteeetrect
catcaagtgc
tcgagatagg
gcaacagcga
ttitttgtag
ttgtctgetg

gaggatagtg aagtggtatt
cataagcgtg gctttoggtg

.:caattggtt
tcaaatgcaa

aaaaactgct
agatggtgtg
caggtgctge
gtgttgggga
tttttgecat
ttatgaaaga
tacatagcct
agtttacaat
aataaaggca

.:zm» 4

<211> 184
<21>

<213>

<400> 4

tattggggac
cgctctgtg
cacgtaaact
tgcaagtgct
tgttagtagc
gtatgttagt
tgcattaata
tattaagcga
gtggtctget
crrtttggea
ctctctcagt

tcttgtatct
gtacataggc
cataagtaat
tctggtggtce
aatggcttea
attaactggt
ttttgcagta
ctatgcttat
gcagggttag
tcgtetgage
tgcttttggg
ttgatcgcag
gtatgttgat
tggcacactg
aaactttctg
ttatcttttc
tggatcctgc
gtitattgac
ttgttatgtt
tgacttgttt
acctaaaaaa

PRT
Ixodes scapularis

tcccgtgegt
caacgcaagt
tttgaaggag
ggaattctac
gottgtgctg
gtaggcctgt
ataaaaactt
tggaatgcat
aaaggagctt
ttgtcaatca
tgcagagttt
ttcatcaact
atcacagttg
cgtattttce
ccattgectge

aaaactgatt

acagatgtat aatatatatg
tgtgtccctc ttgeggettg
cttcagcatg gcaccctctt

agaatatttt
aagtgcgaaa
cctatgcttt
gacacttgca
gttatggaaa
gcctgatgtg
anaatgecctt
cagtgcaaca
gactaatttt
cgtcgatcat
cactgaggaa
agcataaagc
cacaattcat

tgaagtacca

attgtttacg gaaaaaagtg
ttttccagga gaatttagac
gacttggttt ttgtggaaat
gcattgccat tgtaatttgg
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa

gatttctaag
gttcctttct
ggccacactt
cagccgtgtt
gagtgcatta
tgttgtgett
ctggcttttg
tgcactttgt
tagtaatgct
tatgcatgtg
gcctggetta
tggtagtota
gcatgaatga
gtgtcctata
ataacattaa
caggaggcac
tagttctaaa
ccattattag

get Ala Cys Ala ;hr Leu Lys Arg Thr Eas ASp Trp Asp Pro &gu His

ser Pro Asn gAy Arg Ser Pro Lys e;g Arg Arg Cys Met ;80 Leu Ser

val Thr GIn Ala Ala Thr Pro Pro Thr Arg Ala His GIn Ile Asn Pro
35 40 45

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2693

L4
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Ser Pro Phe Gly Glu val Pro Pro Lys Leu Thr Ser Glu Glu ITe Ala
50 55 60
Ala Asn Ile Arg Glu Glu Met Arg Arg Leu GIn Arg Arg Lys GIn Leu
65 g 70 ro Ard 75 e 80
Cys Phe Ser Ser Pro Leu Glu Ser Gly Ser Pro Ser Ala Thr Pro Pro
85 90 95
Ala Ala As s Gly Pro Ala Ser Pro Thr Gly Leu Ser Pro Gly Gl
P %0 y 105 y 110 y aly
Leu Leu Ser Pro val Arg Arg Asg Gin Pro Leu Phe Thr Phe Arg Gin
115 12 125
val Gly Leu Ile Cys Glu Arg Met Met Lys Glu Arg Glu Ser GIn Ile
13‘ Cy 13? 143
Arg Asp Glu Tyr Asp His val Leu Ser Ala Lys Leu Ala Glu GIn Tyr
142 P v P 150 1!5 .{KO
Asp Thr phe val Lys Phe Thr Tyr Asp GIn Ile GIn Lys Arg Phe Glu
P 1¥S R4 P 170 9 175
Gly Ala Thr Pro Sser Tyr Leu Ser
180

<21 §

<211> 1821

<212> DNA

<213> Ixodes scapularis

<220>
<221> misc_feature

222> (1487)..(1487)
.:223> nisa,c,g,ort

<220>

<221> misc_feature

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

<220>

<221> wisc_feature

<222> (1606)..(1606)
<223» nisa, c,g,ort

<220

<22]1> wisc_feature

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

Page 4

— H e — E— S
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<400> 5
atggcgtcgt

gttagaatag
ggaatcgtcyg
cgctgeattg
actctggagg
ctggccactt

ttgatccte
ctggtgggga
aactaccagg
gtcggtgect
acgegeteee
gtgctgcgag
gcttacgtgt
cttcatgcca
gacgtggaac
tggttcaaga
cgttgtcegt
.tcaaagtctt
gacatgggac
gaatttttta
atgtcattat
tttgeaggee
tatctcaagt
cttggattee
tttgaaacat
cacttacatt

05-261 US.ST25.txt

misc_feature
(1762)..(1762)
nisa, c,g,ort

misc_feature
(1789) ..(1789)
nisa,c,g,ort

gtggagcatc agcgacgggt cctctcgtec
ttaacagcgc cggaaagata atcaaggaca
aaaaggaagg catcaatgac ctgcaaacgg
tgacttcgct ctcgagacag ttcccaaaac
agaaaaagat cagcgacgac tggatcatca
ctctgccgga caacctgaag aacatcaaag
tggatggaac caaggagtac acacagggtt
ttgcggttga cggtaaggca grgggtggag
tggagaagga cgtctacaag cagggacgta
ttgggatctc gcgcattgeg cctccggaga
attccagccc caccatcaac agctgcattg
ttggaggtgc cgggcacaag gtgcrgetgt
ttcccagcaa agggtgcaag aaatgggaca
ctggcggect tcttacagat gttcacggga
acgtcaatgc cggcggcgtt cttgccacct
accacattcc cgaagatgtc cgcaagacgc
tgcgatcaca ctcaagtcge gtttrtectt
atactattag tgttttggtg gtccaaatat
acaaaaaaat ggaggggcgg gacaataagg
aaataatgtt gatttcaggt ttatttgtgg
ttgggttgty ccgtttgaaa ttttatgaaa
actcagctcc ttgaatgctc gatgettgat
ttttctacca caagaaacag taccctaaca
atctggtatg catatataag atctatggat
accctgtcct taccaacctt caaacatttt
gcttgatcgt tgaattaatt tittagctga

taagagtaat
tcatgaacag
aggcagacag
tgacaataat
ccgagcatga
aggaagattt
tcctgoacca
tgatccacca
ccatgtggog
acaagaggat
aagccatgaa
tgattgaggg
cttgtgecece
acagattgga
gcctgaagga
ttcctctatg
taactttgtg
tattactaaa
tctcgaacac
aaactctgaa
tacgtaatag
gcttetgeca
ttttgaaata
gttcctaagg
ttrttgngec
tgttaaggac

ttccaacact
tggaaacctc
atctgttcag
tggtgaagag
Caaggatgtc
ggtagtctgg
cgtgacgatc
geecgtactac
cattgtcgge
catcactacg
tecggacgag
caaggctcac
cgaagcgatt
gtaccacaag
acaacacgaa
agcaacctgc
gtgatgcggt
aaaacccgga
agctcgtaca
attaaccgtt
ctgcacgcat
acattatttg
gtattactag
agggcatgaa
tgcttaaaag
acttataata

120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
780
840

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

[l
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attaaggaaa tgagatcgat cttgagcttg tttgngcctc tgtaanaatt gatgctcttt

Canacctaat gcttaatgCa acaataatta tcaagtaatc cttactcagg tgtcagatat

gcaagcagat gccaatgctt ctgttcattg agtggcaaaa ggcattgetc tttgtcacat

tgcatgcatt tatgacagcc cnccttaata aactataatg cagctaatnt gaaaaaaaaa

<210> 6

<211> 316

<212> PRT

<213> 1Ixodes scapularis

<400> 6
lllet Ala Ser Cys tsﬂy Ala Ser Ala Thr
.‘Ie Ser Asn Thr val Lys Ile val Asn
20 25
Asp Ile Met Asn Ser Gly Asn Leu Gl
P 35 . y 40 y
Asn Asp Leu GIn Thr Glu Ala Asp Arg
50 55
Thr Ser Leu Ser Arg GIn Phe Pro Lys
65 70
Thr Lev Glu Glu |8.¥s Lys Ile Ser Asp
Asp Lys Asp val Leu Ala Thr Ser Leu
100 . 105
qys Glu Glu Asp Leu val val 'rrs val
115 12
Glu Tyr Thr Gin Gly Phe Leu Asp His
Bo y 135 P

Ala val Asp Gly Lys Ala val Gly GI
145 polyly 150 y ey

Asn Tyr GIn val ﬂls: Lys Asp val Tyr

Gly Pro Leu val Leu Arg val
10y 1'5‘g

Ser Ala Gly Lys ;;I,e Ile Lys
Ile val Glu l‘.¥s Glu Gly Ile
Ser val g;l, n Arg Cys Ile val

Leu Thr Ile Ile Gly Glu Glu
75 80

Asp Trp Ile Ile Thr Glu His

90 95

Pro Asp Asn Leu Lys Asn Ile
d 110

Asp Pro Leu Gly Thr Lys

AS

12

val Thr Ile Leu val Gly Ile
140

val Ile His GIn Pra Tyr Tyr
155 T I!O

Lys GIn Gly Arg Thr Met Tr
1’0 Yy AT 175 P

Page 6

1620
1680
1740
1800
1821

Copy provided by USPTO from the IFW imaae Dutabene on O&/0%/2008
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Gly Ile val Gly val Gly Ala Phe Gly Ile Ser
Y 185 Y 188

Glu Asn Lys Arg Ile Ile Thr Thr Thr Arg Ser

5 200
Ile Asn Ser Cys Ile Glu Ala Met Asn Pro Asp
210 215

G1¥ Gly Ala Gly His L;s val Leu Leu Leu Ile

22 230 235

Ala Tyr val Phe Pro Ser Lys Gl S LyS Lys

4 245 y y o 2!0 y

Pro Glu Ala Ile Leu His Ala Thr G1§ Gly Leu
260 26

‘1 Asn Arg Leu Glu Tyr His Lys Asp val Glu
y Z;E i 2!0 P

Gly val Leu Ala Thr Cys Leu Lys Glu Gln His
y 290 o 295 ¥

His Ile Pro Glu Asp Val Arg Lys Thr Leu Pro
305 310 315
<210>» 7

<211> 697

<212>

DNA .
<213> Ixodes scapularis

<220>

<221> wmisc_feature

«222> (573)..(573)

<223>» nisa,c,g,ort

"lL400> 7

gacctcaagg aaggcatctg cccgcaggecc ttctggetca
gectecaacg ataccttctt taagggggac gactgcaage
atgttcgaca gcggcatgga caaggacggg gcaggetttt
tacgtcatgt ggagtgtgct cttcgecacc ctggecgtea
ccctatgect gtggatctgg aatcccggag atcaagacga
cgcggetace tgggcaagtg gacgctgacc atcaaatcag

ggggcgggce tcagectggy caaagagggg cccctggtoc
aacatcttct cctacctctt ccccaagtac ggcaagaatg
Page

Arg XIle Ala Pro Pro
190
His Ser Ser Pro Thr
205
Glu val Leu Arg val
220 9
Glu Gly Lys Ala His
y Ly 240
Trp Asp Thr Cys Ala
o¥s
Leu Thr Asg val His
27
His val Asn Ala Gly
285
Glu Trp Phe Lys Asn
S00 P y

Leu

acaaggagca gtgttgctgg
agtggtatcg gtggcccgag
acctgectcte ctacctgetg
tgctcgttcg caccttegeg
ttctgagegg cttcatcatc
tgtgtctggt gctggecgec
acgtggcctg ctgcatcggg
;ggccaagaa gagggagatc

120
180
240
300
360
420
480

[D
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Ctgtcggetg ccgeegecge gggagtttet gtggectttg gggetcccat cggeggtgtt 540
ctcttcagce tcgaagaggt gagctactac ttncccttga agacgctgtg gegttcctte 600
ttctgegece tggtggcage crcggtgetg cgotccatca acccctttgg caacgaccac 660
ctggtgatgt tctacgtcga gtacgacttt ccctgge 697

<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
Qsp Leu Lys Glu g‘ly Ile Cys Pro Glin %a Phe Trp Leu Asn %s Glu
GIn Cys Cys Trp Ala Ser Asn Asp Thr phe Phe Lys Gly Asp Asp Cys
20 25 30
Lys GIn Trp Tyr Arg Trp Pro Glu Met Phe Asp Ser Gly Met Asp Lys
35 40 45
ASp (sigy Ala Gly Phe Tyr kgu Leu Ser Tyr Leu Iésu Tyr val Met Trp
Ser val teu Phe Ala Thr Leu Ala val Met Leu Val Arg Thr Phe Ala
65 70 75 80
Pro Tyr Ala Cys Gly Ser Gly Ile Pro Glu Ile Lys Thr Ile Leu Ser
R @ lsy y 90 y 95
.GW Phe Ile 1le Arg Gly Tyr Leu Gly Lys Trp Thr Leu Thr Ile Lys
100 e oy 10! 110
Ser val Cys Leu val Leu Ala val Gly Ala Gly Leu Ser Leu Gly Lys
35 120 y y 125 yu
Glu Gly Pro Leu Val His val Ala Cys Cys Ile Gly Asn Ile Phe Ser
13‘ 135 s o 145

Tyr Leu Phe Pro Lys Tyr Gly Lys Asn Glu Ala Lys Lys Arg Glu Ile
145 4 -Jr.!O i 155 v 160

fninw nenwided b [FADTO from the IFW Enase Datshans nn AANRNOR
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Leu Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly val Ser val Ala Phe Gly Ala Pro
165 170 175

Ile Gly Gly val Leu Phe Ser Leu Glu Glu val Ser Tyr Tyr Xaa Pro
y oy 180 185 v I!o

Leu Lys Thr Leu Trp Arg Ser Phe Phe Cys Ala Leu vVal Ala Ala Ser
195 200 205

val Leu Arg Ser Ile Asn Pro Phe Gly Asn Asp His Leu val Met Phe
210 215 220

r val Glu Tyr Asp Phe Pro Tr
;!5 R4 P 230 P

<210>

9
<21l> 1221

<212> DNA
.213>

<220>

Ixodes scapularis

<221> misc_feature

<222>

(713)..(713)

<223>» nisa,c,g,ort

<400> 9
gtttctigtt

atatcaattt
ctaacgtctc
tgccaagtge
acgcgccgat
aaaagcacaa
cgcagagegg

.cggacagac

accctagega
cagacagcga
aggtcgacga
ccctgetega
gcggageccg
aagcggaagc
ctgctcaaga
actcccaagg

acggtagtgg agtgctgagt
ttctgtaaat tagaaatgta
ggatctgctg ttcaaagtcee
gtcgaatatg atgccgaaaa
cgacgtgate ggectgecct
gcgeaagega ggcacggace
tggcgagggt agcagcagca
ggtcgagaag aacgtgacca
agccgatctc gocgaactee
tgacgaagag gaagectggc
cgagctcege aaaatgaagg
gagcaagtcg cagaaggacg
tcaaagagat gtccgaggag
agcaggccga agagaagaaa
agtccgactc gaggctgagg
tgtcgetggt caacacgcag

ttactcgata
accaatggcg
cgggcgatca
agaaagaatc
cccacaaacg
aagacgaaga
agccegeget
agctgaaaca
tgatgaaacc
tcgaagcect
acccgacccet
aggtcccgge
atgattcagc
gagaaggaga
gccagcaaga

gcaggcacgc
Page

atatctgaga aatagtggca
tggctatctt ctagtcgaca
agccgtattt gttgtccage
agtcgcgage tctaaagaag
acacaagaag cacaagcaca
CCaatcgece gecgegagee
caagctcaag atcaagatcg
gcagcggecg ccgocgoecgg
caactcgggc gatacgageg
cgagtccgge aggctcgaag
gatgacggee aggeageggg
gacggggatg gcnggegtee
ggcpgatgct gcgggccaaa
agaagcagac gatcgagegt
agttggccaa gaagagcgat
;gctctcgtt tcecgtegge

120
180
240
300
360
420
480
540

720
780
840
900
960
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gttgcgttcc cgetgtcgge ageegtggee caggggtace

attaagggtt gtcgtaaccc gaagaagtac tcgtgctcca

agcctcgagt gctacaagac gaacatgctg cagatgtgeg

tccgggetac agctgctcct tgtgtatatg tatataaagt

<210>
<211>
<212>
<213>»
<400> 10

Met Met Pro Lys Lys
1l 5

o

Lys

10
275
PRT

Ile Asp val Ile
20
His Lys Lys His
=3

GIn Ser Pro Ala Ala
50

Lys

L Pro Ala Leu Lys

Lys Asn val Thr Lys
y 8t

ser Glu Ala Ass Leu
10

Ser Ala Asp Ser
115

Glu Ser Gly Arg Leu
130 y Are

AsSp Pro Thr Leu Met
14

Ser GIn Lys Asp Glu
y P 165

Ixodes scapularis

Lys Glu Ser val

Gly Leu Pro Ser

25

Lys Arg Lys Arg
i)

Ser

Pro GIn Ser
55

Leu

Lys Ile Lys
70

Leu Lys GIn GIn

Glu Leu Leu
105

Ala

Asp Asp Glu Glu
120

Glu Glu val Asp
135

Thr

Ala Arg GIn
150 rd

val Pro Ala Thr

Ala
10

ser

His Lys

Gly Thr

Gly Gly

Ile Gly

75
Arg Pro
90

Met Lys

Glu Ala

Asp Glu

Arg Ala
9 155

g

ccgagaagac gacgtgegge
agacaggcgt gcccctgtge

tctgagcggg cagctaggct
cgagaatgct gaaaaaaaaa

Ser Lys Glu Asp Ala
y 159

Arg His Lys Lys His

g 35 y

Asp GIn Asp Glu Asp
45

Glu Gly Ser Ser Ser

60

Gly GIn Thr val Glu

80
Pro Pro Pro Asp Pro
95
Pro Asn Ser Gly Asp
110

Trp Leu Glu Ala Leu
125

Leu Arg Lys Met Lys

140 rg Ly y

Leu Leu Glu Ser Lys

160

Ala Gly val Arg Gl
y 17? Y

Page 10

1020

1140
1200
1221
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Ala Arg GIn Arg Asp val Arg Gly Asp Asp Ser Ala Ala Asp Ala Ala
ro &in 288 P T | i 19D

Gly GIn Lys Ala Glu Ala Ala Gly Arg Arg GTu Glu Arg Glu Gly Glu
14 200 A9 AT 208 y

Glu Ala Asp Asp Arg Ala Ser Ala GIn Glu val Arg Leu Glu Ala Glu
210 215 22

Gly GIn GIn Glu val Gly GIn Glu Glu A r Ser Gln Gly val Ala
22! 235 r9 ;!5 . 240

Gly GIn His Ala Gly Arg His Ala Ala Leu val Ser Arg Arg Ar 5
y 24! re 250 9 Arg 25? o

val Pro Ala val Gly Ser Arg Gly Pro Gly val Pro Arg Glu Asp As
260 -y o &y 265 y 9 270 P ASP

.a‘l Arg His
9 275

<210>
<211»
<212»
<213»

<400> 11

11
1942
DNA

Ixodes scapularis

cgatgcaggc gatgacgggc tttgeggtge

cagctcagee
tgcagetggy
ccatcaagaa
gcacggagga
cccaaaacga
.gaa.gctgca
tgctgtacca
agcccggcaa
gtgtacaaca
ctcccacece
cggegtgeta
cagagtgccg
aaaaagaaaa
ctcgtagtca

gctgcagttg
aaccaacggt
caatgtggac
cggcctgatg
ggtccagtac
gaacaacaac
gtccctgaag
tccaaggatc
aacttacgaa
cttcttttga
cggaacaagg
ctgagecege
agtgaaaacg

cagattccec
ccegtgeaga
gtgttctact
gacaagcggg
accctcgaca
attttcacga
ctcaccaacy
acgttgtctt
ctcattctac
tggcagtcaa
tcctacatte
gacagccttg
gaaaaatgaa

agttcaacaa aaacagtttc
tgcagcccaa cttcccaget
agatggaccc cctcaccaac
tcagctgect ggtgeccatg
tgttcctgge cacctggaaa
acgtcaacct cactgcagac
tagccaagag gaacgtggac
gcatttgggt gttggcggag
tgaagacaag agcacctgaa
acagctgagg ctgctgtgaa
tgtctcgttt cattttcttg
ccaagttata tggtgttgtc
tttctgagga gagccgaacg
aaattttcca gttgcttcaa

gtctgtggcc grtgagrttg gtgtaaagaa gaaaaaggtg

Page 11

gogctgactc
gatgcgaget
cttcaggtgg
cacgtgctga
gacatccecg
caagtttccc
ggccaggaca
ctcaagatac
gtggcagcag
tgaaactctt
ttttcttttg
gcgtaggagg
caccacttcg
dttaacattc
tctcttttag

120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
780
840
900

J+L
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tgaaaatggt
tgacaaggat
aattcgacce
Tcceccecca
cgttattctt
caacttatgt
tgaaactctg
tatttaaaca
ageectgeee
actacattgc
tgtcaacaga

actaaaaga
tgcatgtagt
tactgtagtg
tatcctttga
gccctccaaa
tgttatgtgt
aaaaiaazaa
S
o e
<400> 12

tgctttttat
tctoctttag
agcaaatgcc
ccccccaact
trtttcttca
gcataattga
ctecgecget
aaactgcata
tttcggtgtg
atgaacggga
ttagaaccat
ctacgaaaag
tgagcgtaat
tccattaaag
gtaggagagc
acatgcacat
agaaaaagaa
aaaaaaaaaa

tggtatccec
ttgtattatg
caattctcaa
ttgtcgttgg
tterttetet
ttttcacagg
gctagtgtca
gcttaggogg
tgtacaagca
gaagtttagt
tttttggaac
tgttgacttt
ggtatcacce
agcgagagtt
ggcacttttt
tttaagtgtg
ctcttaatta
aa

Ixodes scapularis

05-261 uUS.ST25.txt

tatcacaccg
gtggctggag
gatttgagtt
attgtctaac
ttgttotcac
ctgcgacgea
tcacgggacg
cagtctgtgce
tctctgtgta
tgtttttttg
ggctggaaag
ttgcatcggt
ctcgtaaaca
tggttaaagg
gcaaatageg
aattgttgcg
aaatatttgt

..flet GIn Ala Met ';hr Gly phe Ala val gan phe

Gly Leu Thr Pro Ala GIn Pro Leu GIn Leu GIn
20 25

ASh Phe ;;o Ala AsSp Ala Ser kﬁP GIn Leu Gly

Gln E‘s Met Asp Pro Leu ;gr Asn Leu GIn vi1

val Asp val Phe Tyr Phe Ser Cys Leu val Pro
65 P R 70 i 75

agcacgaaca
cacacgaggc

taagaaatcc
acctgttgec

cattgaggtt gttttgctcc

agtgtaaatg

ggcgacgact

gegeeccggg ggacgegaca
gtctgtaaaa gaaggggaag

accatcgegt
aaagtggaac
acatgaacta
tttrreeeet
ataaccgctc
ttggcaacgt
ataacagtgc
ttgttaattg
ctgctggagg
gcgocttgta
ggccaaaacg

tttctctgac
aaccaaactg
ctttacatga
caggtgacta
attttgtttc
ttgtttggca
aatggagcag
aggtccgtgt
cgtcatatct
caagtatgtg

tcaaaaaaaa

ASn Lys Asn ggr Phe

Ile Pro Leu GIn Pro
30

Thr :gn Gly Pro val

Ala Ile Lys Asn Asn
60

Met His val Leu Ser
80

Page 12

950
1020

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1942

(+5

Conv nrevidaed hy LEPTO fram tha IFW imass Daisbass on OAD3/2008



05-261 US.ST25.txt

Thr Glu Asp Gly hgu Met Asp Lys Arg 331 Phe Leu Ala Thr ;;p Lys

Asp Ile Pro Ala GIn Asn Glu val GIn Tyr Thr Leu Asp Asn val Asn
100 105 110

Leu Thr Ala Asp GIn val Ser Gln Lys Leu GIn Asn Asn Asn Ile Phe
115 120 125

Thr Ile Ala Lys Arg Asn val Asp Gly GIn Asp Met Leu Tyr GIn Ser
130 ys Arg 135 pawy P 140 R

Ala

Leu Lys Leu Thr Asn 615 Ile Trp val Leu
145 15 155

Glu Leu Lys Ile GIn
160

Pro Gly Asn Pro Arg Ile Thr Leu Ser Leu Lys Thr Arg Ala Pro Glu
16 170 175

val Ala Ala 615 val GlIn GIn Thr I;r Glu Leu Ile Leu His Ser
18 S 190

<210> 13

<211> 1428

<212> DNA

<213> Ixodes scapularis

<220>

<221> misc_feature

<222> (701)..(701)

<223 nisa,c,g,ort

<400> 13

cgcgccgtgec agaagetgeg tcgggaggtt gagaaggcaa agaggaccct gtccactget 60

caccaggcca ggatcgagat tgaatcgttc ttcgagggag aggacttcag tgagaccctg 120
.ctcgtgcta agtttgagga gctgaacatg gaccttttcc gttccaccat gaagectgtt 180

cagaaggtac tcgaggatgg tgacctcaag aagactgatg tggacgagat tgtgettgtce 240

bgaggttcca ccaggatccc caaggttcaa cagctggtca aggagttctt caatggcaag 300

gaacccaccc gtggcatcaa ccccgacgaa gecagtegect acggtgecge cgtgeagget 360

ggagtcctcg gcggagagga agacactggg gacctcgtge tgttggacgt gaaccctctg 420

accctcggea tcgagacagt gggaggcgtc atgacgaaac tgatcccccg taacacagtc 480

atccccacga agaagtctca gatcttctcc acggcctcgg acgagcagag cactgtcacc 540

atccaggtct ttgaggggga gcgtcccctg acaaaggaca accaccaget gggcaagttc 600

gacctgactg gcatcccacce tgctcctega ggtgtgeeec :Laaaatcgaggt gaccttcgag 660

Page

Cinmvu nrnwidnd b IIRETO from the TFW imane Detekeas nn DATS00E



attgacgtca
aagatcacca
aaggacgccg
aacgaactgg
ggaggcaagc
adaatggctgg
ctggctgata
ccgacggaca
gtacagcgaa
catcatttca
tggacctatt

ttcgrrgta
909299900

<210> 14
<1ll> 372
<212> PRT
<213

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

<400> 14

acggtatcct
tcaacaatga
aaaagrttgc
agtcttatge
tctccgacga
agcagcacag
ctgtgcagec
aagatgactc
aggcatgggg
ccacctctac
taccatgatc
gtaacttaag
ctgggtgtca

misc_feature
(234)..(234)
Xaa can be any naturally occurring amino acid

gcgggrcagt
ccagaacagg
cgacgaggac
ctactcccte
g9acaagaag
tgacgctgat
gattgtagcc
tacaaaggac
cagcagcatt
agtgctgctg
attctctgta
ttatacagat
aataaaagtg

Ixodes scapularis

05-261 US.ST25.txt

gcagaggaca
ctgacgectg
aagaaggtca
aagaaccaga
actattgagc
gcggaagaac
aagctgtacc
gagttgtaaa
atcacaagtc
ctgcctgect
Caaaaacaat
gtcttctact
trtctattaa

ngggtacagg caacaagcag
aggacatcga gaggatggta
aggagaaggt ggaggceege
ttggagacaa ggagaagatg
aagctgtgga cgagaaaatc
tcaaggaaca gaagaaacag
ctgcaggagg caccccacceg
aacaaggcca gatctcttgg
atctgttacg atcatgagct
tttggctggt tgagtgttct
tctttctgtg ttrtrtttet
gogtggoctt tctccatgag
aaaaaaaa

Arg Ala val GIn Lys Leu Arg Arg Glu val Glu Lys Ala Lys Arg Thr
1“9 sY g Arg I3 y y 159

Leu Ser Thr Ala His GIn Ala Arg Ile Glu Ile Glu Ser Phe Phe Glu
¢ 20 25 30

Gly Glu 3§p Phe Ser Glu Thr ksu Thr Arg Ala Lys :Ee Glu Glu Leu

ASn gst Asp Leu Phe Arg ggr Thr met Lys Pro :31 GIn Lys val Leu

Glu Asp Gly Asp Leu Lys Lys Thr Asp val Asp Glu Xle val Leu val
g5 0 Ol A3p Leu xS Ly Py 2 80

Gly Gly Ser Thr Arg Ile Pro Lys val GIn GIn Leu val Lys Glu Phe
. 85 90 95

Page 14

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1428

133

Tinras mmvided by LIBPTD fram tha IPW imace Database on 08/03/2008



Phe Asn Gly Lys Glu Pro Thr
1]

Ala Tyr Gly Ala Ala val Gln
v 11!

Thr G‘IE Asp Leu Val Leu Leu
13 135

Glu Thr val
145
Ile Pro Thr
ser Thr val
ASp Asn His
195
Pro Arg Gl
218 *
G'I! Ile Leu
22

Lys Ile Thr

Glu Arg Met

Ser Leu Lys
290

sSer Asp Glu

305

Lys Trp Leu

GIn Lys Lys

Gly Gly val Met

150

Lys L g Ser GIn

Thr Ile Gln val

180

GIn Leu Gly Lys

val Pro GIn Ile
215

Arg val Ser Ala

ITe Asn Asn ASsp
245

val Lys Asp Ala
Y60 y p

Lys val

Asn GIn

AsSp Lys

Glu GlIn

GIn Leu

05-261 US.ST25.txt

Arg G'Ig Ile Asn Pro Asp Glu Ala val
10 110

Ala Gly val Leu Gly Gly Glu Glu
120 y y 12!

Asp

Thr

Ile

Phe

Phe

Glu

Glu

Gln

Glu

val
Lys
Phe
Glu
185
ASp
val

Asp

AsSn

283

Glu Ala Ars Asn
28
Ile Gly Asp LysS
29!
Lys Thr Ile Glu
310
His Ser Asp Ala

Ala Asp Thr val

ASh Pro Leu
140
Leu Ile Pro
155
ser Thr Ala
170
Gly Glu Arg
Leu Thr Gly
Thr Phe Glu
220
Xaa G'I! Thr
23
Ara Leu Thr
25
Phe Ala Asp
Glu Leu Glu
Glu Lys Met
300
GIn Ala val
315

AsSp Ala Glu
330

GIn Pro Ile
Page 15

Thr Leu Gly
Arg Asn Thr

ser Asp Glu
175

Pro Leu Thr
190

Ile Pro Pro
205
Ile Asp val
Gly Asn Lys
Pro Glu Asg
25
Glu ASp Lys
278 y
Ser Tyr Ala
285 b
Gly Gly Lys
AsSp Glu Lys
Glu Leu Lys
335

val Ala Lys

ASp

Ile

val

160

GlIn

Lys

Ala

Asn

GlIn

240

Ile

Lys

Tyr

Leu

Ile

Glu

Leu

e

i rerruiciad b [T fram tha IFW imaca Dainhass nh OAAA/S008



340

05-261 US.ST25.txt
345 350

r Pro Ala Gly Gly Thr Pro Pro Pro Thr Asp Lys Asp Asp Ser Thr
i 355 y & 360 Bﬁg

Lys Asp Glu Leu
370

<210>
<211>
<212>
<213>»

15
1847
DNA

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

<400> 15
.:gacgtgttt gtgagtgcag

cggtgatgaa ctgcctacgg
cgcagatagg tcaccggaaa
agaaggatgg atcggtgcct
tggttcggat cacgccctee

misc_feature
(1814)..(1814)

catcgttccc ttggtgggag
gagctgacgg cctggccttc
gaagcagcga caagtggact
agcacaacaa cccatacatc
agagtgacgg tgccaaccaa
accctgtcag ggccaagata
.qcaacaccaa caacgacggt
cgaccaacgg ccactttggg
ccctcaagtt cctgacgacg
gtatggccga ctcagagaag
tggaaaagca gaaggaggag
tggagcacgg ccccgagecag
tcgagggeca gagccacaaa
aggtgctcgg gcgecaggag
ccgtgggcgg tgttccgcca

Ixodes scapularis

nisa,c,g,ort

cggtgaactg
actgecgcttt
ttcgagtaca
ttctgggagt
ctgaagagca
gtggagetgg
tggtacacag
ggcctggeca
atgggcatgg
cagctagegg
gaatacttca
gactacgaga
gtgtccgecg
agcctgeatg
gagaagttct
taccggaaga
gcctacgaca
ttgtttgagg
cgcaccctgt
ccgcagatgg

gacpgtgtcg
taggcgetct
agtacagttt
acggcggcaa
agaaaggatc
tgttccgcac
acaagaagca
tcttcttcga
tgaacgatgg
gatgccageg
acaacattct
tgtgctteeg
€Cacgggggg
cggagggcac
ccaaggagta
cgcaccegga
cgcagcagea
ggctcaagge
cgetggrge
gtggagtgcec

tggccacgeg
cgtcgtccaa
caagggaccc
ttgcatcgec
catctggtcc
cacgggtacg
ggcggaggot
ttccttcgac
aacaaaagcc
ggacttccge
cacggtgetg
tgcggagaac
cctggcagac
gcageeggee
tgaagtatac
ggaggccget
gcgegagetg
actgcacege
ggctggeage
gtcgetgeag

Page 16

atggcagcgg
ctctacgcca
tacctggcge
agtgaggaga
aagctgccga
ggcaggatag
cctgtctttg
aatgataaca
tacgatcatg
aacaagcctt
ttccacaacg
gtgttcctge
gaccacgacg
ctggcccagg
daggacaagc
aagcaggcca
cgccagatct
aagctggacg
gccggegtgg
aggcacgaag

120
180
240
300
360
420
480
540
600

720
780
840

960
1020

1140
1200

Cnav nravidad hv LEABTO fram tha IEW imana Natahess an ASMSS008



cagagtccct getgageagce
ttgtggccga ggtgcatcaa
agggcctcac ggccgagcag
tgcaccggga cgtcrccaac
gcactaccca cttcttgcetg
tgtacaggag cagcaaagag
ttgecttgee ctecectece
gttgccagag gagccceect
ttcgagacaa ggccactgtt
aacatggccg tacagaggga
ggagcgeett tctnecctcac
210> 16

211> 497
<212> PRT

05-261 US.ST25.txt

cagcgggage tgctgcagac
cgcacggcca ccctgcaaca
ctgcaagtge tccaccaggt
aaccagccgc agaggactgg
tttgcaacgt tgcagttgge
gcggeggeca agaagttcta
atggagtgga ccttaacccc
cccttcttat tgggtagggt
tgggogggagg ggcaagagat

ggggtgctcc agaactgggt
tCtaaaaaaa aadaaaaaaa

«213> Ixodes scapularis

<400> 16

qet Ala Ala Ala gal Met Asn Cys Leu 259 Thr

Leu val val GIn Leu Tyr Ala Thr GIn Ile Gly
20 25

r Lys Tyr Ser Phe Lys Gly Pro Tyr Leu Ala
Tyr Ly ;! y y 0 TY

val ;Bo pPhe Trp Glu Tyr g}y Gly Asn Cys Ile

al Arg Ile Thr Pro Ser Leu Lys Ser Lys LyS
@z 4o Sgr Leu Lys ser Lys Ly

Lys Leu Pro Thr Ser Phe Pro Trp Trp Glu val
85 90

Thr Thr Gly Thr Gly Arg Ile Gly Ala Asp GI
Yy 100 Yy Arg y 305 p Gly

ggtggctcag gtcaagaget
ccaggygggcg ggaggcaccc
gcgggacage gtggccagea
ctgcgcgaca tcctgtetca
tgtcacgctg ggctacttgg
ctgagtgcag atctcgagec
acagactgcc agaaaccagt
gccacageca tcacccattc
tcatccgggg tgcgcaacaa
cccagccaca tcgttgegtg
aaaaaaa

Ala Leu Leu Gly Ala
15
His Arg LyS Phe Glu
3¢
GIn Lys Asp Gly Ser
4! P Gly
Ala Ser Glu Glu Met
60
Gly Ser Ile Trp Ser
y P 30
Glu Leu val Phe Arg
95

Leu Ala Phe Tr r
110 P TY

Thr Asp Lys Lys GIn Ala Glu Gly Pro val Phé Gly Ser Ser Asp Lys
P 1!5 y 128 y 125 pLy

Trp Thr Gly Leu Ala Ile Phe Phe Asp Ser Phe Asp Asn ASp Ash Lys
Page 17

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1847

— T —— —
Press nevnddad bas [IRDT fvan tha FW inans Neishoss an BANS0N0



130

His Asn Asn Pro Tyr
145 i

Tyr Asp
Arg Asp
Phe Asn
Asp G1
P 215
th AsSn
25
AsSp His
Thr GIn
Phe Ser
Glu Glu
290
Glu His
305
.Arg GIn
Ala Leu
Leu Ser

Pro Pro
370

His Glu

Phe m

Asn Ile
195

Asp Tyr
Gly His
Asp Ala
Pro 318
by o
Tyr Arg
Gly Pro
Ile Phe

His 353

Leu val
355

Pro GIn

Ser

165

ASn

Leu

Glu

Phe

Leu

245

Leu

Lys

Glu

Glu

325

Lys

ser

Met

135

05-261 US.ST25.txt
140

Ile Met Gly Met val Asn Asp Gly Thr Lys Ala
150 155 160

Asp Gly Ala Asn GIn G1n
170

Lys Pro Tyr Pro val Ar

185 9

Thr val Leu Phe His Asn

200
Met Cys Phe Arg Ala Glu
Sys Phe Are

615 val Ser Ala Ala Thr

23 235

Lys Phe Leu Thr Thr Ser
250

Ala GIn Gly Met Ala Asp

265

Glu val Tyr Lys Asp Lys

;xo y P Ly

Thr His Pro Glu Glu Ala

295

GIn Ala Tyr Asp Thr Gln

310 i P 315

Gly GIn Ser His Lys Leu
y 3!0

Leu Asp Glu val Leu GI

P 345 y

Ala Gly Gly Ala Gly val
y 36& y

Gly Gly val Pro Ser Leu
y 37!

Leu Ala
Ala Lys
Gly Asn
y 208
Asn val
220
Gly Gly
Leu His
Ser Glu
Leu Glu
285
Ala Lys
300 Y
GIn GIn
Phe Glu
Arg GIn
Ala val
365

GlIn Ar
380 9

Page 18

Gl [
Y 95
Ile Glu
190
Thr Asn
Phe Leu

Leu Ala

Ala Glu
255

¥ <

Lys GIn
Gln Ala
Arg Glu
i
gy o
Gly Gly

His Glu

Gln
TYF
Asn
Pro
s
Gly
Lys
Lys
Met
i35
Lys
Thr

val

Ala

%
[¥9

Cinne nenvidad b 1ADTO fram tha IEW mans Naiahase an AAR/SNNA



05-261 US.ST2S5.txt
Glu Ser Leu Leu Ser Ser GIn Arg Glu Leu Leu GIn Thr val Ala Gln
385 390 395 400

val Lys Ser phe val Ala Glu val His GIn Arg Thr Ala Thr Leu Gln
405 410 415

His GIn Gly Ala Gly Gly Thr GIn G'Ig Leu Thr Ala Glu GIn Leu Gln
420 42 430
val Leu His GIn val Arg Asp Ser val Ala Ser Met His Arg Asp val
435 440 445

Ser Asn Asn GIn Pro GIn Arg Thr Gly Cys Ala Thr Ser Cys Leu Ser
450 45 460

Thr Thr His Phe Leu Leu Phe Ala Thr Leu GIn Leu Ala val Thr Leu

4865 470 475 480

‘1 r Leu val Tyr Arg Ser Ser Lys Glu Ala Ala Ala Lys Lys Phe
ym I!S 9 y 490 4;5

TYyr

<210> 17

<211> 2475

<212> DNA

<213> 1Ixodes scapularis

220>

<221> misc_feature

«<222> (1342)..(1342)

<223> nisa, c, g, ort

<220>

<221> wmisc_feature

«<222> (1388)..(1388)
.:223> nisa,c,g,ort

<400> 17
catcactagt agcgagacac gtgcgtaaaa atggggecca aaacgetgtc taagcagecc

gctaaagctt cttcatccac ttccaagege accgecggec ccacaataag caagcagacg

gaggacagcg atgacgaagg gtcaagcagc gcctactccg acttggagga ctccgaagga

gccgacagca gegactcgaa cgatttgtcg gacacggagg cgtcggagga tgactacgat

gactcccaag acgaagaaaa cacgaagatt actttgactg ggotgpaggg gaaggacctt

gagttgapgg ggaaggacca ggaggcaccg gtogagtctg gcaaaaggtc ggcatggeac

cggcagcaig aggacgccaa ggaggacaga cgaacgcaag tggtggaaga tgaatatgec
Page 19

120
180
240
300
360
420

Coverw nrenvidad v LAPTD from tha (FW Imans Deiahees an 0842008



tttgactctt
tacgagcact
coggttagtg
gtgaaggaca
cagaggctgc
gacatctttt
agcttcgtgc
atgggctgga
gacaaggatg
aagatgaagc
gaggaagagg
cccgecaagt

ttgagcget
gatgcagagg
attcagtcta
gcgggacagt
acgggcangt
ccagttgtcg
gttacggaca
gtcctcgggce
cctctcccgg
gcactcgagg
ccatcagttg
.cccgggtgc
cgggtctacc
atctcgtgca
cggctgatgt
aatgccgcca
gacgatcgca
ctgatcgtgc
gactgcgect
cggctcttca

ccgacgaaga ggacgttcge

atccgcacat
acctggacga
agagcacgog
agaaaggaca
cgcacgagac
cttcaaggat
tcaagccecg
actcgacagc
tgccgggtea
aggccaagtg
acccatgtct
gtctggatct
acctgattec
ttgtctatga
tctttgeatc
gcctcaagaa
ttcccatgaa
aactgectgec
<aggcoggcgg
ggggagcgtc
ggagactact
tccacgegge
tgttccacce
acctgctcaa
tgggecgtee
ggttcgatct
tccgeagtgt
gcgtgatcgt
cactgagacg
tccatcccca
cctaagcegg

cggttatgat
cttcctgagg
acaggacgtt
gttccccage
catgatccac
agaaaaagca
agtaaagaag
gggcagcaat
tgaggagtct
gagagagcag
gcgegeagtc
ctacttgtgc
tcagetgece

gggtcatacg

05-261 US.ST25.txt

aacacggttg
ctggaaggca
aaaatggatg
gtcctgaceg
tcgacgactg
ccpgtgacca
atggtgtcaa
catgacccag
gagcgaatgc
tacaacccge
gagcccgaag
ccagcctacg
ccgaggcagc
aaacccaagg

gactgtgtcc

gcaacattcc
agccaatcct
accccaacta
acgaagatgt
acccttacga
ggcacectec
agatggtgca
aaagattcag
agcgecacat
cggccgaata
aacggcgeat
aacgcttcat
ggaagatgag
acctgcagcc
tctgectgte

anggtccgag gacggcaccg ttcgeatttg

gttccagttc gaggcgeccg tgaagagegt

actctgcgtg gacaagactg tttccatget

gttcaccacg ggacaccgag trgtctgecc

tagtggagtg ggagcagacg tcggcctcct

tgcgagtegt
ttgccactgt
ggttcgcagg
getgegeeee
gcaggagctg
acccccaggt
ggacctctcg
ggcgttecat
ttcgeacggt
gctgaagaac
ccageegtgg
gacgtcgtct

tcaccgecac
cacggacgag
ctccccttca
ttcctgetgg
gccaagaggc
gacaatctgc
accaaaccgt
ccgegetate
atggtgtaca
catgccatca
atagtcacgg

ggtgtacata
Page

ggtgtggtgc
ggacaggcca
gcaaggcgaa
tggcgtgeca
tcacatccaa
tgatcggeac
accagcagct
cactgtttgc
atgatttact
gcaagggtat
ccggagcaga

gtgaatcgtc
20

tctggagtgg
gaagccgect
ttggaggacg
ggacctgatt
gccatttgag
ccagaaacgc
cgcaatcaag
cctcctgtgg
cccggeacec
cctcttcace
aaacttcctg
tgaggagagg
ggtgaatgtg
tttcccaage
tttggagect
ggagctcttg
ggcctggtgt
ggatgccgga
tccccgaaga
ctccagagtt
aggtgacgtg
ccgtgetegt
909cggogty
gcgcacagtg
ttgcaagtgg
gtacgagaag
gcgcatacac
gtccgeegge
gcaaaaccca
gggtgtgttg
cagcacgctg
aagaccgtge

480
540
600

720
780
840
900
960
1020

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1860
1920
1980

2100
2160
2220
2280
2340

'l
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05-261 US.ST25.txt
Caataaaagg actccacacC taaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 2400
2322332332 33232122342 3a22aa2aaaa 33232222332 2aaaaadaaa aaaaaaaaaa 2460
2aaaaaaaaa aaaaa 2475
<210> 18
<211> 754

<212> PRT
<213> Ixades scapularis

<220>

<221> misc_feature

<222> (438)..(438)

<223> Xaa can be any naturally occurring amino acid
<220>

<221> misc_feature

<222> (453)..(453) i

<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
1 5 10 15
Thr Ser Lys Arg Thr Ala Gly Pro Thr Ile Ser Lys GIn Thr Glu Asp
20 25 30
Ser Asp Asp Glu Gly Ser Ser Ser Ala Tyr Ser Asp Leu Glu Asp Ser
P asp y t; Ty P i P
Glu Gly Ala Asp Ser Ser Asp Ser Asn Asp Leu Ser Asp Thr Glu Ala
50 55 60
Ser Glu Asp As r Asp Asp Ser Gln Asp Glu Glu Asn Thr Lys Ile
65 P AsP Ty _70" P 75 Y 80
r Leu Thr Gly val Glu Gly Lys Asp Leu Glu Leu Arg Gly LyS As
."'l y - yuy P 50 rg Gly 9¥ P
GIn Glu Ala Pro val Glu Ser Gly Lys Arg Ser Ala Trp Kis Arg GIn
100 155 9 110 9
GIn Glu Asp Ala Lys Glu Asp Arg Arg Thr GIn val val Glu Asp Glu
ug 1zr3 125

r Ala Phe Asp Ser Ser Asp Glu Glu Asp val Arg Asn Thr val Gl
R4 130 P 13? P 1:3 y

Asn Ile Pro Leu Glu Trp Tyr Glu His Tyr Pro His Ile Gly Tyr Asp
Page 21
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145

teu Glu Gly Lys

Asp Phe Leu A
P 168

Asp Lys Ser Thr
195

Leu Ile
210

Pro Tyr
225 R

"lrro val

Ile Glu

Trp Ile

GIn
Glu
Thr

Lys

5

Leu Trp Asp
280

gag His

Tyr Asn
Q...
Lys Tyr
Glu Ar
378

i

Ile

Pro

Glu

Pro
355

Arg

Pro

Arg

Ala

260

Pro

Lys

Pro

Pro

GIn
340

Cys

Pro
165
Lys
Gly
Leu
pPhe
His

245

Met
Arg
Asp
Ala
42

Glu

Leu

150

ITe Leu Lys Pro Pro Arg val
y 170 i

Met AsSp Asp Pro Asn Tyr Trp
P Pre Ty

05-261 US.ST25.txt
155

ser

Arg

Asp Leu
175

Thr val
190

GIn Asp val val Leu Thr Asp Glu Asp val
200 205

GIn Lys Gly GlIn
ZXS y

Glu Asp Ile pPhe

230

Pro Pro GIn Lys

val Ser Lys Met

265

val Lys 5 s His

Asp Ser Thr Ala
295

Pro Lys Met Lys

310 Y d

Glu Tyr Leu Phe

Pro Glu Glu Arg
34

Arg Ala val Pro
360

Phe Pro
Ser His
235
Arg ser
259
val His
ASp Pro
Gly Ser
Leu Pro
315
Thr Glu
330

Arg Ile

Ala Tyr

Phe Glu Arg Cys ggg AsSp Leu Tyr Leu

Arg val Asn g;a Asp Ala Glu Asp Leu

Ser

220

Glu

Phe

Ala

Glu

AsSn

joo

Gly

Glu

Asn

Glu

ser
Thr
val
Ile
Al
28
Glu
His
Glu
Phe
A
36

Pro

Pro

Thr Thr
Met Ile
Pro Ser

255
S
Phe Ser
Arg Met
Glu Glu
Glu Ala

Leu Pro
350
Phe Ile

Arg GIn

Glin Leu

160

Asp

Lys

Asp

Asp

His

240

Arg

Gly

Leu

Gin

ser

LysS

Ala

Glu

Arg

Pro
400

Conv srmvidad by LRPTO fram tha IFW imasa Daishess on 0B3/2008
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Lys Pro 'Lys Asp he’lsl Gln Pro Phe Pro Ser Ile Gln

Glu Gly His Thr A.s s val Leu Cys
y 420 Py 35

Gin Phe Phe Ala Ser Xaa Ser Glu Asp
435 440

Leu Leu Thr Gly Xaa Cys Leu LyS Lys
450 y & 455 ys Ly

Lys Ser val Ala Tr s Pro val val
4‘5 P 30
Asp Lys Thr val igls' Met Leu Asp Ala

‘ro Phe Thr Thr Gly His Arg val val
500 505

Gly Pro Gly Gly Gly Ser Gly val Gl
y 51 y Gly yszo y

Arg val Pro Leu Pro Gly G1¥ Ala Ser
530 53

Gly Ala Gly Asp val Ala Leu Glu
550

His Gly Arg Gly ';2; Gly His Arg Ala

Ala val Arg Arg Leu Pro Phe Ser Lys

e 583 5‘5

val Leu Phe His Pro Leu Arg Pro Phe
595 600

Thr val Arg val r His Leu Leu Lys
610 e T 615 y

Thr Ser Asn Cys Lys Trp Ile Ser Cys
625 s Ly 638

410

Leu Ser
Gly Thr
phe Gln
il
2;5 val
Cys Pro
Ala Asp
Ala Gly
W 4

%
Ala Lys
Leu Leu

GIn Glu

- gy

Leu
val
Phe
460
Met
Thr

Pro

val

Leu
ser
Gly
val
620

Arg

txt
ser

Glu
40
Glu
Lys
Asp
Arg
g

Leu
val
Gly
ek

Ala

Pro

Asp Asn Leu Leu Ile Gly Thr Tyr Glu Lys Arg Leu Met
P 645 y T 6!0 ’

Page 23

Ile val
415
Pro Ala
430
1le Trp
Ala Pro
Leu Cys
Lys Leu
y 495
A;a val
Leu Leu
Pro Pro
Cys His
val His

575

val Ser
$90

Cys GIn
Lys Arg
Pro Pro

Trp Phe
P 655

Tyr
Gly
Glu
val
)
Leu
Leu
ser
Arg
E‘g
Ala
Arg
Arg
Leu
Gl

64

Asp

| &4

Conv nrovidad by USPTO fram the IFW imaas Databass on 08/03/2008
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Leu ASp Leu Ser Thr Lys Pro Tyr GIn Gln Leu Arg Ile His Asn Ala
P 660 Y R4 665 r9 670

Ala Ile Ar! Ser val Ala Phe His Pro Arg Tyr Pro Leu Phe Ala Ser
67 680 685
Ala Gly Asp Asp Arg Ser val Ile val Ser His Gly Met val Tyr Asn
Gy rop wop ro ser 13} fop M V21
Asg Leu Leu GIn Asn Pro Leu Ile val Pro Leu Arg Arg Leu Lys Asn
70 710 715 720

His Ala Ile Ser Lys Gly Met Gly val Leu Asp Cys Ala Phe His Pro
7!5 y y 730 P 735

His Gln Pro TrB Ile val Thr Ala GI! Ala Asp Ser Thr Leu Arg Leu
74 74 750

Phe Thr

<210> 19

<211> 447

<212> DNA .
<213> 1Ixodes scapularis

<400> 19
caaagatgct gctgttctgc ccgacgtgcg ccaacatcct cattgtggaa caaggcetigg

agtgcttccg tttcgectge aacacatgecc cctacgtgca caacatcaag gcgaagatgt

cgaatcggaa gracccgegg ctcaaggacg tggacgacgt getcggeggt geagecgect

gggagaatgt tgactcgacc gaagagaagt gccccaagtg tggecatgag cgggectatt

ttatgcagat ccagactagg tcggccgacg ageccatgac caccttctac aagtgetgea
.accagctctg tggccaccag tggagggact gacagatggc ggctttgacg aactcatgcec

cgtgcaaaat gcgtcggggg gagagagttt tggaataaaa catgegectt actttcataa

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaa

<210> 20

<211> 108

<212> PRT .

<213> Ixodes scapularis

<400> 20

Met Leu Leu Phe Cys Pro Thr Cys Ala Asn Ile Leu Ile val Glu Gln
1 5 10 15

Page 24

120
180
240
300
360
420
447

95

Coov provided bv USPTO from the IFW Imaoe Database on 08/03/2008
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Gly Leu Glu Cys Phe Arg Phe Ala Cys Asn Th s Pro Tyr val His
y 5 o %X rovs Pro 3%

Asn Ile ggs Ala Lys Met Ser :gn Arg Lys Tyr Pro :;g Leu Lys Asp

val Asp Asp val Leu Gly g}y Ala Ala Ala Trp gAu Asn val asp Ser

Thr Glu Glu Lys Cys Pro Lys Cys Gly His
éh chw ys Cy y

GIn Ile GIn Thr Arg Ser Ala Asp Glu Pro
85 90

s Cys Asn GIn Leu Cys Gly His GIn Trp Arg As
Cys Cy 00 y Yy Sos p Arg Asp

.&210> 21

<211b>
<212>
<213

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

<400> 21
€cccccagge

agcgcecacct
aggccaacac
gtattgtgec
gotttgccte
@-ottottogg
acggcaaace
aatcgagcgt
aatggagtag
cggpgccggc
ttgtgtgtgt
ctcgeetttg
ttccagtccg
gtgcngtgea

1567
DNA
Ixodes scapularis

misc_feature
(785)..(785)
ﬂ'lsa. C|g.°rt

gcagggettc
ggcaagcatg
caactgagcg
tgctgcgggc
gegtertagp
gacacgagcg
gtttgttccc
cggcgeegee

gttcaggtcg
caggtcaatg
gccacgeece
tgcgggatta
agtaggcacg
gegtggageg
acccgeggaa
tccgacagec

ttgacactcg ggtcgcagct
gaccgagcgt agagcttget
gcttggtcac agacaatggg
ttttcttctt ctcgeggttg

ggcgggegee cccgtteagg
tttattggcc gcagcagggy

accaggggge cctccccgea
gatatgagaa ccccacctac
caggggaggg ggaaaagggg
gctcgtocceg cgttgttccg
gectcectte tgeacceggt
cagccagect gagetttggg
tgaaaatttt gtttgcctca
ccgagtgcac tctgtctgtt
Cgaacaagct cccgtaaaac
gtgcgtagtt gtggataaaa
cagcttccga cgttagccac
tcatacttag tttccattgg
cgcgtectga tcaaaattga

gttcccggot zgcacctggtg
Page 25

Glu Arg Ala Tyr Phe Met
75 9 v 80

Mmet Thr Thr Phe ;!r Lys

agcecccgagg
aagtacttcg
geggacggac
ggagccagtt
caaggaccat
tcecggtace
gtttcrrtcg
gcgaaagacc
gctacttaac
ctrttttttt
gcgecacacg
cgggttaaca
gcatttggtt
tcgtgacacg

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

- 780

840

|86

Coav drovided bv USPTO fram the IFW image Dainbase on 08D3/2008



catgtcgtga
gctggtagtc
ttttctaage
gtttttagtt
atgtgccagc
gtgcggeece
agatgccctt
attcatgcga
aaattigtct
tagtttgccg
gtattttcca
ggaaaagct
aaaaaaa

Sis U
S
<400> 22

ctttcececte agacggttgt
tctgttgett aggtttgtag
tgtatataca tgaggaaaac
gggacagtga acgttttttg
tgcatgtgtt ttcctgeatg
tcctgagttt ccatgtgeoca
gcgcacggtg tgccceggeg
aattaatgtg gtcacagctg
cccctgtcag tgtgtgettc
gactgtcctt ttcggtccca

gtatcgggtc acaccaggtg
daaataaada tttgcaagag

Ixodes scapularis

05-261 US.ST25.txt

ccrtgetcat
gagcacacta
attgegttgc
tacaggttat
tggggaagcc
tgtgcccage
agcattgtgt
tcattgtete
tcttgottct
ggtcgacage
taacctattg
tctcactaaa

Pro GIn Ala GIn Gly Phe val GIn val Asp GIn
1 5 10

Ser Pro Glu Glu Arg His Leu Ala Ser Met GIn
20 25

Asn Pro ;Er Tyr Lys Tyr Phe Eau Ala Asn Thr

l'lLZIDD 23

<21l> 704
<212>
<213

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

<220>
<22D>
<222>
<223>

DNA
Ixodes scapularis

misc_feature
(534)..(534)
nisa,c,g,ort

misc_feature
(598)..(598)
nisa, ¢, g,ort

ggctcgttca
cagcagageg
acacacgcga
tatgtagtgc
tccgtgetge
ctagggtgaa
gtccgtagge
agtgaacata
acacttgect
aggctataac
tgcatgtagt
aaaaaaaaaa

cacctctagt
tgtcacaaag
gtttcggeet
ctacatttgt
cccgagetgt
ctgggggtgc
catcgacgct
tcatatgtce
geatttttgt
aacaattccg
gtaacttgag
aaaaaaaaaa

Gly Ala Leu Pro Ala
15

val Asn G] r Glu
3°¥ TY

Asn

Page 26

960
1020

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1567

c_ouﬂdulllmmmoﬁlmrm:mm




<400> 23
tgagaagaca

catgcagcag
ccgcaacatt
ctacattcca
gtgtaatata
tctggttage
aggaaaaaaa
tctattttta
tttgcagttc
atgtgtgaat
aaaccccaac

ctagaggaca
ttccattceg
gtctggattg
atcttctagt
tatatatata
tgcpattgtg
ttggccaata
cttcgettta
gtcttrcttc
gaatgactaa
tccagetgge
aaaaaaaaaa

agttcttcga
gegtttttta
ccpaatgcgt
cgctcgagga
tatatctact
cgagagggga
actrttacct
ccgtgtgetg
ttrtgageac
tccatgttog
ctttggaaaa

05-261 US.ST25.txt

gcatgaggtg
tgcctacgtg
tgctcagegt
aaagaaatgg
tcgcaaaatt
aaaaaatgta
tttgaagtta
gctattgctt
atatttattc
ggtrggttaa
aaaaaaaaaa

atgctgaatg
aagctgaagg
catcggtcca
gccaattcgg
cttcagctag
gtcagtggca
aagcaagggt
tgcaaacgtt
cagagttcca
tggtgcattg
aaaaaaaaaa

tgaatgcgtt
aacaagagtg
agatcgataa
tagtttgtcg
agtgtctatg
tgatcaagga
taaaataatg
ttttaaaatt
atancctttt
ttgaaaanat
aaaaaaaaaa

120
180
240
300
360
420
480

888

Y

<210> 24
<211> 681

<212> DNA
<213> Ixodes scapularis

<220>
<221>
<222>
<223>»

<220>
<221>
<222>
<223

misc_feature
(432)..(432)
nisa, ¢, g,ort

misc_feature
(467)..(467)
nisa, c,g,ort

<220>
<221>

misc_feature
(472)..(472)
nisa,c, g, ort

222>

.(223»

<220»
<22D>
<222>»
<223>

<220>
<221>
222>
<223>»

<220»
<221>
<222>
<223>

<220>

misc_Ffeature
(481)..(481)
nisa,c,g,ort

misc_feature
(493)..(493)
nisa,c,g, ort

misc_feature
{495)..(495)
nisa, c,g,ort

Page 27
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<223>

<220>

<222>
<223>

<220>
<221
<222>
<223>

misc_feature
(499)..(499)
nisa, ¢, g,

nisc_feature
(507)..(507)
nisa, c, g.

misc_feature

(515)..(515) .

nisa, ¢ g,

m'lsc_ﬁ'aature
(518)..(518)
nisa, ¢, @,

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

misc_feature
(533)..(533)
nisa, ¢, 9,

misc_feature
(547)..(547)
nisa, ¢, g,

misc_feature
(550)..(550)
nisa, ¢, 9,

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

misc_feature
(565)..(565)
nisa, c, g,

misc_feature
(567)..(567)
nisa, ¢ g,

misc_feature
(571)..(571)
nisa, ¢, g,

misc_feature
(586)..(586)
nisa, ¢, 9.

or t

or

or

or

or

or

or

or

or

or

or

or

or

05-261 US.ST25.txt
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<223>

<220>»
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

@2
<221>
<222>
<223

<220>

<222>
<223>

<220>
<221>
<222
<223

<220>
<221>

misc_feature
(593)..(593)
nisa, ¢, g,

misc_feature
(599)..(599)
nisa, ¢, 9,

misc_feature
(603) . . (603)
nis a, ¢, g.

misc_feature
(606) . . (606)
nisa, ¢, g,

misc_feature
(611)..(611)
nisa, c, @,

misc_feature
(619). .(619)
nisa, ¢, g,

misc_feature
(623)..(623)
nisa, ¢, @,

misc_feature
(625) .. (625)
nisa, c, g,

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

misc_feature
(651)..(651)
nisa, c, g,

misc_feature
(658)..(658)
nis a, c, 9,

misc_feature
(666) . . (666)
nisa, c, g,

misc_feature

or

or

ar

or

or

or

or

or

or

or

or

ar

05-261 uS.S5T25.txt
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<222> (673)..(674)

<223 n 1

<400> 24
gtcacgggat

accttrcegt
ccgggcgaga
cagaacaacc
gatcagttgg
actcgaaaag
gacaacctte
gacatggcca
nagcaagtgt
aaccttnaan

anttnttcc

gggggntcgg

sa c,g,ort

ttgggaagcet gtcgtctgte gtcetgeagt
ctcgetgtca gacgecttga accatgactg
aaacctgcca acagacttat gacaagctge
tctcgacctg ctacaagttc caccttccgg
ttggcctctc ggatgacttg ggaaagctcg
tggccageta tctgggggac gtgettgacg
cttgccaatg gcttgggget ggaggcctac
antaccccat caagcagttc gcctcaagag
ctnanattng accggtngaa cctcnagnag
aacttaagnt tcaantncat ncgaacccca
ngttagcent ggncntnacc ttattgegec
ganntacctt a

ttcaaacggt
agtrctggct
tcagcgtcac
acttgaaggt
acacctatgt
accagaggga
ctgaccccgg
catcacntga
caagttanct
aatccnccgg
aagggagcca

ttcaccaaaa
catctegget
aagcaacaag
gggtacgctg
cgaaagcatc
caaactagcc
ttttcagtagg
antcatcagc
tgnttacaac

ggnaggcong
ntttgtentt

120
180
240
300
360
420
480

288 %

<210>
<21ll>
<212>
<213»

25

720

DNA

Ixodes scapularis

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

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

<220>
.=zz1>
<il2>
<223>

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

<220>
<22>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

misc_feature
(488)..(488)

nisa, c,g,ort

misc_feature
(625)..(625)

nisa, c,g,ort

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

or t

misc_feature
(631)..(631)

nisa, ¢c,g,ort

misc_feature
(641).. (64D

nisa, c,g,ort

misc_feature
(680) . . (680)
Page 30

Carw nrawidad by LAPTO from tha IFW Imaca Daishase an 0&/03/2008



<223>

<220>
<22
<222>
<223>

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

<220>
<221>

nisa, c,g,ort

misc_feature
(692)..(692)
nisa, c,g,ort

mnisc_feature
(700)..(700)
nisa, ¢, g,ort

misc_feature

<222> (719)..(719)
n

<223>

<400> 25
ctctcagcga

aagccaacga
aagggccgec

agcaagttg
aaggtgctga
ctgggggaca
caggcactgc
gggctgctga
aagctcantg

aggcgggogca
cagctttctg

tggactaggc

<210> 26
<211> 212
<212> DNA

@

<400> 26
atggcrtgeg

agatcgccca

acaagggcac
gaggagatag

<210> 27
<2lb> 70
<212> PRT
<213>

isa, ¢c,g,ort

ctccgacgtc caaaagcaga
aaaggcagaa gaagtagacg
tggtcacgga gcaaaggetc
aactgcagcg caagatccaa
aggcgggcga ggaccacatt
tcaccaggga ccaggctcge
ttcagctect cgagcaggag
acttggacac gctgagtgcc
tggagcccag cetggetteg
agattcgcgt ctgcaacacg
ccgcagatca agacngncct
gggctattgn ccccgecatt

Dermacentor variabilis

caacattaaa gcgaacacac
aacgacggag atgtatgect
accaaatcaa cccttcacce
cggccaacat tcgggaggaa

Dermacentor variabilis

05-261 US.ST25.txt

tcaagcacat
Ccaaggcagg
aagatcatcg
agctccaaca
gcgacggtge
taccaageec
gtggtcgtce
aagttcaagg
agcagetgeg
ctegagtege
nttcggcagg
cnggccagtn

gattgggatc
ttgtcggtca
ttcggtgaag
at

gatggctttc
aagaagagtt
actactacac
tgctgaacca
tggaggaggc
tcctgcagag
actgccgacc
aggccactgg
gcggagtcga
ggctggacat
nacccccaac
agcttggacc

cgctgecatag
cacaagcagc

tgccaccgaa

Page 31

atcgaccagg
caacatcgag
ccgtcgagag
ggcccogetg
caagegecge
catggttctg
gcaagacgec
ccgagaggtc
gatgctctee
gattgccctt
cgcaagttca
gtgtttacng

tccaaacgga
gactccccca

attaacttca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

720

120
180
212

(AL

Couv nrovided by LIRETO fram tha IFW Imans Datshase an OAM2/2008



<400> 27

05-261 US.ST25.txt

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

Ser Pro Asn gAy Arg Ser Pro Lys g;g Arg Arg Cys Met 550 Leu Ser

val Thr Gln Ala Ala Thr Pro Pro Thr Arg Ala His GIn Ile Asn Pro
35 40 45

ser ;50 Phe Gly Glu val ;;o Pro Lys Leu Thr gsr Glu Glu Ile Ala

Ala Asn Ile Arg Glu Glu
65 70

<210> 28
211> 490
212> DNA

<213> Amblyomma americanum

<400> 28
atggcttgeg

agatcaccaa
agggcgceacc
gagatagcag
ttccagggtg
cagcacaccg
caagtgggac
tatgaccacg
tacgaccaaa

29
163

<400> 29

PRT
Amblyomma americanum

caacattaaa gcgaacgcac gactgggatc ccctgcacag tccgaacgga
agcggcgaag atgtatgect ttttcagtca acccaccage tcctccaaca
aaatcaatcc Ctcgcctttc ggcgacgtgec caccaaagct gacttcagag
ccaacatccg tgaggaaatg cggcggetge agcggcgcaa gcagetctge
Cagagtgcag tagcecccee gaaggetgtt cccccattgg ctcccectec
gcggectect gtcacctgtg cgecgagacc agoccctgtt caccttecge
tcatctgtga gegcatgatg aaagagcgag agagccagat acgagaggag
tgctctccac caagcttgca gagcagtacg acacatttgt caagtttacg

;et Ala Cys Ala ;hr Leu Lys Arg Thr 235 ASp Trp Asp Pro igu His

Ser Pro Asn gay Arg Ser Pro Lys 9;9 Arg Arg Cys Met ;Eo phe Ser

val Asn Pro Pro Ala Pro Pro Thr Arg Ala His GIn Ile Asn Pro Ser

60
120
180
240
300
360
420
480
490

(3>

Cany nrovided kv LRPTO from tha IFW imass Daiahass an OANA/9008
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05-261 US.ST25.txt
45

Pro Phe Gly Asp val Pro Pro Lys Leu Thr Ser Glu Glu Ile Ala Ala
50 55 60

Asn Ile Arg Glu Glu Met Arg Arg Leu GIn Arg Arg Lys Gin Leu Cys
65 9 70 9 Arg 75g g‘

Phe GIn Gly Ala Glu Cys Ser Ser Pro Pro Glu
85 90

Gly Ser Pro Ser GIn His Thr Gly GT! Leu Leu
100 10

Asp Gln Pro Leu Phe Thr pPhe Ara Gln val Gly
115 12 )

et Met Lys Glu Arg Glu Ser GIn Ile Arg Glu
130 135

Leu Ser Thr Lys Leu Ala Glu GIn Tyr Asp Thr
145 150

155

Tyr Asp GIn

<210> 30

<211> 442

<«212> DNA

<213> Boophilus microplus

<400> 30

atggcttgeg caacattaaa gcgaacacat gactgggace

agatcgccga agcgacgecg atgtatgcct ctgtcccege

atcgatccct cgeccttcgg agacgtgcca ccaaagttga
.acatccgtg aggagatgcg acggctacaa cggcgcaage

gaccctgaat cccagcatac cagtggtctc tcgtcaccag

ttcacgttcc gccaggttgg gectcatttge gaacgaatga

atacgggagg agtatgacca tgtgctatct accaaactcg

gtcaagttta cgtacgacca aa

<210> 31

<211> 147

<212>

PRT
<213> Boophilus microplus

<400> 31

Gly Cys Ser ;;o Ile
ser Pro !%3 Arg Arg
Leu i}g Cys Glu Arg
glg Tyr Asp His val

pPhe val Lys Phe Thr
160

ccrtgcacag tecgagtgge
ctcctacaag ggcgecaccag
cttcagagga gatagcagcc
agctctgttt ccagggeget
tgcatcgaga ccagcccetg
tgaaggagcg agagagcaag
Cagaacagta cgacacattt

Page 33

120
180
240
300
360
420
442
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!et Ala Cys Ala ;hr Leu

Ser Pro Ser Gly Arg Ser
20

Pro Pro ;;o Thr Arg Ala

val gao Pro Lys Leu Thr

Glu Met Arg Arg Leu GIn

65 ro A 70

Asp Pro Glu Ser Gln His

1

Asp GIn Pro Leu Phe Thr
100

Met Met Lys Glu Arg Glu

s =0 e
Leu Ser Thr Lys Leu Ala
130

}XE Asp GIn

<210> 32
<211> 23

05-261 US.ST25.txt
Lys Arg Thr His Asp Trp Asp Pro Leu His
Y 9 10 15

Pro Lys Arg Arg Ar S Met Pro Leu Ser
y 250 g Arg Cy 30
His GIn @le Asp Pro Ser Pro Phe Gly Asp
40 45
Ser Glu Glu Ile Ala Ala Asn Ile Arg Glu
5S 60
Arg Arg Lys Gin Leu Cys Phe GIn Gly Ala
rg Arg Ly 75 Cy y 20
Thr Ser Gly Leu Ser Ser Pro val His Arg
9 95
Phe Arg GIn val Gly Leu Ile Cys Glu Ar
9 105 y E!o 9

Ser Lys Ile Arg Glu Glu Tyr Asp His val
130 9 s

Glu GIn Tyr Asp Thr phe val Lys phe Thr
138 4 P 140 y

DNA
<213> Artificial Sequence

<223> oligonucleotide primer

<400> 32

gcgtegtgtg gagcatcage gac

<210> 33
<21 23
<212>

DNA
<213> Artificial Sequence

<220>

<223> oligonucleotide primer

<400> 33

tcgcaacgga caacggcagg ttg

Page 34
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<210> 34

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> oligonucleotide primer

<400> 34
gcttgegcaa cattaaageg aac

<210>» 35

<2l 23

<212> DNA |

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> oligonucleotide primer

<400> 35
.gcttgtttg cagatgccca tca

<210> 36

<21]> 23

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> oligonucleotide primer

<400> 36
gaaatatctg tgaaaccaag gcc

<210> 37

<211>» 23

<212> DNA ]

<213> Artificial Sequence

<220»
<223> oligonucleotide primer

400> 37
attgcacaac acatcattaa ctg

<210> 38

<211> 486

<212> DNA

<213> Rhipicephalus appendiculatus

<400> 38
atggcttgtg cgacattaaa gcggacacat gactgggacc ccttgcacag tccgagtgge

agatcaccaa agcgacgccg atgcatgect crgtccccge ctccaacgag ggegcaccag
atcgatcect cgeccttecgg agacgtgeca ccaaagttga cttcagagga gatagecagec

aacatccgcg aggagatgcg acggctacaa cggegcaage ;gctctgttt tcaaggcacc
Page
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gacgccgaat cccagcatac cagtggtctc tegtcaccgg tgcgtcgaga ccagcccctg
ttcacgttce gecaggttgg getcatttge gaacgcatga tgaaggageg agagagcaag
atacgggagg agtatgacca cgtgctatcc accaagctcg cagaacagta cgacacgttt
gttaaattta cctacgacca aattcagaag cggtttgagg gtgetacgcc cagctatttg
tcgtaa

<210> 39

<211> 161

<212> PRT

<213> Rhipicephalus appendiculatus

<400> 39
Met Ala Cys Ala Thr Leu Lys Arg Thr His Asp Trp Asp Pro Leu His
! Cy : y g i p Trp Asp is
er Pro Ser Gly Arg Ser Pro Lys Arg Arg A s Met Pro Leu Ser
@ o s gy Ao sar Pro s g g g cvs et
Pro Pro Pro Thr Arg Ala His GIn Ile Asp Pro Ser Pro Phe Gly Asp
35 40 45
val Pro Pro Lys Leu Thr Ser Glu Glu Ile Ala Ala Asn Ile Arg Glu
S0 55 60
Glu Met Arg Arg Leu GIn Arg Arg Lys GIn Leu Cys Phe GIn Gly Thr
o5 g Arg %o rg Arg Ly ts Cy y 28
Asp Ala Glu Ser GIn His Thr Ser Gly Leu Ser Ser Pro val Arg Arg
85 90 95
Asp G1In Pro Leu Phe Thr phe Arg GIn Val Gly Leu Ile Cys Glu Ar
P 100 g 105 y ﬁo 9
.uet Met Lys Glu Arg Glu Ser Lys Ile Arg Glu Glu Tyr Asp His val
1!5 g 1!0 9 BS
Leu Ser Thr Lys Leu Ala Glu GIn Tyr Asp Thr Phe val Lys Phe Thr
130 135 140

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

Ser

<210> 40
Page 36
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<211> 555
<212> ONA
<213> Ixodes scapularis

<00> 40
atggcttgeg caacattaaa gcgaacacac

agatcgccca aacgacggag atgtatgect
acaagggcac accaaatcaa cccttcacce
gaggagatag cggccaacat tcgggaggaa
tgcttetegt creccctgga gtegggetee
ggaccagcct cccccacggyg cctgtoecce
Caacccetet tcaccttecg cCaggtgggy
gagagccaga tacgcgacga gtacgaccac
gacacatttg tcaagtttac gtacgaccaa

gctatttgt

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

<400>» 41
atggcttgeg

41
355
DNA

agatcgccca
acaagggcac
gaggagatag
tgcttctegt
gggccageet
cagcccctcet
.agagccaga
gacacattcg
agcratitgt

42
442

<210>
<211>
<21
<213>

<400> 42

cataa

Ixodes ricinus

caacattaaa gcgaacacac
aacgacggag atgtatgcct
accaaatcaa cccttcaccc
cagccaacat tcgggaggaa
ctcccctgga gtcgggetec
cccccacggg cotgtccece
tcaccttccg ccaggtgogg
tacgcgacga gtacgaccac
tcaaatttac gtacgaccaa
cataa

05-261 US.ST25.txt

gattgggatc
ttgtcggtca
ttcggtgaag
atgcpacgtc
ccgtcggega
gggggcctge
ctcatctgeg
grtctgrcty
attcagaagc

gatrtgggatc
ttgtcggtca
ttcggtgaag
atgcgacgte
ccatcggtga

gdgggcctge
ctcatctgeg

gtgctctctg
attcagaagc

DNA
Boophilus microplus Cepich

atggcttgcg caacattaaa gcgaacacat gactgggace

agatcgccga agcgacgecg atgtatgect ctgtccccge

cgctgcatag
cacaagcagc
tgccaccgaa
tgcagecggeg
cteeccecctge
tgtcgeeccgt
agcgcatgat
ccaagctgge
ggtttgaggg

cgctrgcatag
cacaagcagc
tgccaccgaa
tgcagcggeg
ctcccectge
tgtcgeecgt
agcgcatgat
ccaagctgge
ggtttgaggg

ccttgecacag
ctcctacaag

Page 37

tccaaacgga
gactcceccca
attaacttca
caagcagctc
ggccgattge
gcgeagggac
gaaggagcgc
agagcagtac
tgccacteca

tccaaacggt
gactccceca
attaacttca
caagcagcte
ggccgagtgt
gcgcagggac
gaaggagcgc
agagcagtac
tgccactcca

tccgagtggc
ggcgeaccag
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atcgatccct cgeccttcgg agacgtgeca ccaaagttga

aacatccgtg aggagatgeg acggctacaa cggcgeaage

gaccctgaat cccagcatac cagtggtctc tcgtcaccag

ttcacgttce gccaggttgg getcatttge gaacgaatga

atacgggagg agtatgacca tgtgctatct accaaactcg

gtcaigttta cgtacgacca aa

<400>

43
442

DNA
Boophilus microplus mufioz
43

atggcttgcg caacattaaa gcgaacacat gactgggacc

agatcgccga agcgacgecg ctgtatgect ctgtececge
.tcgatccct cgeecttcgg agacgtgcca ccaaagttga

aacatccgtg aggagatgcg acggctacaa cggegeaage
gaccctgaat cccagcatac cagtggtctc tcgtcaccag

ttcacgttcc gccaggttgg getcatttge gaacgaatga

atacgggagg agtatgacca tgtgctatct accaaactcg

gtcaagttta cgtacgacca aa

<210>
<211>
<212>
<i13>

<400>

44
442

DNA
Boophilus microplus S. Lucfa

44
atggcttgeg caacattaaa gcgaacacat gactgggacc

agatcgccga agegacgecg atgtatgect ctgteccege

.tcgatccct cgccettegg agacgtgcca ccaaagttga

aacatccgtg aggagatgcg acggctacaa cggegeaage

gaccctgaat cccagcatac cagtggtctc tcgtcaccag

ttcacgttcc gccaggttgg getcatttgc gaacgaatga

atacgpgagg agtatgacca tgtgctatct accaaactcg

gtcaagttta cgtacgacca aa

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

45
442

DNA
Boophilus microplus Susceptible

cttcagagga gatagcagec
agctctgttt ccagggaget
tgcatcgaga ccagcccctg
tgaaggagcg agagagcaag
cagaacagta cgacacattt

ccttgcacag tccgagtgge
ctcctacaag ggcgeaccag
cttcagagga gatagcagcc
agcrctgttt ccagggeget
tgcatcgaga ccagcccctg
tgaaggagcg agagagcaag
cagaacagta cgacacattt

ccttgecacag tccgagtgge
ctcctacaag ggcgcaccag
cttcagagga gatagcagec
agctctgttt ccagggeget
tgcatcgaga Ccagcccctg
tgaaggagcg agagagcaag
cagaacagta cgacacattt

Page 38
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<400> 45
atggcttgcg caacattaaa gcgaacacat

agatcgccga agcgacgecg atgratgect
atcgatccect cgeccttcgg agacgtgeca
aacatcegtg aggagatgcg acggctacaa
gaccctgaat cccagcatac cagtggtctc
ttcacgttcc gccaggttgg getcatttge
atacgggagg agtatgacca tgtgctatct
gtcaagttta cgtacgacca aa

<210>
<211>
<212> DNA

«<213> Rhipicephalus sanguineus

400> 46
atggcttgtg cgacattaaa gcggacacac

46
486

cgatcaccga agcgacgecg atgtatgect
atcgatcect cgeccttcgg agacgtgeca
aacatccgeg aggagatgeg acggctacaa
gaccctgaat gccagecgac cagtggectc
ttcacgttcc gccaggttgg geotcatttge
atacgggagg agtacgacca cgtgctttce
gttaagttta cctacgacca aattcagaag
tcgtaa

<210> 47
498
DNA

permacentor variabilis
47

<211>
.=212>
<213>

<400>
atggcttgtg

cgacattaaa gcggacacac
agatcgccga aaagacggag atgratgect
agggcgeace
gagatagcag
ttccagggot

aaatcaatcc ctcgecgttt
ccaacattcg cgaggagatg
ctgaccctga atcccagece
gaccagccte

cgagagagcc

tgttcacctt tcgccaggta
agatacggga ggagtacgac

gactgggacc
ctgtececege
CCaaagttga
cggcgcaage
tcgtcaccag
gaacgaatga
accaaactcg

gactgggacc
ctgtccccac
ccaaagttga
cggcgeaage
tcgtcaccgg
gaacggatga
accaagcttg
cggtttgagg

ccttgeacag
ctcctacaag
cttcagagga
agcetctgeet
tgcatcgaga
tgaaggagcyo
cagaacagta

cgctgcacag
ctccaacaag
cttcagagga
agctctgttt
tgcgtcgaga
tgaaggagcg
cagaacagta
gtgctacgec

tccgagtgge
ggcgcaccag
gatagcagcc
ccaggggegt
ccagcccctg
agagagcaag
cgacacattt

tccgagtgge
ggcgeaceag
gatagcagcc
ccagggcace
ccagceecectg
agagagcaag
cgacacgttt
cagcratttg

gactgggatc ccctgcacag tccgaacgge
ctgtcagtct ccccaccage gectccaaca
ggagaggtgc caccgaagtt gacttcagag
cgacggetge aacggcgcaa gcagetcetge
acaagcggee tcttgtctcc cgtccgtega

gggctcattt gtgagcggat gatgaaggag

tacgtccttt ccaccaagct cgcagaacaa
Page 39
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cccagetatt

<210> 48

<211> 498
<212> DNA
<213>

<400> 48
atggcttgtg

agatcgecga
agggcgcacc
gagatagcag
ttccagggga
gaccagcctc
agagagcc
tacgacacat
cccagetatt
<210> 49
<211> 448
<21 DNA
<213>

<400> 49
atggcttgeg

cgatcgccaa
caccagatga
gcagccaaca
‘ggacagacc
ccactgttca
agccagatac
acatrtgtca
<210> 50
<211> 448
<212> DNA
<213>»

<400> 50
atrggcrtgeg

05-261 US.ST25.txt
tacgacacat ttgttaaatt tacctatgac caaaticaga agcggratga gggtgctacg

tgtcgtaa

Dermacentor marginatus

cgacattaaa gcggactcac gactgggatc
aaagacggag atgcatgcct ctgtcagtct
aaatcaatcc ctcgecgttc ggagacgtge
ccaacatccg cgaggagatg cgacggetge
ctgaccctga atcccagece acaagecggec
tgttcacctt tcgecaggtg gggcetcattt
agatacggga ggagtacgac cacgtgcttt
ttgttaaatt tacctatgac caaattcaga
tgtcgtaa

Hyalomma marginatum marginatum 1

caacattaaa gcgaacacac gactgggatc
agagacggag gtgtatgcce ttgtccceac
atccatcgcc cttcggagaa gtgecgecca
ttcgcgagga gatgegacgg ctacaacgge
cagaatcgca gcagacgagt ggcctcttgt
cCcttccgeca ggtgggecte atttgegaac
gggaggagta tgaccatgtg ctttctacca
agtttacgta cgaccaaa

Hyalomma marginatum marginatum 2

caacattaaa gcgaacacac gacrgggatc

ccctgcacag
ccccaccage
cacctaagtt
aacggcgcaa
tcttatctcc
gcgageggat
ccaccaagct
agcggtttga

ccctgcacag
cagcacctcc
agatgacttc
gcaagcagct
cgcctgteeg
ggatgatgaa
agcttgcagg

ccctgeacag

cgatcgccaa agagacggag gtgtatgccc ttgtecccac 4cﬂagt:acm:t:t:
Page

tccgaacgge
gcctccaaca
gacttcagag
gcagctetge
ggtccgacga
gatgaaggag
cgcagaacaa
gggtgctacg

tccgaatgge
aaccagggct
agaggagata
ctgtttccag
tcgagaccag
ggagcgagag
acagtacgac

tccgaatgge
aaccagggct

480
498

120
180
240
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360
420
480
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120
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448
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gcagccaaca tregegagga gatgegacag
aggacagacc cagaatcgca gcagacgagt
ccactgttca ccttccgeca ggtgggecte

agccagatac gggaggagta tgaccatgtg
acatttgtca agtttacgta cgaccaaa

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

<400>

51
540
DNA
Haemaphysalis punctata
51

05-261 US.ST25.txt
caccagatga atccatcgce cttcggagaa gtgccgecca

ctacaacggc
ggcccttgt
atttgcgaac
Ctttctacca

atggcrtgtg cgacattaaa geggacacac gattgggatc

agatccccga aacgacgaag atgtatgect

cgcaccaga tcaacccrtc geccttegge
attgeggeca acatccggga ggagatgegg
caggcgggtg ctgagggcag ccccgteggt
tcctectcac aggegogtgyg cotectgtca
ttccgocaag ttgggettat ctgegagegg
gaggagtatg accacgtgct ctccaccaaa

ttgtcggtta
gacgtcccac
cggctgcage
gggggagact
cccatgegee
atgatgaagg
ctggccgage

cttacctacg accagatcca gaagcgattt gagggtgcta

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

<400>

Ixodes ricinus
52

‘utna s Ala Thr Leu Lys Arg Thr His As
1 Cy ! y ] o p

agatgacttc
gcaagcagct
cgcctgtecg
ggatgatgaa
agcttgcaga

ccctgcacag
ctccaactec
cgaagttgac
ggcgtaagca
ccccegttgg
gtgaccagcc
aacgggagag
agtacgacac
cgcccageta

agaggagata
ctgtrtccag
tcgagaccag
ggagcgagag
acagtacgac

cccgaataga
cccaacaagg
ttcagaggag
gctctgettc
tteccccage
cctgttcace
ccagatacge
atttgttaaa
tttgtcgtaa

Trp Asp Pro &gu His

Ser Pro Asn gay Arg Ser Pro Lys s;g Arg Arg Cys Met ;30 Leu Ser

val Thr GIn Ala Ala Thr Pro Pro Thr Arg Ala His GIn Ile Asn Pro
35 40 45

Ser Pro Phe Gly Glu val Pro Pro Lys Leu Thr Ser Glu Glu Ile Ala
50 55 60

Page 41
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a}a Asn Ile Arg Glu %u Met Arg Arg Leu %n Arg Arg

Cys Phe Ser Ser :;o Leu Glu Ser Gly g&r Pro Ser val
Ala Ala Glu ¢ s Gly Pro Ala Ser ;ag Thr Gly Leu Ser
Leu Leu ﬁ; Pro val Arg Arg gg GIn Pro Leu Phe '{I21;
val ﬂ‘ Leu Ile Cys Glu i;g Met Met Lys Glu 2:3 Glu
Q:g Asp Glu Tyr Asp l{;g val Leu Ser Ala li!.'g Leu Ala

.sp Thr Phe val IJ.E Phe Thr Tyr Asp 2;3 ITe GIn Lys
Gly Ala Thr l]"'rg ser Tyr Leu Ser

<210> 53

<211> 147

<212> PRT

<213> Boophilus microplus Cepich

<400>» 53
!llet Ala Cys Ala ':Ii'hr Leu Lys Arg Thr gas Asp Trp Asp
Ser Pro Ser %y Arg Ser Pro Lys Az\gg Arg Arg Cys Met
.Pro Pro Pro Thr Arg Ala His GIn Ile Asp Pro Ser Pro
35 40 45
val Pro Pro Lys Leu Thr Ser Glu Glu Ile Ala Ala Asn
50 55 60
Glu Met Arg Arg Leu GIn Arg Arg Lys GIn Leu Cys Phe
65 g Arg %0 rg Arg Ly Ls Cy

Asp Pro Glu Ser g}n His Thr Ser Gly lg.su ser Ser Pro

Page 42

Lys GIn
Thr Pro
95
Pro G1
110 y
Phe Arg
ser Glin
Glu GlIn

Arg Phe
175

Pro Leu
15

Pro Leu

30

Phe Gly

Ile Arg

GIn Gly

val His
95

Leu
80
Pro
Gly
GIn
Ile
1%
1

Glu

His
ser
Asp
Glu
Ala

Arg

7193
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Asp GIn Pro iﬁg Phe Thr Phe Arg ‘Ji.ys' val Gly Leu Ile

s Glu Ar
o6 9

Met Net Lys Glu Arg Glu Ser Lys Ile Arg Glu Glu Tyr Asp His val
1!5 r9 1!0 g Bs P

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

r Asp Gln
4§ P

<210> 54

<211> 147

<212> PRT

<213> 8oophilus microplus mufoz

<400> 54
.et Ala Cys Ala ;hr Leu Lys Arg Thr g‘i)s Asp Trp Asp
Ser Pro Ser gay Arg Ser Pro Lys sgg Arg Arg Cys Met
Pro Pro Pro Thr Arg Ala His GIn Ile Asp Pro Ser Pro
35 40 45
val Pro Pro Lys Leu Thr Ser Glu Glu Ile Ala Ala Asn
50 55 60
Glu Met Arg Arg Leu GIn Arg Arg Lys GIn Leu Cys Phe
65 g Arg 70 rg Arg Ly 75 Cy
Asp Pro Glu Ser g}n His Thr Ser Gly '9'5" Ser Ser Pro
.Asp GIn Pro Leu Phe Thr Phe Arg Gin val Gly Leu Ile
100 105
Met Met Lys Glu Arg Glu Ser Lys Ile Arg Glu Glu Tyr
s o 190 9 H
Leu Ser Thr Lys Leu Ala Glu GIn Tyr Asp Thr Phe val
130 135 140

H; Asp GIn

Page 43

Lys Phe Thr

Pro Leu His
15
Pro Leu Ser
30
rPhe Gly Asp
Ile Arg Glu
GIn Gly Ala
80
val His Arg
9s
gg Glu Arg

Asp His val

Lys Phe Thr

¥ X




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

<400>

55 05-261 US.S5T25.txt
147

PRT

Boophilus microplus S. Lucia

Met Ala Cys Ala Thr Leu Lys Arg Thr His Asp Trp Asp Pro Leu His
! Cy : Y g i p Trp Asp 15

Ser Pro Ser (z;;l,y Arg Ser Pro Lys g;g Arg Arg Cys Met ;50 Leu Ser

Pro Pro ;;o Thr Arg Ala His %n Ile Asp Pro Ser :rs-o Phe Gly Asp

val ;50 Pro Lys Leu Thr ?gr Glu Glu 1Ile Ala al,a Asn Xle Arg Glu

Tu Met Arg Arg Leu GIn Arg Arg Lys GIn Leu Cys Phe GIn Gly Ala
.S r9 A9 70 9 AT Ly 75 < y 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 Ile Cys Glu Ar
P 100 9 105 y ﬁo g

Met Met Lys Glu Arg Glu Ser Lys Ile Arg Glu Glu Tyr Asp His val
ﬂs b 1!0 g BS P

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

r Asp Gln
45 AP

@,

<211>
<212>
<213>

<400>

56
147

PRT
sBoophilus microplus Susceptible
56

l{et Ala Cys Ala ';‘hr' Leu Lys Arg Thr i{as ASp Trp Asp Pra ligu His

Ser Pro Ser %y Arg Ser Pro Lys gts'g Arg Arg Cys Met 550 Ley Ser

Pro Pro Pro Thr Arg Ala His GIn Ile Asp Pro Ser Pro Phe Gly Asp

Page 44
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35 45

val Pro Pro Lys Leu Thr Ser Glu Glu Ile Ala Ala Asn ITe Arg Glu
50 55 60

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

65 9 Are 70 9 arg by 75 & St';g

Asp Pro Glu Ser Gln His Thr Ser Gly Leu Ser Ser Pro val His Arg

85 90 95

Asp GIn Pro Leu Phe Thr Phe Arg GIn val Gly Leu Ile Cys Glu A
P 100 re 105 Y 'ﬂo e

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

i3 J o 9 s A%

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

r Asp GIn
H e

<210> 57

<211> 161

<212> PRT

<213> Rhipicephalus sanguineus
<400> 57

Met Ala Cys Ala Thr Leu Lys Arg Thr His Asp Trp Asp Pro Leu His
1 Cy s y g9 1 p Trp ASp s

Ser Pro Ser (z;;l'y Arg ser Pro LyS sls-g Arg Arg Cys Met ;50 Leu Ser

.ro Pro Pro Thr Arg Ala His GIn Ile Asp Pro Ser Pro Phe Gly Asp
35 40 45
val Pro Pro Lys Leu Thr Ser Glu Glu Ile Ala Ala Asn Ile Arg Glu
50 55 60
Glu Met Arg Arg Leu GIn Arg Arg Lys Gin Leu Cys Phe .G1n Gly Thr
65 9 Arg 70 Fo Arg Ly 75 < Y 80

Asp Pro Glu Cys GIn Pro Thr Ser Gly Leu Ser Ser Pro val Arg Ar
P 4 1 y 90 95’ 9

AsSp GIn Pro Leu Phe Thr Phe Arg Glin vVal Gly Leu Ile Cys Glu Arg
Page 45
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Met Met

Leu Ser
130

05-261 US,.ST25.txt
100 105 110

Lys Glu Arg Glu Ser Lys Ile Arg Glu Glu Tyr Asp His val
:IXS 9 1!0 9 HS P

Thr Lys Leu Ala Glu GIn Tyr Asp Thr phe val Lys pPhe Thr
Y 135 v P 140 y

r Asp GIn Ile GIn Lys Arg Phe Glu Gly Ala Thr Pro Ser Tyr Leu
HS P 1!0 g y 155 b4 160

.ser

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

.400>

58

165

PRT e
Dermacentor variabilis

l;et Ala Cys Ala ';hr Leu Lys Arg Thr ggs ASp Trp ASp Pro ll.gu His

Ser Pro Asn %y Arg Ser Pro Lys Arg Arg Arg Cys Met ;50 Leu Ser

25

val Ser Pro Pro Ala Pro Pro Thr Arg Ala His GIn Ile Asn Pro Ser

Pro Phe
50

35 40 45

Gly Glu val Pro ls'rs-o Lys Leu Thr Ser tsi'tl’u Glu Ile Ala Ala

Asn Ile Arg Glu Glu Met Arg Arg Leu Gin Arg Arg Lys GIn Leu Cys
i 9 rg Arg 759 9 %

70

Gly Ser Asp Pro Glu Ser GIn Pro Thr Ser Gly Leu Leu Ser
8s 90 95

Arg Arg Asp GIn Pro Leu Phe Thr Phe Arg Gln val Gly Leu
9 108 P 105 e 110 y

Ile Cys Glu Arg Met Met Lys Glu Arg Glu Ser GIn Ile Arg Glu Glu

115 120 125

r Asp His Val Leu Ser Thr Lys Leu Ala Glu GIn Tyr Asp Thr phe
R4 138 4 140 R4 P

135

Phe Thr Tyr Asp GIn Ile GIn Lys Arg Tyr Glu Gly Ala Thr
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145

150

Pro Ser Tyr Leu Ser
165

<210>
<211>»
<212>
<213>»

<400>

l{et Ala Cys Ala ';hr' Leu Lys Arg Thr l{as Asp Trp Asp Pro Leu

59

165

PRT )
Dermacentor marginatus

Ser Pro Asn cz;'tl'y Arg Ser Pro Lys

val Ser Pro Pro Ala Pro Prao Thr
35 40

Pro Phe Gly Asp val Pro Pro Lys
50 y 55 y

Asn Ile Arg Glu Glu Met Arg Ar
65 o 70 9 Arg

phe GIn Gly Thr gp Pro Glu Ser

Pro val Arg ?.58 Asp GIn Pro Leu

Ile Cys Glu Arg Met Met Lys Glu
i 115 9 Y 120

.ryr AsB His val Leu Ser Thr Lys
13 135

val Lys Phe Thr Tyr Asp GIn Ile
145 Y R4 158

Pro Ser Tyr Leu Ser
165

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

60
149
PRT

05-261 US.ST25.txt
. 155

15

Arg Arg A S Met Pro Leu

259 g Arg Cy 44

Arg Ala His GIn E;e AsSn Pro

Leu Thr Ser Glu Glu Ile Ala
60

Leu GIn ?Eg Arg Lys GIn Leu

Gin ;50 Thr Ser Gly Leu Leu

95

Phe Thr Phe Arg GIn val Gl
105 e 110 y

Arg Glu Ser Gin Ile Arg Glu
125

Leu Ala Glu GIn Tyr Asp Thr
140 b P

160

His
ser
ser
Ala
i
ser
Leu
Glu

Phe

GIn Lys Arg Phe Glu Gly Ala Thr
Y 1;.'; y 160

Hyalomma marginatum marginatum 1
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<400> 60
l{et Ala Cys Ala ';hr Leu

Ser Pro Asn %y Arg Ser

Pro Pro g}a Pro Pro Thr

Gly ‘5;;.')“ val Pro Pro Lys

Arg Glu Glu Met Arg A

65 'y

Gly Thr Asp Pro g}u Ser

Arg Arg Asp GIn Pro Leu
g Arg Asp 100

Glu Arg Met Met Lys Glu

115
His val Leu Ser Thr Lys
130
Phe Thr Tyr Asp GIn
145 v P

<210>» 61
<211> 149
<212>

05-261 us.ST25.txt

Lys Arg Thr % § ASp Trp Asp
Pro Lys QE’ Arg Arg Cys Met
Arg Ala His GIn NMet Asn Pro
40 45

Met Thr Ser Glu Gluv Ile Ala
55 60

Leu GIln Arg Arg #gs GIn Leu
Giln GIn Thr gsr Gly Leu Leu
Phe Thr Phe Arg GIn val Gly

105

Arg Glu Ser Gln Ile Arg Glu
g 120 9 125

Leu Ala Gly GIn Tyr Asp Thr
135 y i 146

PRT
<213> Hyalomma marginatum marginatum 2

Q. «

I]I.et Ala Cys Ala 'ghr Leu

Ser Pro Asn Gly Arg Ser
20

Pro Pro g‘rl’a Pro Pra Thr

Gly %u val Pro Pro Lys

Lys Arg Thr %s ASp Trp Asp

Pro Lys gls-g Arg Arg Cys Met

Arg Ala His Gln met Asn Pro
40 45

Met Thr Ser Glu Glu Ile Ala
1 60
Page 48
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Pro

ser

Ala

cys

ser

Leu

110

Glu

Phe

Pro
Pro
30

ser

Ala

Leu

15

Leu

Pro

Asn

Phe

Ile

val

Leu
15
Leu

Pro

AsSn

His

ser

Phe

Ile

GIn

val

cys

Asp

Lys

His

ser

Phe

Ile
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Arg Glu Glu Met Arg Arg Leu GIn Arg Arg Lys GIn Leu
65 70 ¢ 7!

Arg Thr Asp Pro g}u Ser GIn GIn Thr ggr Gly Leu Leu

Arg Arg Asp GIn Pro Leu Phe Thr Phe Arg Gin val Gl
9 Are 100 10§ 9 y

Glu Arg Met Met Lys Glu Arg Glu Ser GIn Ile Arg Glu
115 120 125

His val Leu Ser Thr Lys Leu Ala Glu GIn Tyr Asp Thr
130 Ty 148

135

PH; Thr Tyr Asp GIn

<210> 62

<211> 179

<212> PRT

<213> Haemaphysalis punctata

<400> 62

:et Ala Cys Ala "Ij'hr Leu Lys Arg Thr gas AsSp Trp Asp

Ser Pro Asn 959 Arg Ser Pro Lys e;n Arg Arg Cys Met

val Thr Pro Thr Pro Pro Thr Arg Ala His GIn Ile Asn
35 40 45

Phe Gly Asp val Pro Pro L¥s Leu Thr Ser Glu Glu Ile
S0 5 60

Ile Arg Glu Glu Met Arg Arg Leu GIn Arg Arg Lys GIn
g 700 A9 r9 759

GIn Ala Gly Ala ('i}u Gly Ser Pro val gay Gly Gly Asp

Gly Ser Pro Ser Ser Ser Ser GIn Ala Gly Gly Leu Leu
100 105

Cys Phe GlIn

80

Ser Pro val
95

Leu Ile Cys

110 &

Glu Tyr Asp

Phe val Lys

Pro Ley His
15

Pro Leu Ser

30

Pro Ser Pro

Ala Ala Asn

Leu Cys Phe
80

ser Pro val
95

Ser Pro Met
110

Arg Arg Asp GIn Pro Leu Phe Thr Phe Arg GIn val Gly Leu Ile Cys
g Arg llg 120 g 12¥ o
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Glu Arg Met Met Lys Glu Arg Glu Ser GIn Ile Arg Glu Glu Tyr Asp
138 139 143 R4

His val Leu Ser Thr L¥s Leu Ala Glu GIn 1'!r Asp Thr phe val Lzs

145 150 155 1

Leu Thr Tyr Asp GIn Ile GIn Lys Arg Phe Glu Gly Ala Thr Pro Ser
v P 165 4 9 170 y 175

Tyr Leu Ser

2

Copy provided by USPTO from the IFW Image Database on 08/03/2008
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ESTADOS UNID 8 DE AMERICA Ll 2

A TODOS CUANTOS LA PRESENTE VIEREN:

DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

04 de agosto dsl 2006

LA PRESENTE ES PARA CERTIFICAR QUE LA ANEXA ES UNA COPIA FIEL
DE LOS ARCHIVOS DE LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS
ESTADOS UNIDOS DE AQUELIOS DOCUMENTOS DE LA SOLICITUD DE
PATENTE IDENTIFICADA EN LO SIGUIENTE, QUE CUMPLE CON LOS
REQUERIMIENTOS PARA QUE LE SEA OQOTORGADA UNA FECHA DE
PRESENTACION BAJO 35 USC 111.
NUMERO DE SOLICITUD: 11/197,133
FECHA DE PRESENTACION: 04 de agosto del 2005
EL CODIGO DEL PATS Y EL NUMERO DE SU SOLICITUD DE PRIORIDAD,
PARA SER UTILIZADOS PARA PRESENTACION EN EL EXTRANJERO BAJO
LA CONVENCION DE PARIS, ES US11/197,133

Por Poder del

Subsecretario de Comercio para la Propiedad Intelectual

y Director de La Oficina de Patentes y Marcas de los

Estados Unidos

(Firmado)
(SELLO) E. BORNETT

Funcionario que Certifica



PATENTE

Expediente No.: 57338/05-261

Pdgina 1 de 9

CERTIFICACION BAJO 37 C.F.R. Y 1.10

Por la presente certifico que, en la fecha mostrada

enseguida, esta correspondencia estd esta siendo depositada

con el servicio postal de los Estados Unidos en un sobre

dirigido a: Commissioner for Patents, P.0O. Box 1450,

Alejandria, VA 22313-1450 como ™Oficio Postal de Correo

Exprée al Destinatario” Etiqueta de Correo No. EV 16755486US
el 4 de Agosto del 200S.

(Firmado) LUZ C. BRAUNSTEINER

(nombre escrito o impreso de la
persona que certifica)
Clasificacién Preliminar:
Clase propuesta:
Subclase:
NOTA: "Todos los solicitantes eon solicitados para incluir
una clasificacién preliminar en la solicitudes de patentes
recientemente presentadas. La clasificacifén preliminar, de
preferencia las designaciones de clase y subclase, deben ser
identificadas en la esquina derecha superior de la carta de
transmisién que acompafia los documentos de la solicitud, por
ejemplo ‘Clase 2, subclase 129 propuesta” M.P.E.P. Seccibn

601, 7th ed.

&
L3



EN LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTAD 8 UNIDOS 22"*'
Commissioner for Patents
P.0. Box 1450
Alejandria, VA 22313-1450
NUEVA TRANSMISION DE SOLICITUD
Trasmitida con 1la presente para presentacién estd 1la
solicitud de patente de
Inventor{es): José de Jesis DE LA FUENTE
Catherine M. KOCAN
Consuelo GARCIA-ALMAZAN
Edmour F., BLOUIN
Para(Titulo): ANTIGENOS PROTECTORES Y VACUNAS PARA EL

CONTROL DE INFESTACIONES DE GARRAPATAS MULTI ESPECIES
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Tipo de Solicitud

Esta nueva solicitud es para un(a)

3.

[]
[]
[]
[]
[]
x]

Original (no provisional)
Diseilo

Planta

Divisional

Continuacién

Continuacién en parte (C-I-P)

Beneficlio de la(s) Sollicitud(es) Norteamericana(s)

Previa(s) (35 U.S.C. Secciones 119(e}, 120 o 121)

[x]

La nueva Solicitud es trasmitida con las
reivindicaciones para el beneficio de la
solicitud(es) norteamericana(s) previa(s)

Esta solicitud es una continuacién en parte de la

golicitud correspondiente No. de Serie 10/972,789,

presentada el 25/10/2004; gque en parte es una

continuacién en parte de la golicitud

correspcndiente No. de Serie 10/425/563, presentada

el 29/04/2003; que en parte es una no provisl nal

de la solicitud correspodiente No. de Serie

60/376/251, presentada el 29/04/2002.

Documentos Adjuntos



[]

Requerida para la Fecha de Presentacién Baj 37
C.F.R. Beccidn 1.53(b) (Regular) o 37 C.F.R. Seccidén
1.153 (Disefic) Solicitud

_38 Péaginas de Especificacién

__2 Ppdginas de Reivindicaciones

__ 1 P&ginas de Extracto

__ 4 Hojas de Dibujos [Formal]

El(los) dibujo(s) Adjunto(s) son fotografia(s), y
también estd adjunta una “PETICION PARA ACEPTAR
FOTOGRAFIA(S) COMO DIBUJO(S).~ 37 C.F.R. Seccibn
1.48(b)

[] Pormal

[] Informal

d

Z{G
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Otros Documentos Adjuntos
Pdginas de declaracién y poder del apoderado
Piginas de sesibn
Peticién de no Publicacién y Certificacién
bajo 35 U.S.C. 122(b) (2) (B) (i)
X Hojas de de Datos de la Solicitud Inicial (4
pg)
__ Ninguno
Otro

Documentos Adlclonales Adjuntos

[]

Enmiendas para reivindicacicnes

[] Cancelar en estas solicitudes las
reivindicaciones_ __antes de calcular los
derechos de presentaci6én. (Por 1o menos una
reivindicacién independiente original debe ser
retenida para prop6sitos de presentacitn).

[ ] Adicionar las reivindicaciones mostradas en la
enmienda adjunta. (Las reivindicaciones
adicionadas se han numerado consecutivamente
siquiendo las reivindicaciones originales con

el nGmero miAs alto).



[]
[1]

[]
[]
[]
[x]

[]

[]
[]

o (AR

Enmienda Preliminar

Declaracién de Descripcién de Informacién (37
C.F.R. Seccién 1.988)

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

Citas

Declaracién de Depbsito Biolégico

Envio de ™Listado de Secuencias” copia leible en
computadora y/o enmienda que pertenece a la misma
para la invencién de biotecnologia que contiene
decencias de nucledtidos y/o aminoédcidos.

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

Autorizacién del(los) Apoderado(s) para Aceptar y
Seguir Instrucciones de Representante
Comentarios Especiales

Otro

Declaracién y Documentos (incluyendo poder del

apoderado)

(]

Adjunto
Ejecutado por

[] Inventor(es).

&



o AL IS

[] representante legal del(los) inventor(es). 37

C.F.R. Seccifn 1.42 a 1.43.



PATENTE
Expediente No.: 57338/05-261
Pdgina 4 de 9

[1] inventor conjunto o persona gque muestra un
interés de propiedad a favor del inventor
quien rechazo firmar o© no puede Ber
contactado.

[ ] Esta es la petici6n requerida por 37
C.F.R, Seccién 1.47 y 1la declaracién
requerida por 37 C.F.R. Seccibn 1.47
también estd adjunta. TVer el punto 13
enseguida para los derechos.
[X] No Adjunto.

[] La Solicitud se hace por una persona
autorizada bajo 37 C.F.R. 1.41 a favor de
todos los inventores mencionados en lo
anterior.

[] Que muestra que la presentacién estd
autorizada
6. Lenguaje
[X] 1Inglés
[] No en Inglés

[] La traduccién adjunta incluye una declaraciédn

de que la traduccién es precisa. 37 C.F.R.

Seccién 1.52(d).



. 221 ¥

[X] Una cesi6n de la invencién a

7. Cesldn

[] esti adjunta. A separate
[] una "HOJA DE CUBIERTA PARA CESION
(DOCUMENTO) QUE ACOMPANA LA  NUEVA
SOLICITUD DE PATENTE” o
[] FORMA PTO 1595 separada también esté
adjunta.
[X] continuara.
[] Cesién previamente registrada en _ en el
Carrete_  /Cuadro
8. Copia Certificada
Copia(s) Certificada(s) de la(e) solicitud(es)
Pais:
No. de Solicitud:
Presentado:

de la cual la prioridad se reclama
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[] estd (est&n) adjunta.
[ ] continuara.
Calculo de Derechos (37 C.F.R. Seccidn 1.16)
A. Derechos de Presentacién Bésica
[ ] Derechos de presentacién bdsica - utilidad
(cédigo de Derechos 1011/2011 — $300.00;

entidad pequefia §150.00) $

[] Derechos de presentacidén bédsica - disefio
(C6digo de Derechos 1011/2011 — $200.00;

entidad pequefla $100.00) $

[ ] Derechos de presentacién bdsica - disefioc (CPA)
(C6digo de Derechos 1017/2017 — §200.00;

entidad pequefia $100.00) $

[ ] Derechos de presentacién bédsica - planta
(c6digo de Derechos 1013/2013 — $200.00;

entidad pequefia $100.00) $

[ ] Derechos de presentacifén bédsica - reexpedicién
(C6digo de Derechos 1014/2014 — $300.00;

entidad pequefia $150.00) $

[ 1] Derechos de presentacién bé&sica - reexpedicién

(CPA)



[]

[]

[]

[]

(C6digo de Derechos 1019/2019 —

entidad pequefia $150.00) $

Derechos de Bilisqueda de Patente
Derechos de Blisqueda de Utilidad
(C6digo de Derechos 1011/2111 — $500.00;

pequefia $250.00) $

Derechos de Blsqueda de Diseflo
{C6digo de Derechos 1012/2112— $100.00;

pequefia $50.00) $

Derechos de BGsqueda de Planta
(C6digo de Derechos 1013/2113 — $300.00;

pequefia $150.00) $

Derechos de Biisqueda de Reexpedicién
(C6digo de Derechos 1014/2114 -— $500.00;

pequefia $250.00) $

1w ¢

$300.00;

entidad
entidad
entidad

entidad



[]

[1]

[]

[]

(1]

(1

[]

g4
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Derechos de Examen de Patente
Derechos de Examen de Utilidad
(C6digo de Derechos 1311/2311 — $200.00; entidad

pequefla $§100.00) $

Derechos de Examen de Disefio
(C6digo de Derechos 1312/2312 — $130.00; entidad
pequefia $65.00) $

Derechos de Examen de Planta
(C6digo de Derechos 1313/2313 — $160.00; entidad

pequefia $80.00) $§

Derechos de Examen de Reexpedicidn
(C6digo de Derechos 1314/2314 — $600.00; entidad

pequefia $300.00) §

Derechos para reivindicaciones
Reivindicaciones independientes por arriba de tres (3)
(C6digo de Derechos 1201/2201 — $200.00; entidad

pequefia $§100.00) $

Reivindicaciones por arriba de veinte (20)
(c6digo de Derechos 1202/2202 — $50.00; entidad

pequefia $25.00) $

Reivindicaciones dependientes mGltiples



[]

[]

(1]

ZNK‘(

(C6digo de Derechos 1203/2203 — $360.00; entidad

pequefla $180.00) $

Derechos Misceléneos
Sobrecargo - Derecho de presentaciftn tardia o juramento
o declaracién

(C6digo de Derechos 1051/2051 — $130.00-; entidad

pequeiia $65.00) $

Envio de una Declaracién de Descripcibén de Informacién
(C6digo de Derechos 1806 — $180.00 ambas entidades
$
Derechos de Tamafio de Solicitud de Utilidad - para cada

50 hojas adicionales que excede 100 hojas
(C6digo de Derechos 1081/2081 — $2500.00; entidad

pequefia-- $125.00) $
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[ ] Derechos de Patentes Miscelineos
Derechos de procesamiento, excepto en solicitudes
provisionales,
(C6digos de Derechos 1808 — $130.00 ambas

entidades) $

Derechos de terminacifén total $
10. Declaracién(es) de Entidad Pequefia

[] La declaracién de entidad pequeiia es reclamada en
este tiempo.

[X] La declaracién de entidad pequefia no es reclamada
en este tiempo.

11. Peticién para la BlGsqueda de Tipo Internacional (37

C.F.R. Seccién 1.104(d)

(complete, si es aplicable)

[] Favor de preparar un reporte de blGsgueda de tipo
internacional para esta solicitud en el tiempo
cuando toma lugar el examen nacional sobre los
meritos.

12. Pago de Derechos que se hace en Este Tiempo

[X] No Adjunto

[X] Ningin derecho de presentacién estd siendo

pagado en este tiempo.



[]

Adjunto

[]
[]
[]
[1]
[]

[]

Derechos de Presentacién Basica

$
Derechos de Blsqueda de Patente $
Derechos de Examen de Patente $
Derechos para Reivindicaciones $
Derechos de Patentes Misceléneos

(Derechos de Procesamiento) $

Derechos Pagados en el Tiempo

de la Presentacifn de la Solicitud $

Derechos Totales Adjuntos $
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13. Método de Pagc de Derachos

[] Marcar en la cantidad de $

[] Cargar a la Cuenta No. en la cantidad de
S
[] Un duplicado de esta peticifn estd adjunto.

[] Cargar o Acreditar a la Tarjeta la cantidad de
$
[ ] Forma PTO-2038 estd adjunta por duplicado.

[ ] Por favor cargar a la Cuenta No. para
cualquiera de los derechos y/o deficiencias que
pueden ser debido por este documento.

14. AutorizaciSn para Cargar Derechos Adicionales

[] El Comisionado estd autorizado para la presente
para cargar los siguientes derechos adicionales por
este documento y durante la pendencia completa de
esta solicitud a la Cuenta No..

[] 37 C.F.R.Seccién 1.16(a), (f) o {(g) {(derechos
de presentacién)

[1 237 C.F.R.Seccién 1.16(b), {c) o (d)
(presentacién de reivindicaciones extras)

[1] 37 C.F.R.Seccién 1.16(e) (sobre cargo para

presentar los derechos de presentacién basicos



1A

y/o declaracién en una fecha posterior que la
fecha de presentacitn de la solicitud

[1 37 C.F.R.Seccitn 1.16(a) (1) (5) (derechos de
extensidn conforme a la Seccidn 1.136(a).

[1 37 C.F.R.Seccibn 1.17 (derechos de
procesamiento de la solicitud)

[] 37 C.F.R.Secci6n 1.18 (derechos de expedicién
en o antes de enviar la notificacién de
autorizacién, conforme a 37 C.F.R.S8eccifén
1.311(b})

15. Instrucciones en cuanto al Sobrepago
[] Cuanta de Crédito No.
[] Reembolso

16. Direccién de Correspondencia

Cliente No. 22206
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FECHA

Reg: No.:

Tel: No.:

36,050

(918)599-0621

Cliente No.: 22206

322518.1
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Respetuosamente enviado,

FIRMA DEL PROFESIONAL

R. Alan Weeks

(nombre escrito e impreso del
profesional)

321 S. Boston Ave. Suite 800

P.QO. Address

Tulga. OK 74103-3318
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Hoja de Dat s de la Solicitud

Informacién de la Solicitud

Tipo de Solicitud:: Regular

Materia Sujeto:: Utilidad

Clasificacién Sugerida::

Unidad del Grupo Técnico Sugerida::

¢Presentacién de secuencia?:: Papel

(Forma Leible en Computadorxa (CRF)?:: Si

Nimero de copias de CRF:: Una

Titulo:: Antigenos protectores y
vacunas para el control de
infestaciones de garrapatas
multiespecies

NGmero de Expediente del Apoderado:: 57338/05-261

Peticibn para Publicacifén Temprana:: No

Peticién para No Publicacién:: No

Figura de Dibujo Sugerida::

Hojas de Dibujos Totales:: 4
¢Entidad Pequefia?:: No
¢Peticibn incluida? No

¢Orden de Secreto en la Solicitud

de Origen?:: No

Informacién del Solicitante

Tipo de Autoridad del Solicitante Uno:: Inventor



LIty

Pais de Ciudadania Primaria:: Cuba

Estado:: Capacidad Completa

Nombre: : José de Jesis

Apellido:: de la Fuente

Ciudad de Residencia:: Stillwater

Estado o Provincia de Residencia:: OK

Pais de Residencia:: EUA

Calle de la direccidn de correo:: 400 Squires Landing,
Apt. M-5

Ciudad de la direccidén de correo:: Stillwater

Estado o Provincia de la direccibn

de correo:: OK
Pais de la direcciSn de correo:: EUA
C6digo Postal de la direccién de

correo:: 74074

Tipo de Autoridad del Solicitante Dos:: Inventor

Pais de Ciudadania Primaria:: EUA

Estado:: Capacidad Completa
Nombre: : Katherine M.
Apellido:: Kocan

Ciudad de Residencia:: Perkins

Estado o Provincia de Residencia:: OK

Pais de Residencia:: EUA

Calle de la direccidn de correo:: 3909 E. 92nd Street



22354

Ciudad de la direccién de correo:: Perkins
Estado o Provincia de la direccién

de correo:: OK

Pais de la direccién de correo:: EUA

C6digo Postal de la direccién de

Correo:: 74059

Tipo de Autoridad del Solicitante Tres:: Inventor

Pais de Ciudadania Primaria:: México

Estado:: Capacidad Completa

Nombre: : Consuelo

Apellido:: Garcia-Almazén

Ciudad de Residencia:: Stillwater

Estado o Provincia de Residencia:: OK

Pais de Residencia:: EUA

Calle de la direccidn de correo:: S. 81 University Place,
Apt. #1

Ciudad de la direccifn de correo:: Stillwater

Estado o Provincia de la direccidn

de correo:: OK
Palis de la direcclidSdn de correo:: EUA
C6digo Postal de la direccibn de

Correo:: 74075

Tipo de Autoridad del Solicitante Cuatro:: Inventor



23 4,<<"<

Paie de Ciudadanfa Primaria:: EUA

Estado:: Capacidad Completa
Nombre: : Edmour F.
Apellido:: Blouin

Ciudad de Residencia:: Perkins

Estado o Provincia de Residencia:: OK

Pais de Residencia:: EUA

Calle de la direccidn de correo:: 3909 E. 92nd Street
Ciudad de la direccién de correo:: Perkins

Estado o Provincia de la direccién
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ANTIGENOS PROTECTORES Y VACUMAS PARA EL CONTROL DE
INFESTACIONES DE GARRAPATAS MULTIESPECIES
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud es una continuacidén en parte
de la Solicitud de Patente Norteamericana copendiente No. de
Serie 10/972,789, presentada el 25 de octubre del 2004, esta
solicitud que es una continuacién en parte de la Solicitud de
Patente Norteamericana copendiente No. de Serie 10/425,563,
presentada el 19 de abril del 2003, esta solicitud que
reclama el beneficio de la Solicitud de Patente Provisional
Norteamericana copendiente No. de Serie 60/376,251,
presentada el 29 de abril del 2002. Todas las solicitudes de
prioridad mencionadas son incorporadas en la presente por
referencia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo Té&cnlco:

[0002] ILa presente invencién se relaciona a 1la
identificacién de antigenos protectores contra infestaciones
de garrapatas, secuencias de genes y proteinas codificadas
para tales antigenos, vacunas relacionadas y métodos f(tiles
para inducir una respuesta inmune en mamiferos, gque son
protectores contra una amplia gama de especies de garrapatas.
Esta solicitud suplementa 8u 8solicitud de origen al
proporcionar datos adicionales, incluyendo  secuencias

derivadas de varias especies de garrapatas y cepas,
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relacionadas con el antigenc designado 4D8.
Antecedentes:

[0003] Las garrapatas infestan a animales
silvestres, domesticados y a 1los humanos y transmiten
patSgenos incluyendo hongos, bacterias, virus y protozoarios.
Actualmente, las garrapatas se consideran que son el segundo
en el mundo a los mosquitos como vectores de enfermedades
humanas, pero que se consideran que s8son el vector més
importante de patSgenos en Norteamérica (Parola y Raoult,
2001) . Ixodes spp. se distribuyen mundialmente y actGan como
vectores de enfermedades humanas causadas por Borrelia
burgdorferi (enfermedad de Lyme), Anaplasma phagocytophila
(ehrliquiecsis granulocitica humana), Coxiella burnetti
{fiebre Q), Francisella tularensis (tularemia), B. afzelii,
B. lusitaniae, B. valaisiana y B. garinii, Rickettsia
helvetica, R. japonica y R. australis, Babesia divergens y
encefalitis trasmitida por garrapatas (TBE) y virus de fiebre
Hemorragica Omsk (Estrada-Pefla y Jongejan, 1999; Parola Yy
Raoult, 2001). Por todos los Estados Unidos del Este y del
Sureste y Canadd, I. sgcapularis (la garrapata de patas
negras) es el vector principal de B. burgdorferi en el
sentido estricto y A. phagocytophila (Estrada-Pefia y
Jongejan, 1999; Parcla y Raoult, 2001). Ademis de Ixodes,
otras especles de garrapatas de importancia wmédica vy

veterinaria incluyen aquellos de 1los géneros Amblyomma,
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Dermacentor, Rhipicephalus y Boophilus.

[0004] El control de infestaciones de garrapatas es
dificil y frecuentemente imprictico para garrapatas multi-
hospederas tales como Ixodes spp. Actualmente, el control de
garrapatas se efectia mediante el manejo integrado de pesates
en el cual diferentes métodos de control se adaptan a un Area
© contra una especie de garrapata con la consideracién debida
a sus efectos ambientales. El control de las garrapatas
mediante vacunacién, sin embargo, evitaria la contaminacién
ambiental y la seleccién de garrapatas resistentes a f&rmacos
que resultan de la aplicacién de acaricida repetida (de la
Fuente y colaboradores, 1998; Garcia-Garcia y colaboradores,
1999, de la Fuente y Kocan 2004). Las vacunas anti-garrapatas
también permitirian la inclusién de mGltiples antigenos con
el fin de dirigirse a una amplia gama de especies de
garrapatas y para la incorporaciftn de antigenos bloqueadores
de patbSgenos (de la Fuente y Kocan 2004).

[0005] Recientemente, se han desarrollado vacunas
contra Boophilus spp. de un hospedero (Willadsen, 1997;
Willadsen y Jongejan, 1999; de la Fuente y colaboradores,
1999; 2000; de Vos y colaboradores, 2001; de la Fuente y
Kocan 2004). El antigeno de intestino BM86 de B. microplus
recombinante incluido en formulaciones de vacunas comerciales
TickGARD (Hoechst, Animal Health Australia) y Gavac (Heber

Biotec S. A., Havana, Cuba) también confiere proteccitdn
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parcial contra los géneros de garrapatas Hyalomma vy
Rhipicephalus filogenéticamente relacionados (de la Fuente y
colaboradores, 2000; de Vos y colaboradores, 2001; de la
Fuente y Kocan 2004). Sin embargo, la inmunizacién con BM86
no logrd proteger contra el Amblyomma Spp. mis
filogenéticamente distante (de Vos y colaboradores, 2001).
Estos resultados sugieren que la utilizacién de Bm86 o un gen
estrechamente relacionado para la produccidén de vacunas
contra Ixocdes Spp. u otros géneros de garrapatas
filogenéticamente distantes de Boophilus spp. (Black vy
Piesman, 1994) podria ser impréactico. Por lo tanto, permanece
una necesidad para identificar candidatos de vacunas de
amplia gama contra infestaciones de garrapatas a través de
especies filogenéticamente distantes (de la Fuente y Kocan
2004) .

[0006] En la solicitud de prioridad No. de serie
10/425,563 los inventores describieron 1la identificacién
mediante ELI y el andlisis de secuencia de clones de cDNA
protectores contra infestaciones experimentales con I.
Scapularis en lo que fue el primer ejemplo de la aplicacién
de ELI a artr6podos y particularmente a garrapatas {(Almazan y
colaboradores, 2003 a,b). Se pens6 gque estos antigenos
protectores, aunque identificados por I. scapularis, podrian
ser protectores cruzadamente entre las especies Ixodes

considerando el alto grado de conservacién de las secuencias
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de genes y la funcién de proteina entre las especies del
mismo género.

[0007] De manera sorprendente, se ha descubierto
que clertos de los antigenos protectores exhiben actividad y
son expresados a través de las especies de garrapatas, y en
algunas circunstancias a través de los géneros, haciendo
posible de esta manera el uso de estos antigenos comunes en
formulaciones de vacunas anti-garrapatas de amplia gama.

SUMARTO DE LA INVENCION

[0008] En la solicitud de prioridad No. de Serie
10/425,563, numerosos antigenos protectores derivados de
I. scapularis se identificaron y mostraron gque poseen
propiedades protectoras contra las infestaciones de
garrapatas I. scapularis. Entre estos antigenos estuvieron
los clones y polipéptidos asociados designados 4D8, 4F8 y
4E6. En la solicitud de origen inmediata, la actividad de
estos antigencs protectores particulares se demuestra gque se
extiende a otras especies de garrapatas, y en el caso de 4D8,
4F8 y 4E6 a especies de garrapatas no de Ixodes. Ademds, se
proporcionan las secuencias recientemente descubiertas (DNA y
proteina) del antigeno 4D8 protector de garrapatas derivado
del género Rhipicephalus, particularmente Rhipicephalus
appendiculatus. En esta solicitud, se proporcionan secuenclas
adicionales y datos derivados de otras especles de garrapatas

de los géneros Boophlilus, Dermacentor, Ixodes, Rhipicephalus,
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Hyalomma y Haemaphysalis relacionados c¢on el antigeno
designado 4D8, junto con comparaciones de homologia.

[0009] La conservacién de secuencia y expresiédn de
4F8, 4D8 y 4E6 se analizaron en las especies relacionadas con
I. sBcapularis, I. pacificus e I. ricinus, y en D. variabilis,
R. sanguineus, B. microplus y A. Americanum mediante RT-PCR
utilizando los cebadores especificos para las secuencias de
I. B8capularis conocidas. La expresién se detectéd en
I. ricinus para todos los tres genes y en I. pacificus para
4D8 y 4E6. La expresién de 4D8 también se detectd en
D. variabilis,- B. microplus, R. sanguineus y A. Americanum.
Los genes 4D8 correspondientes D. variabilis, A. Americanum y
B. microplus se clonaron y se secuenciaron. En esta
solicitud, datos adicionales en la conservacién de secuencia
4D8 se proporcionan en la Tabla 8.

[0010] La deteccidén de la expresién 4D8 y 4E6 en
eppecies de garrapatas no de Ixodes fueron la base para un
experimento en el cual los conejos se inmunizaron con 4F8,
4D8 y 4E6 derivados de I. scapularis y se estimularon con las
ninfas de I. scapularis, D. varlablilis y A. Americanum. Los
resultados sustentan la utilizacién de antigenos protectores
inventivos en formulaciones de vacunas para el control de
especies de garrapatas miGltiples.

[0011] Por consiguiente, en una modalidad de la

presente invencidén se proporcionan secuencias de CcDNA,



10

15

20

25

, wey

fragmentos de codificacién de proteina de las mismas, vy
Becuencias de proteina derivadas para los antigenos
protectores multi-especies denominados 4F8, 4D8 y 4E6.

[0012] En otra modalidad de la presente invencién
se proporciona una composicifn de vacuna que comprender las
proteinas recombinantes protectoras inventivas y/o cDNAs
modificados por separado o que pueden ser opcionalmente
combinadose con adyuvante para incrementar la eficacia de
proteccién de las preparaciones de vacuna contra mGltiples
especies de garrapatas, en donde la composici6n de vacuna
adem&s comprende un portador o diluyente farmac&uticamente
aceptable. La composicién de vacuna también puede ser
opcionalmente combinada con componentes de patégenos
trasmitidos por garrapatas para proporcionar un medio para
controlar las infecciones trasmitidas por garrapatas, en
donde la composicifn de vacuna ademis comprende un portador o
diluyente y adyuvante farmacéuticamente aceptable.

[0013] En otra modalidad de la presente invencién
se proporciona un método para inducir una respuesta inmune en
un mamifero para proporcionar proteccidén inmune, que reduce o
afecta las infestaciones por garrapatas objetivo y/o 1la
transmisién de patégenos transmitidos por garrapatas, el
método que comprenden administrar a la poblacién de humanos
en riesgo y el criadero de mamiferos una cantidad efectiva de

una composicién de wvacuna que comprende las proteinas
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recombinantes protectoras inventivas y/o cDNAs modificados
solose © en combinacién con un adyuvante o componentes de
pat6genos transmitidos por garrapatas para proporcionar un
medio 1.>a:r:a controlar las infestaciones de garrapatas, y para
reducir la transmisién a humanos de infecciones trasmitidas
por garrapatas, en donde la composicién de vacuna ademés
comprende un portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable.

[0014] Un mejor entendimiento de 1la presente
invenci6n y sus objetos y ventajas llegar&n a ser evidentes
para aquellos expertos en esta técnica a partir de la
siguiente descripcitn detallada, en donde 8Be describe
solamente la modalidad preferida de la invencifn, simplemente
a manera -de ilustracifn del wmejor modo contemplado para
llevar a cabo la invencifn. Como B8Berid comprendido, 1la
invencién es capaz de modificaciones en varios aspectos
obvios, todos s8in apartarse del alcance y espiritu de 1la
invencién. Por consiguiente, 1la. descripcién debe ser
conslderada como de naturaleza ilustrativa y no como
resti‘ictiva .

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0015] La Fig. 1 es un resumen del procedimiento
ELTI de cDNA utilizado para identificar antigenos protectores
contra infestaciones de I. scapularis.

[0016] La FIG. 2A es una gridfica que representa los
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regultados de una clasificacién deteccién primaria de
acumulaciones de cDNA (A-H 1-4, A5) mediante ELI. V, ratones
de control inyectados con 1 pg de DNA de vector solo.
*0<0.10, **ug<0.05 (prueba post-hoc de Tukey para
comparaciones de pares después de ANOVA). Los nG(meros en
cuadro representan . los valores para la inhibicién de
infestacifén de garrapatas con respecto al grupo de control.

[0017] La FIG. 2B es una grafica que representa los
resultados de una clasificacién primaria de acumulaciones de
cDNA (A6-Al10, B-H 5-8) mediante ELI. V, ratones de control
inyectados con 1 pg de DNA de vector solo. *a<0.0l1l, **ua<0.05
(prueba de post-hoc de Tukey para comparaciones de pares
después de ANOVA). Los nimeros en cuadro representan valores
para inhibicién de infestacién de garrapatas con respecto al
grupo de control.

[0018] La FIG. 3 es una grdfica que representa los
resultados de una clasificaciébm terciaria mediante ELI de
sub-acumulaciones de cDNA formadas de acuerdo con la funcidén
predicha de proteinas codificadas. Solamente los grupos con
I>15% son mostrados (barras blancas). El nGmero de larvas
engordadas por ratén se expresa como mediatSD (barras
negras). Los ratones del control se inyectaron con cDNAs
mitocéndricos (MT). *P<0.05 (prueba T del Estudiante).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0019] Antes de explicar la presente invencién en
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detalle, es imp rtante entender que la invencién no estéd
limitada en su aplicacién a los detalles de la construccidn
ilustrada y las etapas descritas en la presente. La invencién
es capaz de otras modalidades y de ser practicada o llevada a
cabo en una variedad de maneras. Se va a entender que la
fraseoclogia y terminclogia empleadas en la presente es para
el prop6sito de descripcitn y no de limitacidn.

[0020] En la solicitud de origen, se proporciocnan
25 Bsecuencias separadas Yy distint-a que comprenden 14
moléculas de cDNA clonadas y 11 secuencias de aminodcidos
deducidas de polipéptidos codificados, las secuencias que se
han aislado e identificado como protectoras contra IT.
scapularis de acuerdo con la sigquiente metodologia
experimental descrita.

Ejemplo 1: Construccién de una libreria de cDNA de I.
scapularis y clasificacién para antigenos protectores
mediante ELI

Células de garrapata

[0021] Monocapas de células IDES8 (ATCC CRL 1973),
originalmente derivadas de I. scapularis embribnico, se
mantuvieron a 31°C en el medio L-15B suplementado con suero
bovino fetal al 5%, «caldo de fosfato de triptosa y
concentrado de 1lipoproteina bovina después Munderloh vy
colaboradores., (1994). Las células se subcultivaron en

1:5 - 1:10 cuando las monocapas alcanzaron una densidad de

.
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aproximadamente 10’ células/matraz T-25. El1 medio se
reemplazd cada semana.
Construccién de la libreria

[0022] Una 1libreria de expresién de cDNA se
construyd en el vector pEXPl que contiene el promotor CMVix de
citomegalovirus fuerte (Clontech). Debido a que 18
inventores planearon dirigir las etapas larvales tempranas de
I. Bscapularis, los inventores seleccionaron construir su
libreria del RNA poly(A)+ derivado de células IDE8 de
I. s8capularis embrifnico cultivadas. La 1libreria de cDNA
contuvo 4.4 x 10° clones independientes de un titulo de
aproximadamente 10° cfu/ml con mis 93% de los clones con
insertos de cDNA. El tamafic de cDNA promedio fue de 1.7 kb
(0.5-4.0 kb).

Clasificacién o Deteccién primaria

[0023] El1 esquema total para la identificacién de
antigenos protectores a través de ELI, el fraccionamiento
secuencias y el anfdlisis de secuencia se muestra  en
la Fig. 1.

[0024] Noventa seis placas de LBA (maestra) que
contiene un promedio de 41 clones de cDNA (30-61) por placa
se prepararon. Se hicleron replicas y los clones de cada
placa se acumularon, se inecularon en Luria-Bertani con 50
pg/ml de ampicilina, se cultivaron durante 2 hr en una placa

de 96 cavidades y el DNA de pldsmido se purificé de cada
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acumulacién (sistema de purificacién de DNA de plésmido
Wizard SV 96, Promega, Madison, WI, EUA). Ratones hembras
BALB/c, 5-6 semanas de edad en el momentc de la primera
vacunacién, se utilizaron. lLos ratones se cuidaron de acuerdo
con los esténdares expuestos en la Guia para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio. Los ratones se inyectaron con una
jeringa de tuberculina de 1 ml y una aguja de calibre 27 en
los dias 0 y 14. Tres ratones por grupoc cada uno Bse
inmunizaron IM en el muslo con 1 pug DNA/dosis en 50 pul de
PBS. Dos grupos de tres ratones cada uno se incluyeron como
controles. Un grupo se inyect6 con 1 pg de DNA de vector solo
y el segundo con solucién salina solamente. Dos semanas
después de la Gltima inmunizacién, los ratones se infestaron
con 100 larvas de I. scapularis por ratén. Las garrapatas se
criaron artificialmente en la instalaci6én de criadero de
garrapatas de la Universidad del Estado de Oklahoma al
alimentar las larvas sobre los ratones, ninfas sobre cconejos
y adultos en ovejas y al utilizar para la infestacidn en los
experimentos de los inventores las larvas obtenidas de los
huevecillos ovipositados por una sola hembra. Doce horas
despu€s de la infestaci6n de garrapatas, las larvas que no se
unieron se contaron para calcular el nlGmero de larvas unidas
por ratébn y los ratones se transfirieron a nuevas jaulas. La
calda de 1larvas se repleta de cada rat6n se recolectd

diariamente y se contaron durante 7 dias. La inhibicién de la
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infestacién de garrapatas (I) para cada grupo de prueba se
calculé con respecto a los controles inmunizados con vector
como [1-<RL>n/<RL»c X <RL>ic/<RL»>in)] x 100, donde <RL>n es
el nfimero promedio de larvas repletas :r:.ecuperadas por ratén
de cada grupo de prueba, <RL>c es el nGmero promedio de
larvas repletas recuperadas por raténm por grupo de control,
<RL>ic eB el nGmero promedio de larvas unidas por ratdén por
grupo de control, y <RL>in eBs el nlGmero promedio de larvas
unidas por ratén para cada grupo de prueba.

[0625] Las acumulaciones de 41 clones de cDNA de
I. scapularis (30-61) se clasificaron mediante ELI. Solamente
33 acumulaciones de cDNA y loe controles se analizaron por
experimento. El nivel de infestacién de garrapatas promedio
fue 50113 y 56115 y 56115 y 54+18 larvas/ratén para ratones
inmunizados con cDNA y de control, respectivamente (P>0.05)
(Tabla 1). El1 nGmero promedio de larvas engordadas
recuperadas por ratén fue 913 y 1334 en los ratones
inmunizados con cDNA y 16i4 y 1713 en el grupo inmunizado con
el vector de control (P<0.05) (Tabla 1). No se observd
reduccién en el nGmero de larvas recolectadas de los ratones
que recibieron el DNA de vector comparado con los controles
inmunizados con solucién salina. El nimero miximo de larvas
engordadas se recolects 3 a 4 dias despu€s de la infestacién.
Sin embargo, en los ratones inmunizados con acumulaciones de

cDNA BS, A8 y Al0 (Fig. 2) B8e registr6 un retardo de
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desarroll 1larval en 1 a 2 dias. La inhibicién promedio de la
infestacién de garrapatas (I) fue 491+28% y 30+22% (Tabla 1).
Después de dos experimentos que cubren el anidlisis de 66
acumulaciones (2705 clones), 9 acumulaciones protectoras
(351 clones) se seleccionaron produciendo una inhibicifén de
la infestacién de garrapatas 1>60% (Fig. 2A y 2B en la Tabla
1l). Cuando los inventores iniciaron eatos experimentos, los
inventores planearon clasificar arriba de 4000 clones de cDNA
considerando la complejidad del genoma de la garrapata. Sin
embargo, para su sorpresa 9 acumulaciones de cDNA protectoras
se identificaron después de 1la clasificaciSn de 66
acumulaciones que contienen 2705 clones de cDNA. Este
resultado probablemente refleja la posibilidad de interferir
con las 1infestaciones de garrapatas en muchos niveles
diferentes que involucran un sin nGmero de prbductos de
genes. Los resultados de 1los experimentos de vacunacién
contra garrapatas empleando antigenos recombinantes sustentan
esta visién (revisado por Mulenga y colaboradores, 2000).
Debido a la complejidad del procedimiento de clasificacibn en
ratones vacunados y estimulados con larvas de garrapatas, fue
dificil trabajar con mis de 9 acumulaciones .de cDNA
protectoras. Por lo tanto los inventores no continuaron
clasificando nuevas acumulaciones de c¢DNA y enfocaron su
atencién en las 9 acumulaciones seleccionadas después de la

clasificacién primaria.

2474
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Clasificacién secundaria

[0026] La clasificaciétn secundaria se hizo para
verificar la capacidad protectora de las acumulaciones de
cDNA seleccionada después de la clasificaci6bn primaria (Fig.
2A y 2B). Después de 1la clasificacién primaria de 66
acumulaciones de c¢DNA (2705 clones), 9 acumulaciones con
I>60% 8e seleccionaron para la clasificacién secundaria
(re-clasificacién) empleando 5 ratones por grupo como e8
descrito en lo anteriox. Las larvas engordadas se conservaron
para la muda en una atmbésfera de humedad de 95%. La muda de
las larvas engordadas se evalué mediante el examen visual de
las ninfas de garrapatas bajo un estereomicroscopio 34 dias
después de la fGltima recolecciédn larval. La inhibicién de
muda (M) para cada grupo de prueba se calculdé con respecto a
los controles inmunizados con vector como [1-(MLn/Mlc x
RLc/RLn)] x 100, donde MLn es el niamero de ninfas para cada
grupo de prueba, MLc es el nimero de ninfas para el grupo de
control, RLc es el niimero de larvas recuperadas para el grupo
de control y RLi el nGmero de larvas recuperadas para cada
grupo de prueba. L;.m ratones de control se inmunizaron con la
acumulacién de cDNA F2 negativa (I=0%) o solucién salina
solamente. Se incluyd un grupo inmunizado con SC con dosis de
100 pg de proteinas de células de garrapata IDE8 totales por
dosis en el adyuvante incompleto de Freund.

[0027] Todas las 9 acumulaciones de CcDNA
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protectoras dieron resultados positivos en la clasificacidn
secundaria (datos no mostrados). Los niveles de infestacidn
de garrapatas fueron mids altos en este experimento (promedio
8516 y 8413 larvas/rat6n para ratones inmunizados con cDNA y
de control, respectivamente; P>0.05). No obstante, el nGmero
promedio de larvas engordadas recuperadas por ratém fue 3917
Y 2616 para ratones de control y ratones inmunizados con
cDNA, respectivamente (P«<0.05). El grupo inmunizado con las
proteinas de célula de garrapatas IDEB totales se protegid
con I=33%. Nuevamente, no se observ® reduccién en el niimero
de larvas recolectadas de ratones que recibieron el cDNA de
control (acumulacién negatiéa F2 después de la clasificacién
primaria; Fig. 2A) comparada con los controles inmunizados
con solucién salina.

[0028] En la clasificacién secundaria, la muda de
las 1arva; engordadas se evalubé después 34 dias. La muda se
efectGo en todo excepto un grupc inmunizado con cDNA de
prueba. La inhibicién de la muda en los ratones inmunizados
con cDNA de prueba comparado con el grupo inmunizado con cDNA
de control varidé 0% a 12% de (6+4%). La inhibici6n de la muda
fue més alta que 50% solamente en las larvas recolectadas de
ratones inmunizados con acumulaciones de cDNA B5 y Al0, que
mostraron un retardo del desarrollo larval en 1 a 2 dias en
la clasificacién primaria. No se observaron diferencias entre

el cDNA de control y los ratones inmunizados con solucibn
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salina. Entre las larvas que no mudaron a ninfa, algunas
fueron visiblemente dafiadas y presentaron una coloracidén roja
fuerte. El1 por ciento de larvas rojas en los ratones
inmunizados con cDNA varié entre 3% a 18% (715%) mientras que
en los grupos de solucién salina e inmunizados con cDNA de
control 1las larvas zrojas representaron el 6% y 4¥%,
regpectivamente.
Clasificacién terciaria

[0029] Para la clasificacién terciaria, 64 clones
se agruparon en 16 sub-acumulaciones cada uno que contiene 1
a 17 pléasmidos de acuerdo con la funcién predicha de las
proteinas codificadas (por ejemplo, todos los plésmidos que
codificaron proteinas de histona se agruparon conjuntamente)
y se utilizaron con 4 sub-acumulaciones que contienen 182
clones de funcién no conocida o con secuencias sin homologia
a bases de datos de secuencias para inmunizar 4 ratones por
grupo. Los ratones se inmunizaron con 0.3 ug/plismido/dosis
en 50 pl de PBS y se evaluaron como es descrito en lo
anterior. Loe ratones de control se inmunizaron con una
acumulacién de 20 plasmidos que contienen cDNAs mitocSndrico.

[0030] Los niveles de infestacién de garrapatas
fueron similares en todos 1los grupos de prueba (7212
larvas/ratén) y en los grupos de control (6912 larvas/ratén)
(P>0.05). El1 niGmero de larvas engordadas recuperadas por

ratén también fue similar entre los ratones de prueba (1617)
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y de control (14t6) (P>0.05). 8Sin embargo, 1los grupos
inmunizados con sub-acumulaciones de c¢DNA que contienen
clonea con endopeptidasa putativa, nucleotidasa, protelnas
ribosomales, proteinas de choque té&rmico, proteinas ricas en
glutamina-alanina y 3 de las sub-acumulaciones con funcién no
conocida o con secuencias sin homologia a las bases de dat s
de secuencia tuvieron I>15% (Fig. 3). Adem&s, entre estos,
los grupos imnmunizados con sub-acumulaciones que contienen
clones con una endopeptidasa putativa, nucleotidasa y dos de
las sub-acumulaciones de cDNA con funcién no conocida o con
secuencia's sin homologia a bases de datos de secuencia dieron
por resultado niveles de infestaciétn inferiores comparados a
los ratones de control (P<0.05) e I>40% (Fig. 3). Clones
hom6logos a proteinas corifnicas, receptores de vitelogenina,
y proteinas de reconocimiento de peptidoglicano se
seleccionaron para Bsu capacidad de proteccién potencial en
otras etapas del desarrollo de la garrapata.
Andlisis estad.'[st_‘.ico

[0031] El nfimero de larvas unidas por ratém y el
nimero de larvas engordadas recuperadas por ratém 7 dias
después de la infestaciSn se compararon mediante el Andlisis
de Variacién (RNOVA) seguido por una serie de pruebas post-
hoc de Tukey para comparaciones de pares entre ratones
inmunizados con ¢DNA y ratones inmunizados con ADN de vector

de control (clasificacién primaria), y mediante la prueba t
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del Estudiante entre ratones inmunizados con acumulaciones de
cDNA positivas y la acumulacién de cDNA F2 negativa de
control (clasificacién pgecundaria) o entre 1los ratones
inmunizados con sub-acumulaciones de cDNA de prueba y ratones
de control inmunizados con cDNAs mitocSndricos (clasificacién
terciaria) .

Ejemplo 2: Andlisis de secuencia de clones
protectores

[0032] Todos los 351 clones de ¢DNA en las 9
acumulaciones qgue resultaron positivos en 1la clasificacidn
secundaria se secuenciaron. E1 ADN de clones individuales en
estas acumulaciones se purificé (sistema de purificacién de
DNA de plédsmido Wizard SV 96, Promega) de la placa patrén y
parclalmente se secuenciaron. En la mayoria de los casos una
secuencia mis grande que 700 nuclebtidos se obtuvo. Las
secuencias de nuclebtidos se analizaron wutilizando el
programa AlignX (Vector NTI Suite V 5.5, InforMax, North
Bethesda, MD, EUA). BLAST (Altschul y colaboradores, 1990) se
utilizé para buscar las bases de datos de NCBI para
identificar secuencias previamente clonadas que pueden tener
homologia a aquellas que los inventores secuenciaron. El
andlisis de secuencia permiti6 el agrupamiento de los clones
de acuerdo con la identidad de secuencia a bases de datos de
ADN y la funcién de 1la proteina predicha. Los clones

protectoree seleccionados de la clasificacién terciaria se
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secuenciaron completamente.

[0033] La comparacién a las bases de datos de
sBecuencias permiti6 identificar la identidad de secuencia a
los genes previamente reportados con funcién conocida en 152
(43%) de los clones (Tabla 2). Cincuenta siete por ciento de
las secuencias fueron homélogas a Qenes con funcién
desconocida o© no tuvieron identidad significante a 1las
secuencias previamente reportadas (Tabla 2). De los clones
con identidad de secuencia a genes con funcién conocida, 85%
fueron hom6logos a secuencias de artrdSpodos. Noventa y tres
clones (61%) contuvieron secuencias homSlogas a Drosophila
melanogaster, 5 (3%) a otros insectos y 32 (21%) a especies
de garrapatas Ixodid. Treinta por ciento de los clones se
eliminaron para el andlisis adicional basado en su identidad
de secuencia, incluyendo aquellos que contienen secuencias
Bimlilares (Tabla 2). Los clones protectores incluyeron
antigenos hom&logos a endopeptidasas, nucleotidasas,
proteinas coribnicas, receptorés de vitelogenina, proteinas
de reconocimiento de peptidoglicano, proteinas ricas en
glutamina-alanina, proteinas ribosomales Yy proteinas de
choque térmico.

Resumen de los resultados

[0034] Los resultados obtenidos con los diversos

clones protectores identificados en el Listado de Secuencias,

junto con ciertas proteinas expresadas seleccionadas, se
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[0035] SEQ ID NO: 1 denota el clon designado 4ES,
en donde el fragmento que codifica la proteina relevante se
ha identificado que comprende 1los residuos 1-117, que
codifica el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 2.

[0033] SEQ ID NO: 3 denota el clon designado 4D8,
en donde el fragmento que codifica la proteina relevante se
ha identificado que comprende 1los residuos B80-575, que
codifica el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 4.

[0037] SEQ ID NO: 5 denota el clon designado 4F8,
en donde el fragmento que codifica la proteina relevante se
ha identificado que comprende 1los residuos 1-951, que
codifica el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 6.

[0038] SEQ ID NO: 7 denota el clon designado 4Gll1l,
en donde el fragmento que codifica la proteina relevante se
ha identificado que comprende 1los residuos 1-697, que
codifica el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 8.

[0039] SEQ ID NO: 9 denota el clon designado 4D6,
en donde el fragmento que codifica la proteina relevante se
ha identificado que comprende los residuos 198-1025, que
codifica el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 10.

[0040] SEQ ID NO: 11 denota el clon designado 3El,
en donde el fragmento que codifica la proteina relevante se
ha identificado que comprende 1los residuos 3-578, que

codifica el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 12,
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[0041]) SEQ ID NO: 13 denota el clon designado 1Cl10,
en donde el fragmento que codifica la proteina relevante se
ha identificado que comprende los residuos 1-1119, que
codifica el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 14.

[0042] SEQ ID NO: 15 denota el clon designado 3E1l0,
en donde el fragmento que codifica la proteina relevante se
ha identificado que comprende los residuos 51-1544, que
codifica el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 16.

[0043] SEQ ID NO: 17 denota el clon designado 4Fll,
en donde el fragmento que codifica la proteina relevante se
ha identificado que comprende 1los residuos 31-2295, que
codifica el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 18.

[0044] SEQ ID NO: 19 denota el clon designado 3Cl2,
en donde el fragmento que codifica la proteina relevante se
ha identificado que comprende los residuos 6-332, que
codifica el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 20.

[0045] SEQ ID NO: 21 denota el clon desigmado 2C12,
en donde el fragmento que codifica la proteina relevante se
ha identificado que comprende 1los residuos 3-137, que
codifica el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 22.

[0046] SEQ ID NOS: 23, 24 y 25, denotan,
respectivamente, los clones 1A9, 1B2 y 4A4, cada uno gque
comprende una secuencia parcial sin polipéptido asociado.

[0047] Ahora se ha descublerto que ciertos de 1 s

antigenos protectores exhiben actividad y se expresan a



10

15

20

25

15% A

23

través de especies de garrapatas, y en algunas circunstancias
a través de los géneros, haciendo posible de esta manera el
usc de estos antigenos comunes en formulaciones de vacuna
antl-garrapata de amplia gama.
Ejemplo 3: Extensién de Antigenos protectores de I.

scapularis A Otras Especies de Garrapatas
M&todos
Extraccifn de RNA y transcripcién inversa (RT)-PCR

[0048] E1 RNA total se extrajo de los intestinos y
las gldndulas salivales disectadas de 30 hembras de I.
scapularis no alimentadas, aproximadamente 100 y 1000 ninfas
Yy larvas de I. scapularis, respectivamente, la masa de huevo
ovipositada por una hembra de I. scapularis, gléndulas
salivales disectadas de 10 machos de D. variabilis, gléndulas
salivales e intestinos disectados de 20 adultos de A.
americanum y R. sanquineus, 10 adultos de B. microplus y 10
hembras de I. pacificus, respectivamente y 100-150 larvas de
I. ricinus. El1 RNA total se extrajo de muestras de garrapatas
homogeneizadas utilizan el TRI Reagen (Sigma), excepto para
el RNA de IXI. ricinus y B. microplus que 8se extrajeron
utilizando el equipo Instapur de RNA (Eurogentec, Seraing,
Bélgica) y miniequipo RNeasy (Qiagen, Valencia, CA, EUA),
respectivamente, de acuerdo con 1las instrucciones del
fabricante. La pelotilla de RNA final se resuspendi6d en 50-

100 pl de agua estéril desionizada destilada tratada con
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pirocarbonato de dietilo. Las reacciones TR-PCR se realizaron

utilizando el sistema Access RT-PCR (Promega, Madison, WI,
EUA). Uno pl de RNA se transcribié inversamente en una mezcla
de reacciébn de 50 pl (MgSO, 1.5 mM, virus de mieloblastosis
de ave 1 X (AMV) RT/solucién reguladora de reaccién de
Thermus flavus (Tfl) hexdimero aleatorio de 10 mM, 0.2 mM cada
uno de trifosfato de deoxinucleosido (ANTP), 5 U AMV RT, 5u
de polimerasa de DNA de Tfl (Promega), 10 pmol de cada
cebador) a 48°C durante 45 min. Después de 2 min de
incubacién a 941C, la PCR se realizé en la misma mezcla de
reaccién con cebadores especificoe y condiciones de
amplificacién (Tabla 5). Las reacciones de control se
realizaron utilizandc los mismos procedimientos pero sin RT
para controlar la contaminacién de ADN en las preparaciones
de RNA y sin RNA adicionado para controlar la contaminacién
de la reacciSn de PCR. Las reacciones de control positivas
para la PCR se realizaron con el DNA de plasmido que contiene
los cDNAs de garrapata clonadas y con ADN genfmico extraido
de cé&lulas IDE8 de I. scapularis. Los productos de PCR se
sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1% para
verificar el tamafio de los fragmentos amplificados mediante
la comparacién a un marcador de peso molecular de DNA (1 Kb
Plus ADN Ladder, Promega).

Clonacién y secuenclacién de 4D8 de D. variabilis, A.

americanum y B. microplus
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[0049] Fragmentos del cDNA de 4D8 de D. variabilig,
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A. americanum y B. microplus se amplificaron mediante RT-PCR
y se clonaron en pGEM-T (Promega). Cuatro clones de cada uno
se pecuenciaron en la Core Sequencing Facility, Department of
Biochemistry and Molecular Biology, Noble Research Center,
Oklahoma State University.
Vacunacidén de conejos y estimulacién con ninfas de 1I.
Scapularis, D. variabilis y A. americanum

[0050] Un experimento se disefi6 para evaluar el
efecto de los antigenos protectores de garrapatas en etapas
ninfales de I. scapularis, D. varilabilig y A. americanum. Un
conejo Blanco de nueva Zelanda por grupo cada uno se inmunizé
con 3 dosis (semanas 0, 4 y 7) que contienen 50 pg/dosis de
proteinas 4F8 y 4D8 purificadas o el péptido sintético 4E6
derivado de I. scapularis, una combinacién de 4FB8+4DB+4E6 O
albGmina bovina de suero (Sigma) como control en FIA (Sigma).
Los animales fueron cuidados de acuerdo con los estindares
egpecificados en la Guia para el Culdado y el Uso de Animales
de Laboratorio. Los conejos se inyectaron subcuténeamente con
500 pL/doesis utilizando una jeringa de tuberculina de 1 ml y
una aguja 27¥G. Dos sgemanas después de 1la Gltima
inmunizacién, los conejos se infestaron con 100 ninfas de I.
scifularis por conejo en una oreja y 110 ninfas de cada D.
variabilis y A. americanum en la otra oreja. El nGmero de

ninfas unidas se registrd y las ninfas engordadas que caen de
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cada oreja del conejo fueron recolectadas diariamente y
contadas durante 7 dias. Las ninfas engordadas de D.
variabilis y A. americanum se separaron abajo un microscopio
de luz de diseccién. Las ninfas engordadas recolectadas
después de la terminacién del pericdo de alimentaciébn se
contaron y se pesaron. La inhibicién de la infestacién ninfal
de garrapatas se calculd con respecto al grupo de control
como 8Be describié previamente para infestaciones de
garrapatas larvales (Almazdin et al., 2003). La reduccifén en
el peeo de las ninfas engordadas se determiné en grupos
experimentales con respecto a las ninfas recolectadas del
grupo de control.
Resultados

Expresién de cDNAs protectores

[0051] La Expresién de genes que codifican para
antigenos protectores de garrapata se analiz6 en mRNA ¥y
niveles de proteina por RT-PCR e inmunohistoquimica,
respectivamente. La expresiSn del mRNA de 4F8, 4D8 y 4E6 Bse
detectS en todas las etapas de desarrollo de I. scapularis y
en los intestinos y las glandulas salivales de garrapatas
adultas (Tabla 6). Las reacciones de control excluyeron la
contaminacién con ADN genémico © durante la PCR. Ademéds, la
PCR del DNA genfSmico de garrapata mostré que el tamafio de los
fragmentos de DNA amplificados fue mis alto que el tamafio

correspondiente a 1los fragmentos de cDNA, probablemente
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debido a la presencia de secuencias de intrén en los genes
analizados (Tabla 6).

{0052] La conservacidn y expresién de secuencia de
4F8, 4D8 y 4E6 se analizaron en especies relacionadas con I.
scapularis, I. pacificus e I. ricinus, y en D. variabilis, R.
sanguineus, B. microplus y A. americanum wmediante RT-PCR
(Tabla 6) wutilizando 1los cebadores derivados de las
secuencias de I. scapularis (Tabla 5). La expresién se
detectd en I. ricinus para todos los tres genes y en I.
pacificus para 4D8 y 4E6. La expresi6n de 4D8 también se
detectd en D. varilabilis, B. microplus, R. sanguineus y A.
americanum.
Secuencia de 4D8 de D. variabilis, A. americanum y B.
microplus

[0053] Las secuencias de cDNAs de 4D8 de D.
variabilis, A. americanum y B. microplus y sus secuencias de
aminodcidos deducidas se proporcionan en la SEQ ID NO: 26-31.
Las secuencias asociadas con el antigeno de garrapata 4D8
derivado de Rhipicephalus appendiculatus se proporcionan en
la SEQ ID NO: 38-39.
Propledades protectoras de los antigenos de garrapata contra
las infestaciones ninfales de I. scapularis, D. variabilis y
A. americanum

[0054] La deteccién de la expresién de 4D8 y 4E6 en

especies de garrapatas no de Ixodes fueron la base para un

265
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experimento en el cual 1los conejos se inmunizaron con
antigenos protectores derivados de I. scapularis y Bse
estimularon con larvas de I. scapularis, D. variabilis y A.
americanum. Los resultados sugirieron un efecto de
inmunizacién 4D8 en 1la inhibici6én de 1las infestaciones
ninfales en todas las tres especies de garrapata y un efecto
notable en las ninfas de D. variabilis reflejado en el nlmero
de garrapatas visiblemente dafiadas y la reduccifn en el peso
de ninfas engordadas (Tabla 7). La inmunizacién con 4F8 tuvo
un afecté las infestaciones de ninfales de I. scapularis
solamente y el efecto de la inmunizacién 4E6 se reflej6 en
las infectaciones de A. americanum y en el peso de las ninfas
engordadas de D. variabilis (Tabla 7). El efecto sinergistico
de la inmunizacién con todos losg tres antigenos se observd
para 4D8 en las ninfas de I. scapularis (Tabla 7).
* & & w ok

[0055] El1 experimento 3, entonces, demuestra 1la
utilidad sorprendente de utilizar los antigenos protectores
de garrapata de I. scapularis 4D8, 4F8 y 4E6 en formulaciones
de vacuna para el control de mGltiples especies de
garrapatas.

[0056] Las sBecuencias de nuclebtidos y de
aminodcidos relacionadas con el antigeno protector denominado
4D8 se determinaron para las especies de garrapatas y cepas

adicionales. Los cDNAs 4D8 y las secuencias de aminodcidos
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correspondientes se proporcionan en la SEQ ID NO: 40-62 para
I. ricinus, B. microplus Cepich, B. microplus Mufiloz, B.
microplus S. Lucia, R. sanguineus, D. marginatus, Hy. m.
marginatum 1, Hy. m. marginatum 2, H. punctata y B. microplus
Susceptible junto con un listado de secuencias para la regién
de codificacién 4D8 de I. scapularis (SEQ ID NO: 40) y las
secuencias que representan el cDNA 4D8 completo y el
aminodcido correspondiente para D. variabilis (SEQ ID NO: 47
y 58). La identidad/similitud de nucleétido y de aminoédcido
como es establecido mediante la comparacién por pares de las
secuenclas de 4D8 de garrapatas se proporciona en la Tabla 8.
Las secuencias se alinearon y el por ciento homologia se
determind utilizando el programa AlignX (Vector NTI Suite V
5.5, InforMax, North Bethesda, MD, EUA. Como se menciont en
la misma, las diversas Becuencias de 4D8 son principalmente
conservadas, con las homologias que varian de 60-99%.

[0057] Asi, la presente invenci6én se relaciona a la
identificacién de estos antigenos que son protectores contra
una amplia gama de especies de garrapatas, secuencias de
genes y proteinas codificadas para tales antigenocs, vacunas
relacionadas y métodos (itiles para inducir una respuesta
inmune. M&s generalmente, la invenci6n se relacicna a las
secuencias de cDNA dadas y cualquier secuencia de nuclebtidos
que codifica para una proteina que es capaz de inducir un

anticuerpo u otra respuesta inmune (por ejemplo, la respuesta .
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de célula T del sistema inmune) que reconoce un(os)
epitope(s) de las secuencias de aminodcidos representadas en
el Listado de Secuencias, incluyendo menos de las secuencias
de cDNA completas y mutantes de las mismas. Por consigulente,
la secuencia de nucledtidos puede codificar una proteina que
es el antigeno completo codificado por las bases variadamente
identificadas, o un fragmento o derivado del antigeno o un
producto de fusién del antigeno o fragmento y otra proteina,
con la condicién de que la proteina que es producida de tal
secuencia sea capaz de inducir un anticuerpo u otra respuesta
inmune que reconoce un{os) epitope(s) de las secuencias de
aminodcidos dadas.

[0058] Como resultado, 1la invencién comprende
secuencias de ADN que codifican para y/o expresan en células
transformadas apropiadas, proteinas gque pueden ser el
antigeno de 1longitud completa, fragmento de antigeno,
derivado de antigeno o un producto de fusifén de tal antigeno,
fragmento de antigeno o derivado de antigeno con otra
proteina.

[0059] Como s8Berd aprecliado por aquellos de
habilidad ordinaria en 1la técnica, una secuencia de
nuclebtidos que codifica los antigenos inventivos o variantes
de los mismos pueden diferir de 1las secuencias nativas
presentadas en la presente debido a las degeneraciones de

codén, polimorfismos de nucledtido o sustituciones,
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supresiones o inserciones de nucledtidos. Mientras que varias
modalidades de tales moléculas se representan en el listado
de secuencias, se debe entender que dentro del contexto de la
presente invencién, la referencia a una o mi&s de estas
moléculas incluye variantes que son secuencias que ocurren
naturalmente y/o sintéticas que son sustancialmente similares
a las secuencias proporcionadas en la presente y, donde
apropiado, la proteina (incluyendo péptidos y polipéptidos)
que son codificados por estas secuencias y sus variantes.
Como se utiliza en la presente, la secuencia de nucle6tidos
se considera que es “sustancialmente similar” y: (a) 1la
secuencia 'de nuclebtidoe es derivada de regi6n de
codificacilén de un gen nativo de la diversas especies de
garrapatas mencionadas y codifican un péptido o polipéptido
que posee la antigenicidad descrita (incluyendo, por ejemplo,
porciones de las secuencias o variaciones alélicas de las
secuencias proporcionadas); o (b) las secuencias de
nucleStidos Be degeneran (es decir, secuencias que codifican
el mismo aminodcido usando una secuencia de codén diferente)
como un resultado del c&6digo genético a las secuencias de
nucle6étidos definidas en (a); o (c) 1la secuencia de
nuclebtidos es por lo menos 60% idéntica a una secuencia de
nucledtidos proporciona en la presente, o (d) es un

complemento de cualquiera de las secuencias descritas en (a-

c).
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[0060] Las proteinas incluidas dentro de 1la
presente invencién tienen wuna secuencia de aminodcidos
representada en el Listado de Secuencia y homSlogos de las
mismas. Otras proteinas incluidas consisten de un fragmento
de la pecuencia capaz de inducir un anticuerpo u otra
respuesta inmune gque reconoce un(os) epitope(s) de las
secuencias de aminodcidos representadas y un mutante de la
secuencia capaz de inducir un anticuerpo u otra respuesta
inmune que reconoce un{os) epitope(s) de tales secuencias de
aminodcidos. Una variante de preferencia debe tener por lo
menose 60% de homologia de secuencia de aminocdcidos. Como se
utiliza en la presente, “homologia” de aminodcidos Bse
determina mediante un algoritmo de computadora incorporado en
un programa de blGesqueda de base de datos de proteina
com(inmente utilizado en 1la técnica, por ejemplo, como
incorporado en los programas AlignX (Vector NTI Suite V 5.5,
InforMax, North Betheasda, MD, EUA), BLAST (BLAST.TM., un
programa de computadora) (Altschul y colaboradores, Nucleic
Acids Res. (25) 3389-3402, 1997) o DNA STAR MEGALIGN (DNA
STAR MEGALIGN.TM, un programa de computadora) que regresa
resultados similares en célculos de homologia.

[0061] lLas secuencias de nuclebdtidos pueden ser
insertadas en cualquiera de una amplia variedad de vectores
de expresién mediante una variedad de procedimientos. Tales

procedimientos y otros se consideran que son conocidos por
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aquellos expertos en la técnica. Los vectores adecuados
incluyen secuencias cromosSmicas, no cromosbmicas y ADN
sintético; por ejemplo, derivados de SV40; plasmidos
bacterianos; ADN de fago; pldsmidos de levadura; vectores
derivaron de combinaciones de plasmidos y ADN de fago, ADN
viral tal como baculovirus, vaccinea, adenovirus, virus de
fowl pox, pseudorrabias, etc. La secuencia de DNA apropiada
debe ser operativamente énlazada en el vector a una(s)
secuencia({s) de control de expresién apropiada(s) {(promotor)
para dirigir la seintesis de  mRNA. Como ejemplos
representativos de tales promotores, se pueden mencionar el
promotor LTR o SV40, el lac o trp de E. coli, el promotor PL
lambda de fago y otros promotores conocidos para controlar la
expresién de genes en cé&lulas procaribticas y eucaribticas o
sugd virus. E] vector de expresién incluye también una
secuencia de no codificaci6én para un sitio de enlace de
ribosoma para la iniciacién de la traduccién y un terminador
de transcripcién. El vector también puede incluir secuencias
apropliadas para amplificar la expresifn.

[0062] El1 vector que contiene la secuencia de cDNA
apropiada como es descrito anteriormente en la presente, asi
como un promotor apropiado o secuencia de control, se puede
emplear para transformar un hospedero apropiado para permitir
al hospedero a expresar la proteina. Ejemplos de organismos

de hospederos y célulae incluyen cepas bacterianas (por
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ejemplo, E. coli, Pgeudomonas, Bacilus, Salmonela, etc.),
hongos (por ejemplo, levaduras y otros hongos), hospederos de
animales o plantas (por ejemplo, células de tejido de ratém,
puercos © animal y humanos). La seleccién del hospedero se
considera que estid dentro del alcance de aquellos expertos en
la técnica.

[0063] También se entiende que la secuencia de cDNA
apropiada en el vector cuando se introduce en un hospedero
puede expresar parte o solamente una porcién de la proteina
que es codificada dentro de la terminologia mencionada,
siendo suficiente que la proteina expresada sea capaz de
inducir un anticuerpo u otra respuesta inmune gue reconoce
un(os) epitope(s) de las secuencias de aminodcidos listadas.

[0064) Los cDNAs aislados y/o polipéptido expresado
por el hospedero transformado por el vector se pueden
recolectar por métodos que 8Se les presentarin aquell s
expertos en la técnica y utilizados en una vacuna para la
proteccién de un mamifero, tales como perros, ganado vacuno,
humanos, etc., contra infestaciones de especies de garrapatas
de Ixodes y no de Ixodes. Tales proteinas recombinantes
protectoras y/o cDNAs modificado se utiliza en una cantidad
efectiva para inducir una respuesta inmune contra tales
garrapatas y sus patfgenos asociados y se pueden utilizar en
combinacién con un portador fisiol6glicamente aceptable

adecuado. El1 término “induccién de una respuesta inmune*

req #
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cuando se utiliza con respecto a la vacuna descrita en la
presente significa que 1la vacuna previene 1la enfermedad
asociada con una especie de garrapata particular o reduce la
gseveridad de la enfermedad.

[0065] El1 portador empleado en conjuncién con 1la
vacuna puede ser cualquiera de una amplia variedad de
portadores. Como ejemplos representativos de portadores
adecuados, se pueden mencionar aceite mineral, polimerocs
sintéticos, etc. Los portadores para vacunas son bien
conocidos en la técnica y la seleccién de un portador
adecuado se considera que estd dentro del alcance de aquellos
expertos en la técnica. La seleccifn de un portador adecuado
también es dependiente en de la manera en la cual se va ha
administrar la vacuna.

[0066] La presente invencién proporciona un método
para inmunizar a un mamifero susceptible, contra
infestaciones y enfermedades causadas por garrapatas con la
vacuna descrita en lo anterior. Para propbsitos de esta
invencién, la vacuna se administra en una cantidad efectiva.
La vacuna puede ser administrada mediante cualquiera de los
métodos bilen conocidos para aquellos expertos en la técnica,
por ejemplo, mediante inyeccifn intramuscular, subcuténea,
intraperitoneal o intravenosa. Alternativamente, 1la vacuna
puede ser administrada intranasalmente u oralmente. También

se va a entender que la vacuna puede incluir componentes
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activos, tales como componentes de patdgenos trasmitidos por

garrapatas o© adyuvantes ademds del(los) antigeno(s) o

fragmentos descritos anteriormente en la presente.

[0067] El hospedero que expresa el antigeno puede

ser utilizado por si mismo para suministrar el antigeno a

animales no humancs, al introducir células hospederas

exterminadas o viables que son capaces de propagarse en el
animal., La incorporacién directa de las secuencias de cDNA en
células hospederas también puede ser utilizada para
introducir las secuencias en células de animales para la
expresién de antigeno in vivo.
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tick-borne

Tabla 1. Clasificaci6n primaria de la libreria de cDNA de I.
scapularis mediante ELI en ratones.
Grupo Rdmero das | NGmerc Niimero Inhibicién Nimero de
expari- acumulacl | promedioctSD promedictSD | promedicdtsD | acumula-
wmental® ones de larvas | de larvas | de ciones
clasifica | unidas por | engordadas infeatacitn | selecciona-
das ratén® por ratém® de das para la
(NGmeros garrapatas clasifi-
de (r)* cacién
clones) secundaria
Experimento | 33 (1383) | 50+13 (33-80} | 5&3 39i55% 6 {(I>75%)
1 (2-42) {-183 -
a7s)
Controles - 56+13 (45-67) | 164 (5-27) -— -=-
inmunizados
con DNA de
vector para
el
experimento
1
Experimento | 33 (1322) 56+15 (29-79) | 134 (1-27) 27128% 3 {I>60%)
2 (-53 - 89%)
Controles -—— 54+18 (36-73) | 17&3 (6-28) - -
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inmunizados
con el INA
de vector
para el

experimento

2

*Noventa seis placas LBA que contienen un promedio de 41
clones de cDNA por placa se prepararon. Las replicas se
hicieron y 1los clones de cada placa se acumularon, pe
inocularon, se cultivaron durante 2 horas en un placa de 96
cavidades y el DNA de plasmido se purific6 de cada
acumulacién para ELI. Tres ratones por grupo cada uno sge
inmunizaron IM dos veces con 1 pg DNA/dosis 50 pl de PBS dos
sBemanas por separado. Dos grupos de 3 ratones cada uno se
incluyeron como controles. Un grupo se inyectd con el DNA de
vector y el segundo con solucidn salina solamente.

PQuince dias después de la Gltima inmunizacién, los ratones
se infestaron con 100 larvas de I. scapularis por ratén. Doce
horas después, larvas que se unieron se contaron para
calcular el nGmero de larvas unidas por ratém y los ratones
se transfirieron a nuevas jaulas.

“Las larvas engordadas que caen de cada ratén se recolectaron
diariamente y se contaron después de 7 dias.

9L,a inhibicién de la infestacién de garrapatas (I) para cada

grupo de prueba se calculd con respecto a los controles
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inmunizados con vector como [1-(RLn/RLc x Rlie/RLin)] x 100,
donde RILn es el nfimero promedio de larvas repletas
recuperadas por ratén para cada grupc de prueba, RLc¢ es el
ntmero promedio de larvas repletas recuperadas por ratén para
el grupo de control, RLic es el nGmero promedio de larvas
unidas por ratém para el grupo de control, y RLin es el
niimero promedioc de larvas unidas por ratén para cada grupo de
prueba.

Tabla 2. Clasificacién de 1los clones en acumulaciones
protectoras mediante la funcién de proteina putativa de

acuerdo con la identidad a bases de datos de secuencias.

Funcién de proteina Putativa NGmero de clones
Biosintética® 2
Catabolismo 4
Adhesién cellular 2
Ciclo de la célula® 2
Citoesquelética® 8
Defensa 2
Estructura de DNA o replicacién® 3
Matriz Extracelular 3
Endocitosis 2
Metabolismo de energia 10
Homeostasis 2
Morfogenética 9

Mitocébndrica® 34
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Sintesis de proteina o procesamiento®® 34
Sintesis de RNA o procesamiento® 7
Proteinas de choque térmico 4
Transduccién de sefial 16
Transporte 8
No conocida 199
Total 351

*Eliminada de 1la clasificacién adicional de antigenos
protectores. Otros clones se eliminaron por contener
secuencias similares.

bExcepto para proteinas ribosomales.

Tabla 3. Agrupamiento de los clones de acuerdo con la funcidn
predicha de las proteinas codificadas en sub-acumulaciones

para la clasificacién terciaria.

Bub-acumulacisn (No. Clon Acumulacisn®
de clones)

Ribosomal (17) 1A2, 1Al10, 1Ci11 AS
1F6 D1
2B8 Al0

2F8, 2F10 E8
3Al10, 2C3, 3D2, B4
iD1lo E3
3G9, 3G10 F1

4D11, 4Dl2, 4E7,

4F7

Proteina de membrana l1D8, 1D1l1, 1El10 D1
(7) 2B12 Al0
2H5 E8
3Cs B4
3G11 E3
ATPasa (6) 1A9, 1B2, 1C9 AS
2C9 AlD
4A4 Cc3a
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4Gl2 Fl
Canal de 1F4 D1
célula/Transportador 2H11 EB
(5) 4A12 C3
4G10, 4G11 F1
Desarrollo temprano 1cCs A5
-especifico (4) 3F4 E3
4C7 C3
4G9 F1
Receptor acoplado a 2B7, 2C12 Al0
la proteina G (4) 2F12 E8
4C9 Lo )
Receptor de factor 2E8 B5
de crecimiento (3) 3B8, 3Cs B4
Lectina (3) 3ElQ0 E3
4BB, 4Cs8 C3
Vitelogenina (3) 1F12 D1
476 c3
4G2 Fl
Choque té&rmico (3) 1C10 AS
i1Fl0 D1
AF6 E3
EGF-similar (2) 2H4 E8
4C10 Cc3
Proteina secretada 2F9 E8
(2) 3C12 B4
Rica en Glutamina- 4D6, 4E6 Fl

Alanina (2)
Adaptina (1) 3E1l E3
Endopeptidasa (1) 4D8 Fl
Nucleotidasa (1) 4F8 Fl

*Las acumulaciones de
positivas después de

secundarias (Fig. 2A y 2B).

las

c¢lasificaciones

primarias

cDNA se refieren a acumulaciones

Y

Tabla 4: Resumen de los resultados con clones de cDNA de I.

gcapularis.
Clon Proteina Predicha Inhibicién | Inhibi | Eficac
de -cién
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cDNA infestacis | de la
n de muda
garrapatas
I (%)
M (%) E (%)
4D8 Endopeptidasa 40*/54%% | J*/gk¥ | 44*/58
L X ]
4F8 Nucleotidasa 50%/64%* 17+%/- 58*/61
L 44 * %
1C10 HSP70 17+ ND ND
4D6 Rica en Glu-Ala 61+ 11 66*
4E6 Rica en Glu-Ala 20%/46%* 16%* 55 %
3El B-adaptina (regibn de la 27* S* 31
apéndice)
2C12 Proteina precursora ~B W ND ND
beta-amiloide (APP)
4Fl1 | Bloqueo proliferacién de ~39%%* ND ND
Bopl
3E10 Lectina de enlace de -4B8% /- ND ND
mafiosa 10% %k
4G11 Canal de cloruro 3g%nw 30 57
3C12 RNA polimerasa III =104 %** ND ND
1A9, ATPaBa -57k%% ND ND
1B2,

4A4
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Los ratones se inmunizaron con DNA de plidsmido de expresitn
que contiene cDNA como es descrito en lo anterior (*) o con
100 ng/dosis de proteina recombinante expresada en E. coli
(**)., I, M y E se calcularon como es descrito en lo anterior.
ND, no determinado.

***Dio por resultado una actividad de pro-alimentacién. Este
efecto podria ser debido a la expresiSn de cDNAsS que
codifican para inmunosupresores de garrapatas,
anticoagulantes y otras proteinas con baja antigenicidad y
una actividad de pro-alimentacién. Alternativamente, ellos
podrian codificar proteinas hombSlogas a proteinas hospederas
con actividad anti-garrapata, neutralizacién que da por
resultado una actividad de pro-alimentacién de la garrapata.
Tabla 5. Condiciones de RT-PCR para la caracterizacién de

perfiles de expresién de cDNAs protectores de garrapata.

CDNA | Cebadores de RT-PCR (5’- | Condiciones | Tamafio | Tamafid
37) de PCR® de la de la
banda banda

g de de DNA®
cDNA®
4F8 4F8R5: 94°C, 30 972 bp | »1,600
GCGTCGTGTGGAGCATCAGCGAC seg bp
(SEQ ID NO: 32) 61°C, 30
4FB-R: seg

TCGCAACGGACAACGGCAGGTTG | 68°C, 2 min

4
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(SEQ ID NO: 33)

(SEQ ID NO: 37)

4D8 4D8R5: 94°C, 30 577 bp | >1,600
GCTTGCGCAACATTAAAGCGAAC seg bp
(SEQ ID NO: 34) 56°C, 30
4D8-R: seg
TGCTTCTTTGCAGATGCCCATCA | 68°C, 1 min
(SEQ ID NO: 35)
4E6 4E6RS: 94°C, 30 138 bp | ~1,600
GAAATATCTGTGAAACCAAGGCC seqg bp
(SEQ ID NO: 36) 52°C, 30
4E6U-R: seg
ATTGCACAACACATCATTAACTG | 68°C, 1 min

*Las condiciones de PCR son indicadas por las etapas de

desnaturalizacién,

respectivamente.

recocido

Yy

polimerizacién,

bralculado de la secuencia del inserto de cDNA.

“Estimado de la PCR del DNA genSmico de IDES.

Tabla 6.

antigenos protectores en garrapatas.

Perfil de expresitn de mRNAs que codifican para

Fuen

I. scapularis I. I,

A.
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4DB | +| +| +] + |+ + + + + + + *
4E6 |+ +| + | + | + + + + + - - -

La expresién de wmRNAS gque codifican para antigenos
protectores de garrapata 4F8, 4DB y 4E6 se analizé mediante
RT-PCR en diferentes especies utilizando 1los cebadores de
secuencias de I. scapularis.

Tabla 7. Resultados de la vacunacién con 1los antigenos
protectores de garrapata recombinantes en ninfas de 1I.

scapularis, D. variabilis y A. americanum.

Especies Inhibicién de la Reduccién en el peso

de infestacifén ninfal de de ninfas engordadas
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garrapatas garrapatas (¥)* (%)®
4D8 4F8 4E6 All | 4D8 | 4F8 | 4E6 All

I. 35 39 0 63 0 o 0 0
scapularis

D. 22 0 5 8 32 0 27 0
variabilis

A. 17 9 36 12 3 1 0 16
americanum

®*Determinado con respecto al nGmero de ninfas engordadas

recuperadas del grupo de

anterior para infestaciones

larvales de garrapatas.

control como es descrito en lo

Ppeso promedio por ninfa engordada con respecto al peso de

ninfas recolectadas del grupo de control.



Y4

0z
S1
01
s

Tabls 6. 'l litad de (arriba da la diagonal) y zxinodoidos (abajo de la diageoal) para todas las ommparaciones por pares
da las da 4D8 da

Ls Aa Re BpmHy.m Rs Lr Rm Rm Rm Rm Dv Dm Hp

1 2 S. Luisa Cepich Muioz Saserptible

L scapularis 100 72 7 66 67 72 98 65 65 65 65 75 74 77
A. americanum 6 100 71 80 80 7 7 80 80 ) 80 74 74 73
R 68 2 100 80 80 95 7 86 86 86 86 87 88 76
Hy. m. marginatum 1 64 81 74 100 100 82 66 90 90 90 90 81 81 68
Hy. m. marginatum 2 65 81 74 99 100 8 67 N 90 90 90 81 81 68
R. sanguineus 68 70 92 80 80 1100 72 8 86 L] 86 89 9% 77
L ricinus 4 7N 2 6 6 7 100 65 65 65 65 75 . 74 78
BomicroplusS.Luisa . 60 78 85 8 8 9 64 | 100 100 99 80 80 68
B. microplus Cepich 60 78 85 86 86 90 64 | 100 9 9 80 80 68
B. microplus Mufioz 60 78 85 86 86 9 64 | 100 100 9 80 80 68
B. microplus Susceptible 60 78 85 86 86 9% 64 | 9 9 100 7% 8 68
D. variabilis 74 81 80 83 83 86 9 .78 78 ™ 78 100 97 77
D. marginatus 74 81 81 83 83 8 ™ 79 bid s 98 100 78
H. punctats ” 7 74 N ! 75 7 68 68 68 68 80 81 100
las secusncias se alinsarom y al por ciento de identi /i litod se usando el AligeX (Vector NTI Suite V 5.5, IafoxMax,

North Bethesda, MD, UNA). Las para las daa de la ospa R. microplus estin omtemidos dantro dal drea cuadrada
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[0068] En vista de lo anterior, serd observado que
Be logran 1los diversos objetivos de 1la invencifn y se
alcanzan otros resultados ventajosos. Como varios cambios se
podrian hacer en las moléculas de ADN anteriores, proteinas,
etc. sin apartarse del alcance de la invencidn, se propone
que toda la materia contenida en la descripcién anterior o
mostrada en los dibujos acompafiantes serd interpretada como
ilustrativa y no en un sentido limitativo. Mientras que la
invencién s8e ha descrito con un cierto grado de
particularidad, se entiende que la invencién no estid limitada
a la(s) modalidad(es) expuesta(s) en la presente para
propbaitos de ejemplificacién, sino que es limitada solamente
por el alcance de 1la reivindicacién o reivindicaciones
adjuntas, incluyendo el intervalo completo de equivalencila al

cual es intitulado cada elemento del mismo.
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LO QUE SE REIVINDICA ES:

1. Un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminodicidos que es por lo
menos 60% homéloga a por lo menos una de la SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 27, SEQ
ID NO: 29, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 39; o SEQ ID NOS. 52 hasta 62.

2. El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende la secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 4.

3. El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende la secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 27.

4, El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende la secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 29.

5. El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 31.

6. El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende la secuencia
de aminoédcidos de la SEQ ID NO: 39.

7. El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende la secuencia
de aminoécidos de 1a SEQ 1D NO: 52,

8. El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende la secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 53.

9. El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende la secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 54.

10. El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde el polipéptido comprende la
secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 55.

11. El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde el polipéptido comprende la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 56.

12. El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 57.

13. El polipéptido de la reivindicacidn 1, en donde el polipéptido comprende la
secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 58.

14. El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende la
secuencia de amino4cidos de la SEQ ID NO: 59.

15. El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 60.

16. El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 61.

17. El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 62.

18. Una composicién de vacuna anti-garrapata

297
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multiespecies que comprende un polipéptido de la
reivindicacién 1 y un portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable.

19. Un método para inducir una respuesta inmune en
un mamifero contra la infestacién de garrapatas multiespecies
y s8us patébgenos asociados, que comprende administrar al

mamifero la vacuna de la reivindicaciédn 18.
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EXTRACTO DE LA DESCRIPCION

Antigenos protectores de amplia gama contra
infestaciones de garrapatas, secuencias de genes y proteinas
codificadas para tales antigenos, vacunas relacionadas Yy

métodos GGtiles para inducir una respuesta inmune.
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