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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
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Bogota, D.C.,
Abogada
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Oficio 108670
Y
Folios 19 0
Patenie de Invencion \Z, Patente de Modelo de Utilidad ‘:}

Via Nacional v

Como resultado del Examen de Fondo realizado, con fundamento en el Articulo 45
de la Decisidn 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, se comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcion: Folios 4a 15 10/Marzo/2008
Reivindicaciones: Folios 18 a 19 10/Marzo/2008
Dibujos: Folios 16 a 17 10/Marzo/2008

2. Objeto de la invencion

Titulo de la solicitud: “Compuesto Antigénico Multiprotéico Proveniente de Glandula
Salival, Intestino y Saco Vitelino de Larva Boophilus Microplus, Procedimiento para
su Fabricacion y Vacuna Elaborada a Partir de ese Compuesto Antigénico”.

El problema planteado en esta solicitud consiste en la necesidad de un complejo de
proteinas solubles purificadas de membrana que permiten la produccion de un gran
espectro de anticuerpos dirigidos contra varias estructuras vitales de las membranas
celulares de la glandula salival, e intestino, asi como del saco vitelino del parasito.

Para resolver este problema técnico la solicitud en estudio proporciona un
compuesto antigenico purificado de multi-proteinas solubles derivado de glandula
salival, intestino y saco vitelino de larvas de Boophilus microplus, que induce una
respuesta inmune contra infestacion de garrapatas Boophilus micropius en ganado
bovino.

El objeto de la presente Solicitud se relaciona con la Clasificacion Internacional de
Patentes (CIP): A61K 39/00.

3. Noes una invencion (Art 15 D 486 literal (b))

El objeto de la reivindicacion 1 no se considera una invencion, de acuerdo con el Art
citado.
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4. De la Solicitud de Patente

Reivindicaciones (Art 30 D 486, Art 22 PCT)

Considerando que el objeto de la reivindicacion 1 corresponde a material biclégico
aislado de la naturaleza el cual no es patentable, se sugiere al solicitante eliminar
esta reivindicacion y dejar como reivindicacion independiente la reivindicacion 3
incluyendo las caracteristicas esenciales mencionadas en la reivindicacién 1. Sin
embargo el solicitante debe tener en cuenta que la reivindicacion 1 no es clara
porque se encabeza como compuesto antigénico, a pesar de que se trata de varias
proteinas aisladas de la garrapata Boophilus micropius y no de una sola, por lo tanto
se sugiere realizar las correcciones necesarias.

La reivindicacién 1 hace referencia a un disclamer que no tiene sustento en la
descripcion porque se dice que carece de tres proteinas de 35 kDa, 13 kDay 6.5
kDa provenientes de glandula salival y una proteina de 27 kDa proveniente de
intestino. Se sugiere incorporarla a la descripcion para dar sustento. Esta
madificacion no supone ampliacion puesto que las reivindicaciones iniciales se
presentaron con |a descripcion (Art. 26 D 486).

La reivindicacién 1 contiene la frase “inhibitorias del sistema inmune del huésped”, lo
cual no es una caracteristica técnica que caracterice la invencion. Se sugiere
eliminarla del pliego reivindicatorio.

La reivindicacion 2 se refiere a la ultrafiltracion tangencial que si bien se nombra en
el capitulo descriptivo no se encuentra soporte de su uso durante el proceso. Se
sugiere restringir la solicitud a una razonable generalizacion segln lo que se
encuentra debidamente soportado en el capitulo descriptivo.

En lareivindicacion 2, en el paso b se encuentra repetida la palabra “de”. Se sugiere
realizar la correccidon respectiva.

La reivindicacién 3 no es concisa porque se refiere a un inmunopotenciador, un
preservativo y un adyuvante farmacéuticamente aceptables definiéndolos por su
funcionalidad y no por un ingrediente como tal. Se recuerda al solicitante que esta
manera de reivindicar no es adecuada porgue no se definen los ingredientes como
tal y por lo tanto no permiten distinguirlos del estado de la técnica.

La expresion “igual o mayor que” de la reivindicacion 4 es imprecisa, por 1o cual no
permite distinguir la invencion del estado de la técnica. Se sugiere sustituirlo por un
término preciso 0 un rango concreto.

Las Reivindicaciones 4 y 6 - 8 no estan sustentadas en la descripciéon porque las
caracteristicas como la bromo-etilenamina BEI como adyuvante, el adyuvante oleoso
y el manitol como adyuvante oleoso estan en las reivindicaciones pero no en la
descripcion. Se sugiere incorporarlas a la descripcién para dar sustento. Esta
modificacion no supone ampliacién puesto que las reivindicaciones iniciales se
presentaron con la descripcion (Art. 26 D 486).

Las reivindicaciones 4 — 6 y 8 si bien se nombran en el capitulo descriptivo para el
escalamiento industrial, no se encuentra soporte descriptivo de la obtencién o prueba
de ninguna composicion farmacéutica que contenga Listerio Lisina LLO inactivada
derivada de Listeria monocytogenes, en una concentracién entre 0,5 ugy 0,1 pg por
mililitro, de composiciones con formaldehido o bromo-etilenimida BEIl, ni de
composiciones con aceite de manitol como adyuvante. Se sugiere restringir la
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solicitud a una razonable generalizacion de lo que se encuentra debidamente
soportado, es decir, que se fabricé o probd.

En la reivindicacion 6 se hace referencia a formol y formaldehido de manera
redundante puesto que estos dos son sindnimos. Se sugiere eliminar la palabra
formol del capitulo reivindicatorio.

La reivindicacién 9 no contiene ninguna caracteristica esencial adicional a las
divulgadas en las reivindicaciones previas por lo cual se sugiere eliminarla del pliego
retvindicatorio.

Descripcion (Art 28 D 486)

En los antecedentes de la invencién se encuentran varios documentos de patentes,
sin embargo algunos no se encuentran adecuadamente identificados con su numero
de publicacion puesto que no tienen las dos letras que identifican el pais en el que se
realizd la publicacion.

Se sugiere describir brevemente las graficas de los folios 16 y 17 en una seccién
dentro del capitulo descriptivo,

Las caracteristicas del uso de bromo-etilenamina BEI como adyuvante, ef adyuvante
olecso y el manitol como adyuvante oleoso, que se mencionan en las
reivindicaciones, pero no se mencionan en la descripcion, pueden ser incorporadas a
la descripcion para gue estén sustentadas. Esta modificacidn no supone ampliacion
puesto que las reivindicaciones iniciales, que mencionan dichas caracteristicas,
fueron presentadas con la descripcion.

Se requiere al Solicitante hacer las aclaraciones necesarias.

5. Determinacion del Estado de la Técnica

El estado de la técnica se determind con base en la fecha de presentacion de la
solicitud de patente nacional: 10/Marzo/2008 y se encontraron los siguientes
documentos que anticipan el objeto de esta solicitud:

item Documento Titulo Fecha de Publicacién
DNA Encoding a Cell Membrane .

01 US 5,587,311 Glycoprote?n of 3 Tuck Gut 24/Diciembre/1996

da SILVAVAZ Jr, ET | Inmunization of Bovines with an
D2 AL, Veterinary Aspartic Proteinase Precursor 1998

Inmunology and Isolated frem Boophilus micropius
Immuncpathology £ggs

gézigfevgéstﬁtﬁt} Induced Resistancg to Ixodid T_ic:k N

D3 ; . Infestation: Analysis and Isolation Diciembre/1987
the University of of Antigens
North Dakota.

D1 http./iworldwide. espacenet.com/publicationDetails/originalDocument?CC=US&NR=5587311AKC=
A&FT=D&ND=3&date=199612248DB=EPODOC&Iocale=en EP divulga (Col. 1, lineas 11 -22)
un antigeno aislado de Boophifus microplus que administrado al ganado como una
vacuna resulta en le produccién de respuesta inmune. La vacuna comprende al
menos un inmunégeno junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable,
adyuvante, inmunopotenciador ¢ diluente.

D2 divulga (P&g. 331, Abstract, Fl. 43) la capacidad de la pro-catepsina de la yema
de Boophilus para inducir una respuesta inmune en el ganado en contra de
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Boophilus microplus.

D3 divulga (Pag. 45, finea 6 — 26, FI. 49; Pag. 51, lineas 22 — 24, Fl. 51; Pag. 52,
lineas 19 — 20, FI. 52, Pag. 53, lineas 21 - 25, FI. 53; Pag. 59, lineas 15 — 20, Fl. 54)
antigenos de Boophilus microplus, extractos de diferentes 6rganos, vacunas,
antigenos y procesos para su aislamiento y purificacion

6. Examen de Patentabilidad (Art 14 D486)
Nivel Inventivo (Art18 D486)

La reivindicacion 3 consiste en una vacuna para el control de garrapatas Boophiius
microplus en ganado bovino caracterizada por comprender como componente activo
el compuesto antigénico de la reivindicacidon 1, en presencia de un
inmunopotenciador, un preservativo y un adyuvante farmacéuticamente aceptables.

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de [a Tecnica:

Caracteristicas esenciales D1 D2

Vacuna de antigenos de | Antigenos de

Vacuna de multi-proteinas solubles de larvas de Baophilus microplus de Boophilus

garrapata Boophilus microplus que comprende:

_ comprende:; i microplus
3 glicoproteinas de 147 kDa, 94 kDay 73 kDa, y !
dos proteinas simples de 209 kDa y 68 kDa Antigenos derivados de
provenientes de intestino glandulas salivales e

i Dos glicoproteinas de 130 kDa y 66 kDa y una ntestino.
, proteina simple de 110 kDa provenientes de

| giandula salival, Algunos antigenos son | “ntigeno de [a

3 glicoproteinas de 160 kDa, 140 kDay 85 kDa | glicoprotelnas. yema.
provenientes de saco viteling; .
Carece de 3 proteinas de 35 kDa, 13kDay 6.5 | Antigenos entre 79y 205
kDa provenientes de glandula salival y una kDa
. proteina de 27 kDa proveniente de intestino.
I Inmunopotenciador Inmunopotenciador No se menciona
i Preservativo Adyuvante No se mencicna
! Adyuvante Adyuvante No se menciona

Los documentos D1 y D2 se consideran el estado de la técnica cercano a la
invencién definida en la reivindicacidn 1 porque divulgan vacunas que contienen
antigenos aislados de Boophifus micropius. El documento D1 divulga una vacuna
que contiene un antigeno aisiado de intestino de Boophifus microplus (Col. 5, lineas
11 - 28) un vehiculo farmacéuticamente aceptable, un adyuvante, un
inmunopotenciador o un diluente (Col. 8, lineas 28 — 31) y ensefia que se han usado
antigenos derivados de la glandula salival (Col. 2, lineas 2 — 4) e intestino (Col. 2,
lineas 16 — 21), que se han encontrado antigenos de pesos moleculares entre 79 y
205 kDa con elevada eficacia como inmunogénos (Col. 3, lineas 22 — 28) y que
algunos de los antigenos son glicoproteinas (Col. 12, lineas 48 y 49). El documento
D2 da a conocer la capacidad de la pro-catepsina de la yema de Boophilus para
inducir una respuesta inmune en el ganado en contra de Boophilus microplus (Pag.
331, Abstract, Fl. 43), la pro-catepsina fue identificada en extractos de intestino,
embrion y larva de Boophilus microplus (Pag. 335, lineas 13 — 14, FI. 45) y ensefa
que la proteccion se puede aumentar con una vacuna con multiples sitios de accion y
que la pro-catepsina puede ser usada ademas de los antigenos del intestino medio o
glandula salival (Pag. 339, lineas 42 — 45, FI. 47).

La diferencia entre la invencion, definida en la reivindicacién 3 y la vacuna del
documento D1 son los antigenos aislados de saco vitelino y las proteinas con los
pesos moleculares especificos de intestino, glandula salival y saco vitelino.
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Elefecto que logra el utilizar antigenos de saco vitelino y el uso de proteinas de peso
molecular especifico en la vacuna es [a produccion de anticuerpos luego de realizar
la inoculacién de ios antigenos.

Por io tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencién se
puede formular asi: “cémo modificar la vacuna conocida en el documento D1 para
obtener una vacuna alternativa que logre la formacién de anticuerpos luego de su
inoculacion”.

Sin embargo, la utilizacion de diferentes antigenos como estrategia para
obtener proteccidn por inmunizacion, asi como el uso de otros antigenos
como la pro-catepsina de la yema de Boophilus microplus ademas de los
antigenos de intestino y glandula salival (Pag. 331, Abstract, FI. 43; Pag. 339,
lineas 42 - 45, Fl. 47), ya esta divulgada en el documento D2.
Adicionalmente, el documento D1 ensefa que la vacuna puede contener mas
de un inmundgeno {(Col. 8, lineas 28 y 29)

Como se menciond anteriormente las reivindicaciones 4 — 6 no se encuentran
soportadas y tampoco se demuestra ningun efecto técnico inesperado generado por
el inmunopotenciador, el preservativo o el adyuvante. Adicionalmente, el aislamiento
de antigenos del saco vitelino corresponde a una seleccidn de las diferentes partes
anatomicas de Boophilus microplus con el cual no se observa ningun efecto técnico
inesperado.

En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, aislaria
antigenos de partes de Boophilus microplus diferentes al intestino y a la glandula
salival como se encuentra divulgado en el documento D2 vy los utilizaria junto con
antigenos de intestino y glandula salival divuigada en el documento D1 para llegar
asi al objeto de la reivindicacion 3 de la solicitud. Por lo cual se considera obvia.

Puesto que las reivindicaciones 4 - 9 no mencionan caracteristicas inventivas
adicionales tampoco se pueden considerar inventivas.

Conclusién:

Las reivindicaciones 3 - 8 cumplen el requisito de novedad (Art. 16), pero no cumplen
con el requisito de nivel inventivo (Art. 18).

La reivindicacion 2 consiste en: Un procedimiento para obtener un compuesto
antigenico como en la reivindicacién 1 como se encuentra en los folios 18 y 19.

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de ta Técnica:

Caracteristicas esenciales D1 D5
Procedimiento de o
. . Procedimiento
: - - aislamiento y de aislamiento y
, Procedimiento para obtener un compueste antigénico purificacion de urificacion de
que comprende: antigeno de gntigenos de
Boophilus garrapata
! microplus
Congelacion gradual al vacio de larvas de Boophilus ;
microplus, remocién de cutlcula y tejidos de envoltura Obtencion de
. . S . extractos de
a través de la accion subsecuente de hidréxido de Remocion de landula salival
sodio, acido nitrico y la adicion de enzima quitinaza, cuticula. guevos o '
i cen la posterior separacion de saco viteline, intestino y ' intestino
. glandulas salivales por micro succion, '
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Caracteristicas esenciales D1 D5 B
Extraccion de proteinas solubles de saco vitelino y
membranas de células de glandula salival e intestino
de Boophilus microplus y eliminacidn de tres proteinas
de glandula salival con pesos moleculares de 35 kDa,
13 kDa y 6.5 kDa y 1 proteina de intestino con peso
molecular de 27 kDa, por ultrafiltracién tangencial y

Extraccion,
centrifugacién y
congelamiento de
precipitados. |
Electroforesis de

Extractos de
glandula salival e
intestino.
Cromatografia
de membrana.

. electroforesis preparativa en SDS-PAGE, para obtener ge:.deﬁ id Electroforesis
una fraccion de proteinas de peso molecular de 250 g%lgc ramida SDS-PAGE.
kDa 60 kDa. )

Purificacién del eluido electroforético por cromatografia
de inmunoafinidad donde al sustrato se anclan
anticuerpos policlonales IgY, obtenidos.de yema de

" hueve de gallina previamente inmunizada con los Técnica
antigenos de larva de Boophilus microplus, especificos inmunoblot

para capturar un complejo Uunico de tres glicoproteinas
de 147 kDa, 94 kDa y 73 kDa y dos proteinas simples | No se menciona
de 209 kDa y 68 kDa provenientes de intestino, dos
glicoproteinas de 130 kDa y 66 kDa y una proteina
simpe de 110 kDa provenientes de glandula salival y
tres glicoproteinas de 160 kDa, 140 kDa y 85 kDa
provenientes de saco vitelino que constituye el material
antigenico multiproteice purificado.

Purificacion de
anticuerpos por
técnicas de
inmunoafinidad.

Los documentos D1 y D3 constituyen el estado de la técnica cercano a la invencién
porque dan a conocer procedimientos para el aislamiento y purificacién de antigenos
de Boophilus micropius. EI documento D1 da a conocer un procedimiento de
aislamiento de antigenos de Boophifus micropius en el que adultas femeninas de
Boophilus microplus son homogenizadas, se retira la cuticula (Col. 3, lineas 12y 13;
Col. 16, lineas 30 — 31) y se realiza electroforesis en gel con SDS (Col. 17, lineas 29
— 32). El documento D3 ensefa la obtencién de los 6rganos como el intestino, la
glandula salival y los huevos de la garrapata (Pag. 59, lineas 15 — 20, FI. 54), el uso
de extractos de glandula salival e intestino (Pag. 45, linea 6 — 26, Fl. 49), el
aislamiento de antigenos por cromatografia de membrana (P&g. 50, lineas 18 y 19,
Fl. 50), electroforesis SDS-PAGE (Pag. 51, lineas 22 — 24, FI. 51), el uso de Ia
técnica inmunoblot (P&g. 52, lineas 19 — 20, Fl. 52) y el uso de anticuerpos para
obtener antigenos purificados por técnicas de inmunoafinidad (Pag. 53, lineas 21 -
25, FI. 53).

Las diferencias entre |la invencion, definida en la reivindicacién 2 y el procedimiento
deldocumento D1 es el congelamiento inicial de las larvas, la remocion de la cuticula
y envoltura con hidrdxido de sodio, acido nitrico y quitinaza, la obtencién de extractos
de glandula salival, intestino y saco vitelino y el uso de cromatografia de
inmunoafinidad para la purificaciéon de los antigenos.

El efecto que logra separar ios érganos en extractos diferentes y la purificacion de
los antigenos es la obtencidon de un antigenos purificados de glandula salival,
intestino y saco vitelino de Boophilus microplus.

Por tanto, el problema técnico objetivo consiste en “como modificar el procedimiento
del documento D1 para obtener antigenos purificados de glandula salival, intestino y
saco vitelino de Boophilus microplus”.

El documenta D3 describe una manera de solucionar el problema técnico, en
el que se separan los drganos de la garrapata como el intestino, la glandula
salival y los huevos y se preparan extractos de cada uno de éstos (Pag. 45,
linea 6 — 26, FI. 49; Pag. 59, lineas 15 — 20, Fl. 54), y el uso de técnicas de
inmunoafinidad para obtener antigenos purificados (Pag. 53, lineas 21 — 25,
Fl. 53).
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En cuanto al congelamiento inicial de las larvas y el uso de hidroxido de sodio, acido
nitrico y quitinaza para la remocion de la cuticula y envoltura, no se observa ningun
efecto técnico inesperado generado, por lo cual no le otorgan nivel inventivo al
procedimiento.

L.a reivindicacién es obvia, porque la persona del oficic normalmente versada en la
materia enfrentada al problema de "obtener antigenos purificados de glandula salival,
intestino y saco vitelino de Boophilus microplus”, obtendria “extractos de los érganos
de la garrapata y purificaria los antigenos con técnicas de inmunoafinidad como se

revela en el documento D2 logrando de esta forma el procedimiento objeto de esta
solicitud.

Por lo cual el procedimiento de la reivindicacion 2 carece de Nivel Inventivo.

Conclusion:
La reivindicacion 2 cumple el requisito de novedad (Art. 16), pero no cumple con el
requisito de nivel inventivo (Art. 18).

7. Conclusion

Los requisitos de Patentabilidad de la presente Solicitud estan afectados asi:

item ? Documento Reivindicaciones afectadas Requisito que afecta
D1 _ Us5,587.311 2-9 Nivel Inventivo

. da SILVA VAZ Jr,
ET AL, Veterinary

D2 3-9 Nivel Inventivo
Inmunology and
I Immunopathology
' OLSEN, W. ET AL,
D3 Graduate Faculty of 2 Nivel Inventivo

the University of
North Dakota.

En cumplimiento de! articulo 45 de la Decisién 486 de la Comision de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta (60) dias
contados a partir de la fecha de notificacidon de la presente comunicacién. En caso
de no dar respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta
subsistieran los impedimentos para la concesion, se denegara la patente.

Notifiguese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del
capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No. 10 de 2001.

ia

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (C)

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista, de fecha

Elaborado por. Jeny Paola Villate Bece@aﬁ-\’r Haft -

Revisado por; Consuelo Leguizamdn
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ineffective vhile those prepared from organs of ticks which had fed for

five days induced resistance.

A SN )

Organ Extracts

u Trager (1939a) speculated that since only the ticks moutlh parts

conlacl hosl lissue, it was probable thal some antigenic material in

R the saliva was injected into the host. Thus guinea plgs were immunized

E wilh crude exiractls of salivary gland and digestive tract from ;
ﬁ Dermacentor variablis (Trager, 1939b}). The greatest degree of resist- !
.: ance vas oblained using salivary gland extract (Trager, 193%9b), but, )
fs unfortunaieiy, stiatistical anailysls of resuits vas not presented. :

Immunization with salivary gland extracts induced resistance to

ﬁ challenge infestations wilh Hyalomma anitollcum excavatum (Kohler et ,
:,-;. al.. 1967) and Rhipicephalus sanguineus (Garin and Grabarev, 1972).
fi Brossard (1976) immunlized calves with Bgogphilug microplus salivary

gland exiract prepared from partially engorged female ticks. This A
é resulled in resistance which reduced the number of ticks able 1o ;
; engorge successfully. Wikel (1981) induced a high degree of resistance :
V7 in guinea pigs using salivary gland antigens {5GA) from partially
;; engorged, adull, female Dermacentor andersoni. Various rcoutes of )
!g administration and use of two different adjuvants were evaluated.
3 Iniradermal administration of either one or ten micrograms of SGA
:: induced resistance which was not significantly different statistlically
o

[y Y

than that found in guinea pigs made resistant by repeated infestatian

(Wikel, 13981).

|
|
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Research Methods

Multiple lmmunogenic molecules, which can be found in various tick
exlracls, have been shown to be involved in the complex mechanism of
resislance to tick infestation (Whelen et al., 1984; Shaplro et al..
1986; Giit et al., 1986). The goal of lhis research was lc separale
immunogenic components of lick extracts and determine if they have a
role in inducing resistance to lick infestation. A long range objectlive
of research in this laboratoﬁy is toc develop an immunizaticn capable of
artificially inducing resistance to tick infestation. Develiopment of
immunological and bilochemical techniques witlh increased sensitivity and
specificitly have resulled in tools which can be used to analyze the
signifiicance of specific¢ immunogens on the development of resistance (o
tick infestation. Specific lools used in this endeavor include:
membrane ultrafiliraticn, gel [iltration chromalography, electrophore-
itic analysis. immunoblotling, production of monoclenal antibedies, and
Dot-ELISA.

Defined molecular weight range fraclions of the tick exiracls used
in this stucy were prepared using membrane ultrafiltration. Blatl et
al. {1965) demgnstrated that ultrafiltraticn using membranes [ormed
from the complex interaction product cof polyanions and polycations
!Darley or Diallo membranes, Amicon, Blatt et al.. 1985: 1567}
concentrated prclein solutions rapidly with no signs of denaturation.
Membranes are available lo il specific ultrafiitration tasks and

capable of screening solules of varying molecular weights (Blatt st

al., 1965}. The chiel advantage of this ultrafillration technigque is
'I"r"i"-"-"l'.-.'l" .‘._--__,'.’,_'- N A .__‘E.'_:‘_-.'-.-_‘ - ..’-._'.._ et '.-.'.r"-' . .'_'.,»,‘\.__1‘,‘,,\‘. et
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that it rapidly and simply resolves complex mixtures into size graded
classes, bul one achieves limited fractllionation rather than totlal
resolulion {Blatl et al., 1967).

Gel fiitration chromatography using a Sephadex G-2G0 column vas
also used to fracticnatle antigens. Sephadex {Gel {iltration, 1972) is
& bead-Tormed gel prepared by cross-linking dextran witlh epichloro-
nydrin. Containing a large number of hydroxyl groups, lhe gel is very
hydrophilic and swells readily in vater and elec¢trolyte soluticns. The
gel beads ccnlain pores which function as the stationary phase. Very
large molecules, above the exclusion limits, never enter the stationary
rhase, bul move through the column with the liquld phase. Molecules
which can enter the gel pores, spend lime in the stationary phase, and
nove more slowly through the column. Thus, molecules are eluled in
orcer of decreasing molecular size. This is basically a sieving
action. Sephadex G-200 has a molecular veight {raclionation range of
five to BCO0 Xdal for polypeplides and globular proteins. 1In addition
Lo fractionaiion cf solutes, Lhese columns can be calibrated and used
Lo delermine molecular weighls of proteins (Ackers. 1964; Gel filtra-
tion, 1972: 1984). By pooling specific aliquotls, molecular weight
range fraclions of lick extracls simiiar lo those cbtained by ultrafil-
Lration vere prepared,

rraction separalions obtained by ultrafiliration and gel fiitra-
Lion chromalography were analyzed by SDS-PAGE gels stained with the

¥errissey modified stlver staln (Morrissey, 1981). This staining

methed 1s 1CO times mere sensitive Lhan Coomassie blue staining

(Morrissey, "98%). Polyacrylamide gels are 'he medium of cheice {or

_.d“.'f“fﬁb'\l"-.f._f.‘r \-‘ .\-"\T\'f‘u‘\l‘,‘f.‘.-'\t‘\‘f\u'
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zone eleclrephoresis c¢f mosl proleins because it can be reproducibly
prepared wilh a vide range of pore sizes (Hames, 1981). The principle
of polyacrylamide elecirophoresis ts thal meclecules are separaled based
on moiecular charge and size. The sieving action of polyacryalamide
resulls in high resclution (Hames, 1981). Superior resoiution of
complexX preclein mixtures is obtained using the Laemmlt
SDS-discontinuous buffer system (Hames, 1981; Laemmli and Favre, 1373).
In this system, the protein mixture is denalured at 100 C in the
presence of excess SDS and a thlol reagent which cleaves disulphide
bonds generaling polypeplide subunils.. This resuils in most polypep-
lides binding SDS in a constant ratio of 1.4 g SDS/g of polypeptide.
The very high negalive charge of 35DS negates the normal charge of the
polypeplide and separalion is then strictly according lo pelypeptide
size. 1in addiilion to cdetermining composition, molecular weight can be
established by comparing the relative mobility to that of molecular
wveight standard markers on the same gel (Hames, 1981). This method was
used to delermine lhe composition and molecular weight of components
and/cr subunits of lick extractis.

Invoivemenl of multiple immunogenic molecules has been demansirat-
ed by immunobliciting. Immunoblelting is an advanced immunological
procecure deve.oped by Towbin et al. (1979) in which complex mixtv-es
of proieins are first {ractionated intc lheir polypepiide components by
polyacrylamide gel eiecirophoresis, usualiy in the presence of SD3. and
are ihen electroeluled 1c¢ a nitrccellulose sheet. The poiypeplide
tands are immoblilized on the nitroceliuiose in exaclly the same

pallern found in the gel. This nitrocellulose shest can lhen be

A AL O R SR LR PRI
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stained for protein patlern cr reacted wilh antibodies (first antibady)
af'ler blocking unoccupied protein binding sites. Visualization or
immunodeteciion of bands is accomplished by reactling the nitrocelluleose
¥with a second antibedy (antispecies immunoglobulin} which has been
tagged vith radioisolopes, fluorechromes, or one of the very sensilive
enzyme lags such as horseradish peroxidase and visualized by autoracio-
graphy, iliumination with ultavioletl light, or addition of a precipi-
lable substralte respectively. Use of horseradish peroxlidase allovs
detection of as litile as 100 pg protein. This wvas an {mportant
advance in thal smaller amounts of antibody, or ligand, can e used to
delermine reaclivity and the problem of gel pore size limiting dif-
fusion is avoided {Towbin et al., 1979, Cershonl and Palade, 1983).
Alihough a faithfu! replica of SDS-PAGE gel patlerns could be trans-
ferred. Llhey were not quantitative {Towbin et al., 197%). The modif-

lcatlions of Burnette {1981) resulted in quantitative transfer of

%2

D5-PAGE gel pallerns to nitrocellulose. Greater than 90% of al!l
Proleins wilh mciecular weighls up to 100 Kdal were transferred in 20
hours. The sensilivily of immunodelectlion is a function of specific
antibcdy titer: bul Burnetle (1981) was able 1o delect as liillle ag onme
to lwc ranograms of protein using this system.

In a conlinuing effort to accurately define and acquire antigens.
which are involved in resistance te lick infestalicn. meonoclona!l
anlibodies are being produced lo immunogenic lick polypeptides. These
mensclonal anlibocies will eventlually be used in immuncarfinity
Ltechrnigues tc oblaln purified Tick antigens. Cell fusion itechnicues

were used lo develop monoclenal antibody procducing hybridoma cell
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Serum was aliquoled into five millilitier screv teop glass vials, frozen

o and maintained at -2g C.
Uy
75_ Small amounts cf" blood were laken from rabbils by nicking the
1
Py
i)
e marginal ear vein and colieciing the »lood in heparinized capillary
PR
éﬂ tubes (Shervood Medical industries, ST. Louis, MO). The capiliary
e tubes were spun in @ hematocrit centrifuge {Internaticnal Egquipment
L7}
.
¢ Company, Beston, MA} to separale the plasma. Larger volumes of blood
a were laken, using 18 gauge 1 1/2 inch needies and 20 ml syringes, by
L)
3& blind cardiac puncture or the animal was anesthesized and and exan-
\ guinaled by open chesl cardiac puncture. Blood was processed in the
) same manner described for guinea pig blocd.
2
b Antigen Preparation
..l
i ]
.:l Tick exlracls used in this invesligalion were prepared from batih
ey Ambiyomma americanum and Dermacentor andersoni ova and salivary glands,
N Anblvomma amgricanum gul extract, brush border fragments, angd 27000 ¥ g
",
. supernatanl were also prepared and used in immunizatlien regimens.
-y
. Ticks were dissecled to ottaln the desired organs for extract
- preparation. This was accomplished by embedding adult ticks in a
L parafiin illed pelri plate such that the exlended legs, head ., and
i veniral sice vere secured in the paraffin leaving the dorsal side
' exposed, The dish was then flooded with 0.1 M phosphate buffered
s
saline pH 7.2 (PBS, Apperdix II) and placed on the stage of a dissect-
‘: ing microscope. Using a Bard-Parker # 11 disposabie scalpel blade
- (Bectlon Dickinson and Co.. Rutherfard. §J) the scutlum and expskelelon
4
»
Y
b
:b
P ;
» :
i
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