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DESCRIPCION

Sistema para la expresion de péptidos sobre la superficie bacteriana.

La presente invencidn se encuentra dentro de los sectores biotecnolégico, bioquimico, y quimico-farmacéutico. El
objeto de la invencién es un método para exponer polipéptidos recombinantes expresados sobre la superficie bacteria-
na. Podra ser aplicado en investigaciones bdsicas o aplicadas en biologia molecular, bioquimica, biotecnologia o en la
produccién de proteinas recombinantes para diversos fines.

Estado de la técnica anterior

La tecnologia que permite la expresion de una proteina o péptido, uniéndola a la superficie celular, por ejem-
plo de microorganismos como bacterias o levaduras, tiene numerosas aplicaciones dependiendo del tipo de proteina
expresada en la superficie, y por tanto, un enorme interés industrial.

Por eso, el interés por exponer proteinas o péptidos sobre la superficie de bacterias vivas ha ido en aumento en
dreas de investigacién bioquimica, de biologia molecular y biotecnologia. La exposicién de proteinas heterélogas
empleando motivos de anclaje a membrana de proteinas como los LamB, OmpA, PhoE, TratT, OprF, Oprl, FHA, INP,
fimbrias, y AIDA-I y el sistema de auto-exposicién han servido ya para expresar antigenos y enzimas. La proteina
que se desea exponer tiene que ser fusionada con la proteina o proteinas de anclaje, que son a menudo proteinas de la
superficie celular o fragmentos de éstas (“carrier proteins”), mediante una fusién N-terminal, una fusién C-terminal,
o una fusién sandwich. Las caracteristicas de la proteina de anclaje, la proteina expuesta y el método de fusion afecta
la eficiencia de la expresion en la superficie de proteinas.

La expresion de proteinas en superficie tiene miltiples aplicaciones, incluyendo:

a. el desarrollo de vacunas vivas, al exponer epitopos heter6logos de comensales humanos o células bacte-
rianas patogénicas atenuadas para elicitar la respuesta de anticuerpos antigeno-especificos,

b. la biisqueda de librerias de péptidos por unién secuencial y elusién o, mas eficientemente por clasificacion
celular por fluorescencia (Fluorescence-activated cell-sorting, FACS),

c. producciéon de anticuerpos expresando antigenos de superficie para obtener anticuerpos policlonales en
animales,

d. bioadsorventes para eliminar compuestos quimicos perjudiciales y metales pesados,
e. biocatdlisis por inmovilizacién de enzimas,

f. desarrollo de biosensores por anclaje de enzimas, receptores u otros componentes sensibles a sefiales para
el diagnostico, propdsitos industriales o medioambientales,

g. deteccidn de cambios de aminodcidos en péptidos diana tras mutagénesis al azar.

Anaplasma marginale (Rickettsiales: Anaplasmataceae) es un patdgeno trasmitido por garrapatas que causa la
anaplasmosis bovina, una enfermedad que ocasiona pérdidas econdmicas importantes en la produccién ganadera. La
proteina MSP1a (por sus siglas del inglés Major Surface Protein 1a) es una de las cinco proteinas principales de
superficie conocidas de A. marginale y esta involucrada en la adhesién del patégeno a los hospedadores y en las
interacciones del patégeno con las garrapatas. Esta proteina ha evolucionado bajo una presién selectiva positiva y su
tamafio molecular es diferente entre cepas de distintas dreas geograficas. Las variaciones se deben a que una secuencia
de 23 a 31 aminodcidos consecutivos se repite distinto nimero de veces, en el extremo N-terminal, de la regién que la
proteina expone sobre la superficie bacteriana.

Se ha demostrado que MSP1a permite a la bacteria adherirse a los eritrocitos bovinos y a las células de garrapatas.
El dominio de adhesion de la proteina ha sido identificado precisamente en la region variable del extremo N-terminal
que contiene los péptidos repetidos. La MSP1a también estd involucrada en la transmisién de A. marginale por las
garrapatas del género Dermacentor spp. y los péptidos repetidos del extremo N-terminal, que poseen epitopos celulares
B, podrian estar involucrados en la respuesta protectiva del ganado frente a las infecciones por A. marginale.

La garrapata Boophilus microplus (recientemente reclasificada como Rhipicephalus microplus) afecta considera-
blemente al ganado bovino de las regiones tropicales y subtropicales del planeta. El antigeno BM86, codificado por el
gen Bm86, es una glicoproteina aislada de las células intestinales de R. microplus que ha sido utilizada en una vacuna
contra las infestaciones por estas garrapatas. Un gen homélogo al Bm86, el Bm95, fue aislado también de una cepa
de R. microplus (Cepa A) y su proteina codificante, la BM95, mostr6 capacidad protectora frente a un mayor nimero
de cepas de garrapatas de diferentes regiones geograficas. Los primeros experimentos realizados por los inventores,
caracterizaron la presencia de péptidos inmunogénicos en la proteina BM86. Posteriormente se demostré que estos
péptidos eran los responsables de inducir la respuesta protectora del ganado vacunado frente a las infestaciones por
garrapatas.
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En la presente invencién se demuestra que una proteina recombinante, compuesta por los péptidos inmunogénicos
de BM95 fusionados con la regién N-terminal de la proteina MSP1a de A. marginale, se expone sobre la superficie
de células vivas de E. coli y es reconocida por anticuerpos anti-BM86 y anti-MSP1a. Este sistema aporta un modelo
novedoso de exposicion de proteinas heter6logas sobre células vivas de bacterias y ademds sugiere la posibilidad de
emplear bacterias recombinantes en estudios de inmunizacién del ganado frente a infestaciones de garrapatas.

Para el éxito de la expresion de la proteina en la superficie celular, el motivo de anclaje es el elemento mas
importante. Constituye el niicleo de esta tecnologia la eleccién de un motivo capaz de expresar una proteina o péptido
heterélogo en la superficie celular de forma efectiva. Una proteina de anclaje adecuada debe poseer los siguientes
cuatro requerimientos: debe tener un transportador que permita a la proteina de fusién prematura pasar a través de la
membrana interna; debe tener una fuerte estructura de anclaje para sostener las proteinas de fusion en la superficie
celular; debe ser compatible con las secuencias externas a ser insertadas o fusionadas, y por ultimo, debe ser resistente
al ataque de las proteasas presentes en el medio o espacio peripldsmico.

Los sistemas de expresion conocidos hasta el momento presentan desventajas, siendo la fundamental la limitacién
para la presentacion en membrana de polipéptidos con diferente nimero y composicién de aminodcidos, uno de los
aspectos principales que aborda el objeto de la presente invencidn.

Descripcion de la invencion

La presente invencién se refiere al empleo de una porcién de la proteina MSP1a de A. marginale para dirigir la
exposicion de otros péptidos sobre la superficie celular, mediante su fusion N-terminal con esta proteina. Teniendo en
cuenta el rango de tamaiio natural de los péptidos repetidos en la region N-terminal d e MSP1a (28-289 amino acidos)
y los ejemplos de realizacién expuestos en esta memoria, una ventaja de usar la proteina MSP1a en lugar de otros
motivos de anclaje de proteinas de membrana para exponer péptidos sobre la superficie celular, es la posibilidad de
exponer polipéptidos de diferentes tamafios y composicién de aminodcidos.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencidn, se proporciona un sistema de expresion de péptidos
sobre la superficie bacteriana, de aqui en adelante sistema de expresién de la invencidn, caracterizado porque com-
prende una regién de anclaje a la membrana bacteriana y el péptido expuesto, donde se utiliza como regién de anclaje
a la membrana bacteriana cualquiera de las siguientes secuencias:

a. Péptido que comprende la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 1.

b. Una secuencia aminoacidica con una identidad de al menos 99%, 98%, 95%, 90%, o un 80% con la SEQ
ID NO: 1.

De aqui en adelante, por “secuencia aminoacidica de la invencién” se entiende la secuencia de aminoacidos de la
porcion de la proteina MSP1a de Anaplasma marginale, o una proteina con una identidad de, al menos, el 80%, y mas
preferiblemente el 90%, el 95%, el 98%, y atin mas preferiblemente el 99% con dicha porcién de la proteina MSP1a,
recogida en la SEQ ID NO: 1. Y se entenderd por “péptido expuesto” la secuencia de aminodcidos que se quiere
expresar sobre la superficie bacteriana, y que estd unida o fusionada a la secuencia aminoacidica de la invencién.

El término “péptido”, tal como se usa en la presente invencidn, incluye tanto la proteina de longitud completa,
como las secuencias de polipéptidos y péptidos mds cortas.

El término “polinucleétido” o “secuencia polinucleotidica”, como aqui se usa, se refiere a una forma polimérica
de nucledtidos de cualquier longitud, bien ribonucledtidos o bien desoxirribonucleétidos. Este término sélo se refiere
a la estructura primaria de la molécula. Asi, este término incluye ADN de cadena doble o sencilla, al igual que ARN
de cadena doble o sencilla. También incluye todos los tipos de modificaciones conocidas (marcadores conocidos en
la técnica, metilacién, remates, sustitucion de uno o mds de los nucleétidos naturales con un andlogo, modificaciones
internucledtidas como, por ejemplo, aquellas con uniones sin carga (por ejemplo, fosfonatos de metilo, triésteres de
fésforo, amidatos de fésforo, carbamatos, etc.) y con uniones cargadas (por ejemplo, tioatos de fésforo, ditioatos de
fosforo, etc.), aquellos que contienen mitades colgantes, como, por ejemplo, proteinas (incluyendo por ejemplo, nu-
cleasas, toxinas, anticuerpos, péptidos de sefial, poli-L-lisina, etc.), aquellos con intercalantes (por ejemplo, acridina,
psoralen, etc.), aquellos que contienen quelantes (por ejemplo, metales, metales radioactivos, boro, metales oxidativos,
etc.), aquellos que contienen alquilantes, aquellos con uniones modificadas (por ejemplo, dcidos nucleicos alfa ano-
méricos, etc.), al igual que formas no modificadas del polinucleétido. Por “secuencia polinucleotidica de la invencién”
se entiende la secuencia polinucleotidica que codifica para la secuencia aminoacidica de la invencién, y que puede ser,
por ejemplo, la SEQ ID NO: 2.

En una realizacidn preferida de este aspecto de la invencidn, la bacteria en cuya superficie se expresa el péptido de
interés es Escherichia coli (E. coli). Escherichia coli (E. coli), una bacteria gram negativa, anaerobia facultativa y no
esporulada, con un genoma de aproximadamente 4,6 kb, es quiza el organismo procariota mds estudiado por el hom-
bre. Algunas cepas de esta bacteria son enormemente versdtiles en laboratorio, tolerando muy bien la manipulacién
genética e incluso perdiendo su capacidad patogénica, por lo que se emplea como “organismo modelo” para el estudio
de las estructuras, los mecanismos genéticos y fisioldgicos y su extrapolacién a gran nimero de microorganismos,
incluida la célula eucariota.
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En otra realizacion de este aspecto de la invencion, el péptido expuesto no es MSP1.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona una construccién genética, de aqui en ade-
lante construccion genética de la invencidn, que dirigirfa la transcripcion in vitro o intracelular de las secuencias
polinucleotidicas del sistema de expresion de la invencién, y comprende, al menos, uno de los siguientes tipos de
secuencias:

a. secuencia de nucleétidos, preferentemente de doble cadena, que codifica la secuencia aminoacidica del
sistema de expresion de la invencién, o

b. moléculas de dcido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia polinucleotidica de a),

c. moléculas de 4cido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracion del cédigo
genético,

d. secuencia de nucleétidos de a), b), 6 ¢), preferentemente de doble cadena, correspondiente a un sistema o
vector de expresion génica, operativamente enlazada con, al menos, un promotor que dirija la transcrip-
ci6én de dicha secuencia de nucleétidos de interés, y con otras secuencias necesarias o apropiadas para la
transcripcion y su regulacion adecuada en tiempo y lugar, por ejemplo, sefales de inicio y terminacion,
sitios de corte, sefial de poliadenilacion, origen de replicacion, activadores transcripcionales (enhancers),
silenciadores transcripcionales (silencers), etc...

Este método incluye los vectores de clonacion y expresion que comprenden las moléculas de dcidos nucleicos del
sistema de expresion de la invencion. Tales vectores de expresion incluyen secuencias de control adecuadas, tales co-
mo, por ejemplo, elementos de control de la traduccion (como cédigos de iniciacion y de parada) y de la transcripcién
(por ejemplo, reglones de promotor-operador, sitios de unién). Los vectores conforme a la invencién pueden incluir
plasmidos y virus (comprendiendo bacteriéfagos y virus eucaridticos), de acuerdo con procedlmlentos bien conocidos
y documentados en la técnica, y pueden expresarse en una variedad de sistemas de expresion diferentes, asimismo bien
conocidos y documentados en la técnica. Los vectores virales adecuados incluyen, baculovirus y también adenovirus
y virus vacunales. Muchos otros vectores virales y no virales estdn descritos y son conocidos en la técnica.

Se conoce, asi mismo, una variedad de técnicas que pueden utilizarse para introducir tales vectores en células pro-
caridticas o eucaridticas para su expresion. Técnicas adecuadas de transformacién o transfeccion estan bien descritas
en la bibliografia.

Las células hospedadoras eucaridticas o procariéticas transformadas o transfectadas, que contienen una molécula
de 4cido nucleico conforme a la invencién, como se definié anteriormente, también forman parte de este aspecto de la
invencion.

Dado que las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas del sistema de expresion de la invencién son afines en
cuanto a su evolucion, puede esperarse que la identidad global de los genomas al nivel de los aminodcidos, obtenidos
de distintas cepas, poblaciones y/o individuos de Anaplasma marginale, y mas concretamente a nivel de la secuencia
aminoacidica que se recoge en la SEQ ID NO: 1, sea de un 80% o mayor, y mds preferiblemente de un 90% o mayor
y mds preferiblemente de un 95, un 98 o un 99% o mayor. La correspondencia entre la secuencia aminoacidica de la
SEQ ID NO: 1 y la secuencia perteneciente a otro individuo u organismo se puede determinar por métodos conocidos
en la técnica.

Miiltiples de estos sistemas o vectores de expresion pueden ser obtenidos por métodos convencionales conocidos
por los expertos en la materia (Sambrook et al., 1989) y forman parte de la presente invencion.

En una realizacion particular de este aspecto de la invencidn, la construccidn genética de la invencidn estd incluida
en un plasmido.

Los péptidos expuestos también pueden prepararse por expresion en una célula hospedadora que contiene una
molécula de ADN recombinante que comprende una secuencia de nucledtidos que se transcribe a los péptidos, unida
operativamente a una secuencia de control de la expresion, o un vehiculo o vector de clonacién de ADN recombinante
que contiene tal molécula de ADN recombinante. Alternativamente, los péptidos pueden expresarse por inyeccién
directa de una simple molécula de ADN en una célula hospedadora.

En otro aspecto de la invencidn se proporciona un método para elaborar el sistema de expresion de la invencidn,
que comprende los siguientes pasos:

a. Introducir la construccién genética de la invencién, o un pldsmido de la invencidn, en una célula hospe-
dante.

b. Incubar la célula hospedante segiin a. en un medio de reaccién adecuado.
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En una realizacién particular de este aspecto de la invencion, la célula hospedante es E. coli.

En otro aspecto de la invencién se proporciona un péptido recombinante, de ahora en adelante péptido recombinan-
te de la invencién, obtenible u obtenido a partir del sistema de expresion de la invencién. En una realizacién preferida
de este aspecto de la invencidn, el péptido recombinante se obtiene a partir de la lisis de la célula hospedante que
comprende el sistema de expresion de la invencion, y su posterior purificacion.

Los péptidos expuestos, pueden ser, por ejemplo pero sin limitarnos a ellos, péptidos antigénicos que actiian como
vacunas para proteger contra futuras infecciones o para potenciar la respuesta inmune contra la infeccién en sujetos o
animales ya infectados.

Como se ha comentado anteriormente, una posible ventaja de usar la proteina MSP1a sobre lo descrito anterior-
mente acerca de emplear motivos de anclaje de proteinas de membrana para exponer proteinas sobre la superficie
bacteriana, si se tiene en cuenta el rango de tamafio natural de los péptidos repetidos de MSP1a (de 28 a 289 aminoé-
cidos) y los resultados reportados en esta memoria, es la posibilidad de expresar y exponer sobre la superficie de las
bacterias, péptidos de diferentes tamafios y composiciones.

Los péptidos expresados pueden presentar secuencias antigénicas protectoras.

La expresién “antigeno protector”, tal como se usa en la presente invencion, define aquellos antigenos capaces
de generar una respuesta inmune (inmunogénica) protectora del hospedador, es decir, una respuesta del hospedador,
que conduce a la generacién de moléculas efectoras inmunes, anticuerpos o células que esterilizan o reducen la tasa
de reproduccion del organismo invasor o lo dafian, inhiben o matan, “protegiendo” as{ al hospedador de una enfer-
medad clinica o subclinica y de una pérdida de productividad. Tal respuesta inmune protectora puede manifestarse
comunmente por la generacién de anticuerpos que son capaces de inhibir la funcién metabdlica del organismo invasor,
conduciendo a un impedimento de su crecimiento normal, falta de reproduccién y/o muerte.

El polipéptido asi expresado puede ser un polipéptido de fusién que comprende una porcién que despliega la
inmunogenicidad, y un péptido adicional codificado por el ADN de la molécula recombinante fusionado a él, y que se
traduce a la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 1.

Los péptidos expuestos se pueden, por tanto, usar como inmundgeno. Estos inmundgenos pueden también ser usa-
dos como vacunas en animales, y mds particularmente en mamiferos, incluyendo humanos, o producir una respuesta
en la produccion de anticuerpos en animales. Para ello, una cantidad efectiva inmunolégicamente de al menos uno de
estos péptidos recombinantes es administrado a mamiferos incluyendo humanos.

Un método alternativo de la produccién de vacunas es el uso de técnicas de biologia molecular para producir una
proteina de fusién que contiene una o varias de las secuencias aminoacidicas de la presente invencién y un péptido o
proteina altamente inmunogénico/a, frente a una determinada infeccién o infestacion.

Otro aspecto de la invencion se refiere al sistema de expresion de la invencion, la construccién genética de la
invencidn, el plasmido de la invencidn o el péptido recombinante de la invencién, para su uso como medicamento. En
una realizacién preferida de este aspecto de la invencidn, el medicamento es una vacuna.

En otra realizacién preferida de la invencion, la proteina fusionada o el péptido recombinante es BM95-MSP1. El
péptido BMO5 podria ser utilizado para inducir respuesta inmune protectora contra las infestaciones por garrapatas
Rhipicephalus microplus, en el ganado bovino.

El sistema de expresion, objeto de esta realizacion preferida de la invencidn, consta de un vector plasmidico con
sistema de replicacién para E. coli y marcador de seleccién mediante resistencia a antibiético, preferiblemente ampici-
lina. En este vector se inserta un promotor eficiente en E. coli, como los derivados del operan lactosa (lac) y triptofano
(trip). Frente al promotor se inserta el gen codificante para un mutante de MSP1a que carece de seis aminoacidos que
preceden a los péptidos repetidos y los propios péptidos repetidos, pero que contiene los diez aminodcidos anteriores a
la primera regién transmembranal de la proteina comenzando con un codén de iniciacion ATG. Finalmente se insertan
los sitios de restricciéon Xhol y EcoRI para el clonaje de polipéptidos en fase con MSP1 a para la expresion expues-
ta sobre la membrana de E. coli. (Fig. 1). El sistema constituye un sistema novedoso de expresion de polipéptidos
expuestos sobre células vivas de E. coli para diverso uso.

El término “identidad”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la proporcién de aminodcidos
idénticos entre dos secuencias aminoacidicas que se comparan.

Un “vector” es un replicén al que se ha unido otro segmento polinucledtido, para realizar la replicacion y/o expre-
si6én del segmento unido.

Un “replicén” es cualquier elemento genético que se comporta como una unidad auténoma de replicacién polinu-
cleétida dentro de una célula; esto es, capaz de replicarse bajo su propio control.
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“Secuencia de control” se refiere a secuencias de polinucledtidos que son necesarias para efectuar la expresion de
las secuencias codificadoras a las que estdn ligadas. La naturaleza de dichas secuencias de control difiere dependiendo
del organismo huésped; en procariotas, dichas secuencias de control generalmente incluyen un promotor, un sitio de
unién ribosomal, y sefiales de terminacidn; en eucariotas, generalmente, dichas secuencias de control incluyen promo-
tores, sefiales de terminacion, intensificadores y, en ocasiones, silenciadores. Se pretende que el término “secuencias
de control” incluya, como minimo, todos los componentes cuya presencia es necesaria para la expresion, y también
puede incluir componentes adicionales cuya presencia sea ventajosa.

“Unidos de forma operativa” se refiere a una yuxtaposicién en la que los componentes asi descritos tienen una
relacién que les permite funcionar en la manera intencionada. Una secuencia de control “unida de forma operativa”
a una secuencia codificadora estd ligada de tal manera que la expresion de la secuencia codificadora se consigue en
condiciones compatibles con las secuencias de control.

Un “marco de lectura libre” (ORF) es una regién de una secuencia de polinucleétidos que codifica un polipéptido;
esta region puede representar una porcion de una secuencia codificadora o una secuencia codificadora completa.

Una “secuencia codificadora” es una secuencia de polinucleétidos que se transcribe a ARNm y/o se traduce a un
polipéptido cuando estd bajo control de secuencias reguladoras apropiadas. Los limites de la secuencia codificadora
se determinan mediante un codén de inicio de traduccién en el extremo 5’ y un codén de finalizacion de la traduccién
en el extremo 3’. Una secuencia codificadora puede incluir, pero no se limita a ARNm, ADNCc, y secuencias de
polinucleétidos recombinantes.

Tal y como se usa en esta memoria, el término “transfeccion” se refiere a la introduccién o transferencia de una
molécula de acido nucléico exdgena en una célula eucariota, incluyendo, pero no limitdndose a ella, una molécula de
acido ribonucléico o desoxiribonucleico (por ejemplo, ARN 6 ADN desnudo).

El término “plasmido” se refiere a fragmento circular de ADN bicatenario, que se encuentra en el interior de casi
todas las bacterias, y que actiian y se replican de forma independiente al ADN cromosémico bacteriano y pueden
transferirse de unas bacterias a otras. Se utilizan como vectores en manipulacidn genética.

En el contexto de la presente invencién el término “vacuna” se refiere a una preparacioén antigénica empleada para
establecer la respuesta del sistema inmune a una enfermedad. Son preparados de antigenos que una vez dentro del
organismo provocan la respuesta del sistema inmunitario, mediante la produccién de anticuerpos, y generan memoria
inmunoldgica produciendo inmunidad permanente o transitoria.

El término “medicamento”, tal y como se usa en esta memoria, hace referencia a cualquier sustancia usada para
prevencion, diagndstico, alivio, tratamiento o curacién de enfermedades en el hombre y los animales. En el contexto
de la presente invencion se refiere, también, al sistema de expresién de la invencidn, la construccién genética de la
invencion, el plasmido de la invencién o el péptido recombinante de la invencién, capaz de generar una respuesta
inmune frente a un organismo dado, que estd causando dicha enfermedad en el hombre o los animales. Incluye, por
tanto, lo que se conoce como vacuna, tal y como se ha definido previamente en esta memoria.

El término “antigeno” en esta memoria se refiere a una molécula (generalmente una proteina o un polisacarido)
de superficie celular, que puede inducir la formacién de anticuerpos. Hay muchos tipos de moléculas diferentes que
pueden actuar de antigenos, como las proteinas o péptidos, los polisacaridos y, mds raramente, otras moléculas como
los 4cidos nucleicos.

En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresion “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la can-
tidad de péptidos o construcciones genéticas que permitan su expresion calculada para producir el efecto deseado
y, en general, vendra determinada, entre otras causas, por las caracteristicas propias de dichos péptidos, secuencias
y construcciones y el efecto terapéutico a conseguir. Los adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que
pueden ser utilizados en dichas composiciones son los vehiculos conocidos por los técnicos en la materia. Las compo-
siciones proporcionadas por esta invencion puede ser facilitada por cualquier via de administracion, para lo cual dicha
composicion se formulard en la forma farmacéutica adecuada a la via de administracién elegida.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderdn en parte de la descripcién y en parte de la préctica de la invencion.
Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Construccion del vector de expresion de la proteina fusionada BM95-MSP1a (A). Representacion esque-
matica del procedimiento usado para sintetizar la quimera BM95 y fusionarla a la mutante de MSP1a de A. marginale,
que carece de las secuencias repetidas en el extremo N-terminal, en el plasmido pAFOR1 (SEQ ID NO: 9) para generar
la proteina fusionada en el vector de expresion pMBXAF3 (SEQ ID NO: 10). (B) Prediccién de la secuencia (SEQ ID
NO: 11) y estructura de la proteina fusionada MSP1a-BM95 expuesta sobre la membrana de E. coli. Las secuencias
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de la quimera bm95/BM95, mspla/MSPla y del pldsmido se muestran en rojo, naranja y negro respectivamente. Se
muestra la posicion de los aminodcidos (aa) de BM95 incluidos en la quimera.

Figura 2. Expresion de las proteinas recombinantes MSP1a, MSP1b y de la proteina fusionada BM95-MSP1a en
E. coli. Las cepas de E. coli transformadas y la cepa control se indujeron con IPTG y se cultivaron durante 3.5 horas
para la expresion de las proteinas recombinantes MSP1a, MSP1b y BM95-MSP1a fusionada (flechas). El gel se tifié
con azul brillante de Coomassie y como marcador de peso molecular en la electroforesis se usé el ColorBurst (Sigma,
Aldrich).

Figura 3. Cinética de expresion de la proteina fusionada BM95-MSP1la en E. coli. (A) Las cepas fueron transfor-
madas con el vector pMBXAF3, cultivadas en el fermentador e inducidas con IPTG para la expresion de la proteina
fusionada BM95-MSP1a (flecha). Se tomaron muestras equivalentes a 10 pg de proteinas totales a diferentes tiempos
después de la induccién con IPTG y se corrieron en un gel de policarilamida al 10%. El gel se tifié con azul brillante de
Coomassie y como control se incluy6 una cepa E. coli transformada sé6lo con el vector e inducida en las mismas condi-
ciones. El marcador ColorBurst (Sigma, Aldrich) se usé como patrén de pesos moleculares en el gel de electroforesis.
(B) El crecimiento celular se monitoreé midiendo la densidad 6ptica (ODgy ) del cultivo durante la fermentacion.
La concentracién de proteinas se determind mediante el sistema de electroforesis automatizado Experion (Bio-Rad,
Hércules, CA, USA) y la concentracién de las proteinas de interés se expres como porciento de las proteinas totales
(linea roja). El momento de induccién con IPTG se indica en la figura.

Figura 4. Localizacién de la proteina recombinante BM95-MSP1a en la fraccion de proteinas insolubles asociadas a
las membranas de E. coli. Muestras equivalentes a 10 ug de proteinas totales de E. coli transformadas sdlo con el vector
(C-) 6 con los vectores de expresion de MSP1a o BM95-MSP1a (C+), después de 3.5 h. de induccién, se cargaron en
cada pocillo de un gel de policacrilamida al 10%. Las células de E. coli que expresaron las proteinas recombinantes
MSPla y BM95-MSP1a fueron lisadas por sonicacién y las fracciones de proteinas solubles e insolubles asociadas
a membranas se separaron por centrifugacion. 5 ug de proteinas totales de la fraccién insoluble (P) fueron cargados
en los pocillos del gel. El gel se tifi6 con azul brillante de Coomassie y como marcador de pesos moleculares en la
electroforesis se usoé el patron ColorBurst (Sigma, Aldrich). La posicion de las proteinas recombinantes se indica con
flechas.

Figura 5. Exposicién de la proteina fusionada BM95-MSP1a sobre la superficie de E. coli. En la inmunofluores-
cencia de células vivas de las cepas de E. coli transformadas que expresaron las proteinas MSP1a (A-E), MSP1b (F-
J) y la proteina fusionada BM95-MSP1a (K-O) estas reaccionaron con el anticuerpo primario o el suero pre-inmune
(B, G, L), MSPl1a (C, H, M), BM86 (D, I, N) y BM95-MSP1a (E, J, O), seguido por una reaccién secundaria con un
anticuerpo de cabra dirigido contra IgG de conejo marcado con peroxidasa (Aumento 1000X).

Figura 6. Reconocimiento de la proteina fusionada BM95-MSP1a por anticuerpos anti-BM86. Muestras equiva-
lentes a 10 ug de proteinas totales de E. coli, después de 3.5 h de induccién con IPTG para expresar las proteinas
recombinantes MSP1a o BM95-MSP1a, se cargaron en cada pocillo, en un gel de poliacrilamida al 10%. Como con-
trol positivo se usaron 6 ug de la proteina recombinante BM86. Para el andlisis de Western-blot, las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa, expuestas a anticuerpos de conejo contra BM86 y reveladas con el
conjugado anti-conejo acoplado a peroxidasa de rdbano. La posicién de la proteina fusionada y de la BM86 se indica
con flechas. En la electroforesis de proteinas se usé como marcadores de peso molecular: S-galactosidasa: 125 kDa;
fosforilasa: 101 kDa y albimina sérica bovina: 56.2 kDa (BioRad, Richmond, CA, USA).

Ejemplos de realizacion de la invencion
Ejemplo 1
Construccion del vector de expresion de la proteina fusionada a MSPla

El pldsmido pAFOR1 se construyé para expresar una proteina mutante de MSP1a que no contiene las secuencias
repetidas de aminodcidos. El gen mspla que proviene del clon perl, del aislado Oklahoma se amplific6 mediante PCR.
Este gen codifica para una mutante MSP1a que carece de seis aminoacidos antes de las secuencias repetidas; pero que
contiene los 10 aminodcidos anteriores a la primera regién transmembranal de la proteina. Los primeros introdujeron
un codén de iniciacion ATG y los sitios de restriccion EcoRI y BglII para la clonacién en fase de la secuencia que
codifica para el polipéptido recombinante, todo en un vector para la expresion en E. coli.

La proteina quimera de Bm95 se construy6 mediante una PCR para resultar en un gen codificante de manera que la
protefna tuviera los tres péptidos inmunogénicos (SEQ ID NO: 3) que corresponden a las secuencias de aminodcidos
21 a35; 132 a 147y 397 a 410 de BM95 respectivamente (SEQ ID NO: 4) (Figs. lA 'y 1B).

Primero se sintetizaron dos oligonucledtidos, el Bmtin5 (SEQ ID NO: 5) y el Bmtin3 (SEQ ID NO: 6) y se
hibridaron en la regién central de solapamiento (regién de solapamiento Tm=92°C) (Fig. 1A). Posteriormente se
realizé una reaccién de PCR con los oligonucledtidos BS (SEQ ID NO: 7) y B3 (SEQ ID NO: 8) para amplificar la
quimera de Bm95 e introducir un coddn de iniciaciéon ATG y los sitios para las enzimas de restriccion Xhol y EcoRI
para la clonacidn en el vector pAFOR1 (Fig. 1A).
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La reaccion de PCR se realiz6 usando 10 pmol de cada primer en un volumen final de 50 pl (1.5 mM MgS04,
1 X tamp6n RT/Thermus flavus (Tfl) del virus de la mieloblastosis aviaria (AMV), 0.2 mM de cada deoxinucleétido
trifosfato (ANTP), 5 unidades de AMV RT, y 5 unidades de Tl ADN polimerasa) empleando el sistema RT-PCR
Access (Promega, Madison; W1, EU). Las reacciones tuvieron lugar en un termociclador automatico Techne (modelo
TC-512, Cambridge, Inglaterra) durante 35 ciclos. Después de un paso inicial de desnaturalizacién a 94°C durante
30 segundos, cada ciclo consistié de una etapa de desnaturalizacién a 94°C durante de 30 segundos y una etapa de
anillamiento/extensién de 1 min a 68°C. Los productos de la PCR se visualizaron mediante electroforesis en un gel
de agarosa al 1% y se comparé el tamafio de los fragmentos amplificados con un patrén de bandas (1 Kb Plus DNA
Ladder, Promega). El producto de PCR (amplic6n) se purificé en columnas de resina (Wizard, Promega), y fue digerido
con las enzimas Xhol y EcoRI para clonarlo en el vector pAFOR1 y generar el vector pMBXAF3 para la expresion de
la proteina fusionada BM95-MSP1a (Fig. 1A).

La proteina MSP1a contiene péptidos repetidos en la regiéon N-terminal que se exponen sobre la superficie de A.
marginale y que estan involucrados en la interaccién del patégeno con los receptores de las células hospedadoras.
El tamafio de las regiones repetidas de MSP1a varia entre 28 y 289 aminodcidos. Estas regiones también se exponen
sobre la superficie de la bacteria cuando la proteina recombinante es expresada en E. coli.

El plasmido pAFOR1 codificante para una mutante de MSP1a que carece de 6 aminodcidos antes de las secuencias
repetidas; pero que contiene 10 aminoécidos antes de la primera regién transmembranal de la proteina putativa se usé
como vector para la expresion de los péptidos de BM95 expuestos sobre la superficie de E. coli. La quimera BM95
expresada en este estudio presentd 29 aminodcidos (Fig. 1B), lo que la sittia dentro del rango de tallas de las secuencias
repetidas de MSP1a. Adicionalmente, el promotor tac del vector pAROR1, que es altamente inducible, permitié altos
niveles de expresion de las proteinas recombinantes MSP1a nativa, MSP1a mutante y MSP1b.

Ejemplo 2
Expresion y purificacion de la proteina fusionada BM95-MSP1a

Los pldsmidos fueron transformados en la cepa JM109 de E. coli para la induccién de la expresién de la proteina
recombinante BM95-MSP1a, tal y como ocurre con las proteinas nativas MSP1a y MSP1b, usadas como control en
los experimentos. En las construcciones, los genes expresados estuvieron bajo el control del promotor de induccién
tac. Las cepas de E. coli transformadas se cultivaron en medio LB (Luria-Bertani) suplementado con 50 ug/ml de
ampicilina y 0.4% (p/v) de glucosa, a 37°C hasta una densidad 6ptica de 0.4 uDO600 nm. Para inducir la expresion
de las proteinas recombinantes se adiciond Isopropil-8-D-tio-galactésido (IPTG) hasta una concentracion final de 0.5
mM vy la incubacién se continué durante 3.5 horas.

Para producir las proteinas recombinantes, las cepas de E. coli transformadas se cultivaron en 10 ml de medio
LB durante 2 horas en un agitador orbital a 37°C y 200 rpm. Posteriormente los cultivos se inocularon en 250 ml de
medio, se incubaron en las mismas condiciones durante 4 h hasta alcanzar 1 uDO600 nm y se usaron para inocular un
termentador Biostast Bplus (B. Braun Biotech, Melsungen, Alemania) con 4 L de medio de cultivo. Las fermentaciones
en realizaron a 37°C y pH 7.0 controlado por adicién de HC1 1M 6 NaOH 4M y a una concentracién de oxigeno disuelto
en el medio superior al 30%, controlada mediante agitacién a flujo de aire constante de 0.5 1/min. El cultivo se crecid
hasta 0.4 uDO600 nm, se le ailadi6 IPTG hasta una concentracién final de 0.5 mM y se continué la fermentacién
durante 3.5 h mds para inducir la expresion de las proteinas recombinantes. El crecimiento celular se monitore6 a lo
largo de todo el proceso midiendo la densidad 6ptica a 600 nm.

Las células se cosecharon por centrifugacién a 3,800 x g durante 10 min a 4°C y posteriormente muestras de 1
g de las células precipitadas se resuspendieron en 5 ml de solucién tampén de ruptura (Tris-HCI 100 mM pH 7.5,
NaCl 150 mM, PMSF 1 mM, MgCI2 x 6H20 5 mM y Tritén X-100 0.1% (v/v)). Para romper las células se empled
un sonicador Heidolph DIAX 900 (Bandelin Sonopuls, Berlin, Alemania) equipado con una micropunta de titanio,
modelo MS73, de 3 mm de didmetro y 192 mm de longitud que se sumergié 10 mm en la suspensioén de células. La
frecuencia del equipo se fij6 en 20 kHz y la potencia actstica en 70 kW. Durante la ruptura, la suspension de células
en tubos de 15 ml se mantuvo en un bafio helado para prevenir el sobrecalentamiento. El ciclo de ruptura consistio de
intervalos de 5 segundos de actuacién y 5 segundos de descanso hasta completar 10 minutos de tiempo de ruptura total.
Después de la ruptura la fraccién de proteinas insolubles asociadas a membrana se separd de las proteinas solubles
por centrifugacion a 12,500 x g durante 15 min a 4°C y se almacend a -20°C. Posteriormente esta fraccidn se resolvid
en un gel de electroforesis como se describe méds adelante, y la banda de la proteina de interés se extrajo del gel para
usarla en los experimentos de inmunizacién en conejos.

Los niveles de expresion de las proteinas recombinantes y las concentraciones de proteinas durante la fermentacién
y en los pasos de purificacion se determinaron usando el sistema semiautomdtico para electroforesis Experion (Bio-
Rad, Hércules, CA, EU). Para hacer las determinaciones se cargaron 4 ul de las muestras en el Chip Pro 260 (Experion,
Bio-Rad) y se analizaron en el Experion siguiendo las instrucciones del fabricante.

La expresion de las proteinas recombinantes se detecté mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%
(Criterion XT, Bio-Rad). Las muestras, de 10 ug de proteinas totales, fueron aplicadas en cada pocillo y las corridas
electroforéticas se realizaron a corriente constante de 20 mA durante 4 h. Los geles se tifieron con azul brillante
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de Coomassie R250 o se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa PROTRAN BAS8S5 (Schleicher and Schuell,
Dassel, Alemania) en una unidad de transferencia semi-seca Minie-Genie Electroblotter (Idea Scientific, Corvallis,
OR, E.U.) siguiendo las instrucciones del fabricante, para luego ser analizadas por Western blot.

Para el andlisis por Western blot, las membranas de nitrocelulosa se bloquearon con una solucién de leche semi-
desnatada al 5% (p/v) durante 1 h a temperatura ambiente, se lavaron tres veces en solucién de tris tamponada (TBS,
Tris-HCI 25 mmol/L, NaCl 150 mmol/L, pH 7.6) y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con el suero de
los conejos inmunizados previamente con Gavac (Revetmex, México) o con las vacunas que contenian las proteinas
recombinantes.

Los antisueros de conejo fueron diluidos a concentraciones de 1:1000 o 1:5000 respectivamente en una solucién al
3% (p/v) de albimina sérica bovina (BSA) en solucién tampén TBS. Posteriormente, las membranas se lavaron otras
tres veces TBS y se incubaron nuevamente con un anticuerpo policlonal anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa
de rabano (horseradish peroxidase, HRP, Sigma-Aldrich) diluido 1:1000 en TBS. Después de lavar nuevamente las
membranas se rebeld el color empleando el sustrato 3,3’5,5° tetrametilbenzidina (TMB, Promega, EUA) durante 20
minutos.

El ensayo de inmunofluorescencia de células vivas, para detectar la expresién de la proteina recombinante fusio-
nada BM95-MSP1a, se hizo usando los anticuerpos policlonales contra MSP1a, BM86 y la proteina fusionada BM95-
MSP1a producidos en conejos. Como controles positivos y negativos se incluyeron las proteinas recombinantes MSP1a
y MSP1b expresadas en E. coli.

Las células inducidas de 1 ml de cultivo (aproximadamente 3x108) se separaron por centrifugacién a 5000 x g
durante 5 min. y se lavaron con 1 ml de solucién tamponada de fosfatos (PBS). Se colectaron nuevamente por cen-
trifugacién, se resuspendieron en 100 ul de suero de conejo preinmune o inmune y se incubaron durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Tras la incubacidn, fueron nuevamente separadas, lavadas con PBS y resuspendidas en 100
w1 de solucion de IgG de cabra anti-conejo marcado con fluoresceina (KPL, Inc., Gaithersburg, MD, USA) diluida
1:100 en suero de cabra al 3% (Sigma Aldrich) en PBS. Se incubaron nuevamente, durante 30 minutos a temperatura
ambiente, y el complejo célula-anticuerpos se separd por centrifugacion, se lavé con PBS y se resuspendié en 100 ul
de suero de cabra al 3% en PBS. Finalmente las células fueron extendidas en laminillas de vidrio y secadas al aire,
antes de ser fijadas en metanol y lavadas con PBS. Las extensiones de células secas se montaron sobre un portaob-
jetos con Mowiol/glicerol/1,4-diazabiciclo-(2,2,2)-octano (DAPCO, Sigma) y se examinaron con un microscopio de
epifluorescencia (Eclipse 50i, Nikon Instruments Inc., Melville, NY, USA).

Con el plasmido pMBXAF?3 construido se logré un alto nivel de expresion de la proteina fusionada BM95-MSP1a
en E. coli. En el termentador, la proteina fusionada BM95-MSP1la comenzé a acumularse después de las 0.5 h. de
induccién con IPTG y su concentracién final alcanz6 el 2.8% de la proteina total producida por las células a las 3.5 h.
de induccion (Figs. 3A y 3B).

El peso molecular de la proteina fusionada BM95-MSP1a se estimé entre 65 y 70 kDa por SDS-PAGE (Figs. 2
y 3A). Este valor estuvo en concordancia con la estimacion tedrica de 67 kDa, de los cuales, 62 kDa corresponden a
los 5 primeros aminodcidos que preceden a la proteina quimera BM95 y a la regién de MSPla y 5 kDa a la quimera
BM95 (Fig. 1B).

Se realizé un experimento para caracterizar y purificar a la proteina fusionada BM95-MSP1a. Las células de E.
coli se rompieron por sonicacién y, las fracciones de proteinas solubles e insolubles asociadas a membranas se sepa-
raron por centrifugacion. Los resultados mostraron que, tanto la proteina fusionada BM95-MSP1a como la proteina
recombinante MSP1a, se localizan en la fraccién insoluble asociada a las membranas y no hubo evidencias de su
acumulacion en el citoplasma (Fig. 4).

Ejemplo 3
Inmunizacion de conejos y preparacion de antisueros

Tres grupos de dos conejos de raza Nueva Zelanda se inmunizaron en las semanas 0, 3 y 6 con dosis de 1 ml que
contenian 50 ug de las proteinas purificadas MSP1a y de fusion BM95-MSP1a, adyuvadas en Montanide ISA 50 V2
(Seppic, Paris, Francia), y BM86 (Gavac, Revetmex, México). Las vacunas se suministraron por via subcutdnea usando
una jeringa de tuberculina con aguja de 27%2 G. Dos semanas después de la dltima inmunizacién se tomaron muestras
de sangre de cada conejo en tubos estériles, se trasladaron al laboratorio, se obtuvieron los sueros por centrifugacién
y posteriormente se almacenaron a -20°C. Los conejos se mantuvieron y cuidaron de acuerdo con las normas de Uso
de Animales de Laboratorio.

Se hizo un estudio de inmunofluorescencia con células vivas (IFA) para analizar si la proteina fusionada BM95-
MSP1a estaba expuesta sobre la superficie de E. coli (Fig. 5). Empleando como controles células de E. coli que
expresaron las proteinas recombinantes MSP1la y MSP1b y usando los sueros de conejo pre-inmune se obtuvieron
los resultados esperados (Figs. SA-L). Ademads de ello, la IFA de la cepa de E. coli que expreso la proteina de fusiéon
BM95-MSP1a mostré que la proteina estaba expuesta sobre la superficie de las células (Figs. SK-O).
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La caracterizacién antigénica de la proteina de fusion BM95-MSP1a se realiz6 por inmunofluorescencia de células
vivas. La proteina BM95-MSP1a no sélo fue reconocida por los anticuerpos especificos de conejo inmunizado con la
proteina fusionada (Fig. 50), sino también por anticuerpos contra la proteina MSP1a (Fig. SM) y contra BM86 (Fig.
5N). Ademds, los sueros de conejos inmunizados con la proteina recombinante reconocieron a la proteina fusionada
mediante Western-blot (Fig. 6). Estos resultados indicaron que los epitopos de la proteina fusionada que son expuestos
sobre la superficie de la célula se reconocieron por anticuerpos anti-BM86 y demostraron que los epitopos de BM95
se tradujeron correctamente y mantuvieron su antigenicidad atin después de la fusion.
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REIVINDICACIONES
1. Sistema de expresion de péptidos sobre la superficie bacteriana caracterizado porque comprende una regién
de anclaje a la membrana bacteriana y el péptido expuesto, donde la regién de anclaje a la membrana bacteriana es
cualquiera de las siguientes secuencias:
a. Péptido que comprende la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 1; o
b. Una secuencia aminoacidica con una identidad de al menos un 99%, 98%, 95%, 90%, o un 80% con la
SEQ ID NO: 1.
2. Sistema de expresion de péptidos segtin la reivindicacién anterior, donde la bacteria es E. coli.

3. Construccién genética que comprende, al menos, uno de los siguientes tipos de secuencias:

a. secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia aminoacidica segiin cualquiera de las reivindicaciones
1-2, 0

b. moléculas de 4cido nucléico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia polinucleotidica de a),

c. moléculas de dcido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracién del cédigo
genético,

d. secuencia de nucledtidos de a), b), 6 ¢), preferentemente de doble cadena, correspondiente a un sistema o
vector de expresion génica, operativamente enlazada con, al menos, un promotor que dirija la transcrip-
cién de dicha secuencia de nucledtidos de interés, y con otras secuencias necesarias o apropiadas para la
transcripcion y su regulacién adecuada en tiempo y lugar.

4. Plasmido que comprende la construccién genética segtin la reivindicacién 3.

5. Método para elaborar el sistema de expresion de péptidos segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-2, que
comprende los siguientes pasos:

a. Introducir una construccién genética segtin la reivindicacién, 3 o un pldsmido segun la reivindicacién 4,
en una célula hospedante.

b. Incubar la célula hospedante segiin a. en un medio de reaccién adecuado.

6. Método segtin la reivindicacién anterior, donde la célula hospedante es E. coli.

7. Péptido recombinante que comprende la secuencia aminoacidica de la invencién y la secuencia de aminodcidos
del péptido expuesto, obtenido a partir del sistema de expresion segin cualquiera de las reivindicaciones 1-2, de la
construccion genética segun la reivindicacién 3, o del plasmido segin la reivindicacién 4.

8. Sistema de expresion segln cualquiera de las reivindicaciones 1-2, construccién genética seguin la reivindi-
cacién 3, plasmido segun la reivindicacién 4 o péptido recombinante segtin la reivindicacién 7, para su uso como
medicamento.

9. Sistema de expresion segun la reivindicacion anterior, donde el medicamento es una vacuna.

10. Sistema de expresién segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde la secuencia de aminoéacidos del
péptido expuesto comprende la SEQ ID NO: 3.

11. Uso del sistema de expresion segun la reivindicacion anterior para la elaboracion de una vacuna para inmunizar
frente a garrapatas del género Rhipicephallus.

12. Uso del péptido recombinante segtin la reivindicacién 7 como inmundgeno.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC)
Universidad de Castilla-La Mancha

<120> Sistema para la expresion de péptidos sobre la superficie bacteriana.

<130> 1641.27

<160> 11

<170> PatentIn version 3.4

<210>1

<211> 529
<212> PRT

<213> Anaplasma marginale

<400> 1

Met

val

Ala

val

Phe

65

Gln

Tyr

Ala

Ile

Leu

Glu

Ala

Ala
50

His

val

Ala

Asp

Ala

130

Asp

val

Ala

Ala
Tyr
GIn
35

Glu
Asp
Gly
Thr
val
115
Asn

Phe

ASp

Ala

Ala

Ile
20

Gly
val
ser
Asp
Tyr
100
GIn
val
Asp

Phe

Arg

Asn

Leu

Glu

Glu

Gly

Lys

Leu

Ser

Glu

Arg

Met
165

ser

Trp

Ala

Ile

Glu

Leu

70

Leu

Ala

Gly

Thr

Asp

Phe

val

Arg
Ala
Ala
Ile

55

Ser
Gly
Glin
Gly
Ser
135

Thr

Gly

Leu

GlIn

Arg

Leu

Leu

Ala

Ala

120

Trp

Lys

Gly

Glu

Glu
Ala

25

Ser

Arg

Gly

Gln

Phe

105

Cys

Ser

val

val

Thr

Met
10

Leu
Gln
Asp

ser

Gly
90

Ala
Ser
Leu

Glu

ser
170

Leu

Arg

Ile

Gly

Gly

Ile

75

Leu

Asp

Ala

His

Tyr

Ala

Ser

Ser

Cys

Leu

60

Arg

Lys

Asn

ser

Gly

Gly

Asn

Gly

Lys
val
Ala
45

val
Leu
Ile
val
Leu
125
Gly

ASp

Asp

His

val
Gly
30

Pro
Arg
val
Gly
val
110
Asp
Leu

Leu

Gly

val

Ala

15

val

Leu

Ser

Leu

Glu

95

val

Ser

val

Glu

Asn
175

Asp

Ser
Tyr
Arg
His
Met
80

Gly
Ala
Ala
Ser
Ala

160

Ala

Ala
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Leu

Tyr

val

225

Pro

Pro

Ala

Arg

val

305

Leu

Leu

Ala

val

Asp

385

Leu

Arg

Phe

Gly

Ser

210

Ser

Ala

Ser

val

Lys

Ala

Glu

Ala

val

Ala

370

Gln

val

Gly

Ala

Ile

195

val

Asp

Gly

Ala

Asp

Arg

Ile

Pro

Leu

Ser

355

Ala

Gin

Phe

Thr

Ile
435

180

Ser

val

Ala

Glin

ser

260

Arg

Tyr

Thr

Arg

val

340

Ala

Gln

Lys

Ile

Tyr

Ser

Ala

Glu

245

Ser

Ala

val

Ala

Leu

325

Ala

Ser

Glu

Leu

Ala

405

Gln

Ala

Asn

Phe

Lys

val

Lys

Ala

Leu

310

Ile

Leu

Ser

Arg

His

390

Ala

Gly

Ala

ES 2352946 Bl

GlIn

Ser

215

Lys

Thr

Pro

Glu

Lys

Leu

Gly

Leu

Gln

ser

375

val

val

ser

val

Leu

200

Ala

Phe

Ala

Ser

Ala

280

Pro

Ile

Ala

Pro

Lys

360

Arg

Pro

val

Ile

val
440

185

Asp

Gly

Arg

Glu

Thr

265

Ala

Ser

Thr

ser

Leu

345

Lys

Glu

Ala

Ala

Cys

Met

Lys

Ser

val

Pro

250

val

Lys

Asp

Ala

Gly

Leu

Ala

Leu

Ile

Cys

410

Phe

Ala

Leu

Ala

Met

235

Glu

His

Gln

Thr

Phe

315

Pro

Gly

Ala

Ser

Leu

395

Ile

Leu

Thr

Asp

Ile

220

Met

His

Gly

Ala

Thr

300

Ala

Leu

Met

Gly

Ar

38

Thr

Ala

Ala

Arg

Ala

205

Asp

Phe

Glu

Lys

Tyr

285

Thr

Ile

Ile

Ala

Gly

Ala

Gly

val

Ala

190

Asp

Arg

Gly

Ala

val

270

Ala

Gin

cys

Trp

val

350

Ala

Arg

Leu

Asp

Phe

430

Gln

Thr

Gly

Gly

Gly

Leu

Ala

Gly

His

GlIn

Gln

Ser

Ala

415

val

Ser

Leu
Ala
Ala
240
Thr
Asp
val
val
Cys
320
Cys
Thr
Arg
Glu
val
400
Arg

Leu

Leu
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Glu
450

Ala

val Pro

465

Gly Gly
Ser

Asp Pro

Glu

Gly

ser

Ala Gly Ser

Gln

Cys Asp

Gly Gln

Glu
485

Gln

Gly
500

Leu val

515

Ala

<210>2
<211> 1612
<212> DNA

<213> Anaplasma marginale

<400> 2

atgaagcttc
60
ggttgcgagt
120
tgctcaggga
180
agaaatcgtg
240

ctccatacga
300

tggcgaaggg
36
tgatgttcaa
420
gacgtcgtgg
480
agaaaggggc
540
tgggaacgcg
600
tggtatatcg
66

gtttagtgcc
720

tcgaggaatt

gttgagtaca

gagatcgcga

agggatggcc

ctcgtgctta

tacgccacct

agtggtggtg

tccctgeacg

gaccttgagg

tctgcggcta

tacaatcagc

ggttccgcaa

ES 2352946 Bl

ser Cys

GIn Pro

470

Gly Gly Ala

ser val Pro

Thr Leu

520

Ala

ccatgttagc

ttttggctge

aatcgcaagg

ttgtacgcag

tgcaggttgg

atctcgcgea

cgtgctctgc

gcggcectggt

cttttgtcga

ggagcgtatt

tggataagct

tagacagagg

Ala Thr Ala

Arg Ala Thr

475

Gly val Pro
490

Pro Ala Thr

505

Gly Ala Gly

ggctaattgg

tcgtgecctt

gtgtgctccc

ccactttcat

ggataagttg

agcgtttget

cagcctrtgac

aagcaaagat

cttcatgttt

ggaaacgctt

tgatgctgac

tgcggttagce

Arg Thr
460
Glu Gly

Gly Thr

Ile Met

Ala Gln

val val

Ser val

val Ser

Ala

ser
480

Pro
495

val

510

525

cggcaagaga

atttctgtag

ctgcgtgttg

gatagtggcc

gggctacaag

gacaacgtgg

agcgcgatcg

tttgaccgtg

ggcggtgtgt

gccgggcacg

actttgtata

gatgcggctg

val Ala Gln Ala

Ala

tgcgctccaa

gggtctatgce

cagaagtcga

tttcactagg

gtttgaagat

tggttgcggc

caaacgttga

ataccaaagt

cgtacaatga

tcgatgcact

gtgtcgtatc

acaagttccg
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;gggatgatg
gggtgcgacc
agtrgaccgt
385729
gacgrrgct
g
i
1250 %

gatactgacc
1260

tgacgcgagg
1320
tgcgatcagt
1380

tagcaagtgt
1440

tgctaccgag
lgOO

ttccgtgecg
1560

tccacaactt
1612

tttggtggtg

ccgtcagcta

gcaaaagaag

tcggacacta

atctgtgegt

ctggcactag

tcgagtcaaa

gaattgtccc

gggttgagcg

cgcgggacgt

gccgetgttg

gctacagctc

ggcgttgtta

tcagccgggt

gttgctactt

<210>3
<211> 46
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Proteina quimera BM95

<400> 3

1

Cys Asp Cys ggy Glu Trp Gly Ala

ES 2352946 Bl

ctcctgegag

gtagcgttcc

cggctaagca

ctacacagct

gtttggaacc

tagcactgct

agaaggctgc

gtgcgagaca

tgcttgtgtt

ggcagggcag

taatggcaac

gtacggctca

gcggtggceag

ctgggtccgt

tgggagcagg

Met Ser Ser Ile Cys Ser Asp Phe
5

gcaagagaaa

gtcaactgtg

ggcctatgcea

tgttgtagct

taggcttata

gccattactt

cggtggtgcg

ggaagatcag

tattgctgcec

catatgtttc

acgtgaccaa

agctgtaccc

ccaagaaggc

acctcctgct

tgtggcgeag

actgccgaac

catggtaagg

ggcgtgegta

atcacggcgc

ggggcgtecg

ggtatggctg

caacgggttg

cagaagttgc

gtcgtggctt

ctagccgcat

tcgttggcag

ggtggccagce

ggggctggtg

accattatgg

gcggeggegt

ctgagcatga

tcgttgatgce

agcggtatgt

tgcttatcac

gtccgctgat

tgcatacggc

ctgctcagga

atgttceccgce

gtattgctgt

ttgtgttgtt

aagagtgtga

agcagccgcg

ttcccggaac

tcagtgtgga

daad

Gly Asn Glu Phe Cys Arg ggn Ala

10

Met Asn Lys Thr Thr Arg Asn Cys
25 30

Leu Ser Lys His val Leu Arg Lys Leu Gln Ala Cys Glu His

35

40

45
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<210> 4

<211> 569
<212> PRT
<213> Rhipicephalus microplus (Boophilus microplus)

<400> 4

Met

Gly

Arg

cys

Cys

65

Ccys

Asp

Cys

Gly

Arg

Asp

Gly

Cys

Cys

Arg
Thr

Asn

val
Asp
Arg
Ala
130
Asn
Leu

Trp

Ser

219

Gly

Ala

Ala

35

cys

Tyr

Glu

Leu

Asn

115

Thr

Cys

Cys

Asn

Pro

195

Thr

Ile

Glu

20

Glu

Pro

Lys

Ser

Thr

100

Arg

cys

val

Glu

Thr

180

Gly

Lys

Ala

Ser

Cys

Arg

ASp

Asn

85

Leu

Gly

AsSp

Pro

Lys

Ala

Ser

Glu

Leu

ser

Glu

Asp

Thr

70

Pro

Gln

Gly

Cys

Thr

150

Asn

Asn

Pro

Ala
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Phe

Ile

val

Asn

55

cys

Ser

Cys

Thr

Gly

Thr

Leu

Cys

Lys

Gly

val

cys

val

40

Met

Lys

Lys

Lys

Ala

120

Glu

Cys

Leu

ser

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Thr

Gly

Ile

105

Lys

Trp

Leu

Gln

Ala

185

Pro

val

Ala

10

Asp

Gly

Phe

Arg

ser

90

Lys

Leu

Gly

Arg

Ar

17

Ala

Asp

Cys

val

Phe

Ala

Asn

Glu

75

Cys

Asn

Arg

Ala

Pro

155

Asp

Pro

Gly

Lys

Ser

Gly

Glu

Ala

60

cys

val

ASp

Thr

Met

140

Asp

Ser

Pro

Gln

His
220

Leu

Asn

Asp

45

Ala

Ser

Cys

TYyr

Asp

Asn

Leu

Arg

Ala

Cys

205

Gly

Ile

Glu

30

Asp

Glu

Tyr

Glu

Ala

110

Gly

Lys

Thr

cys

LyS

Cys

val

15

Phe

Phe

Lys

Gly

Arg

95

Thr

Phe

Thr

Cys

Asn

Arg

Glu

Cys

val

Gln

Arg

80

Ser

ASp

Ile

Thr

Lys

Gln

Tyr

Ala

Ser
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Thr

225

Glu

val

Lys

ASp

Met

305

Lys

Asn

ser

Thr

Glin

385

val

Met

Glu

Tyr

Gln

465

Leu

ASp

Asp

Glu

Gly

Thr

290

ASp

Ser

Glu

ASp

Ser

370

Asp

Leu

Met

Glu

Lys

Cys

Arg

Lys

Gly

Glin

Thr

275

Cys

Cys

Arg

Tyr

His

355

Ile

Ile

Arg

Tyr

Glu

435

Gly

Ala

Arg

Ala

Ile

Lys

260

val

Ile

Gly

Lys

Tyr

340

Cys

Gly

Lys

Lys

Pro

420

Asn

GIn

Asp

Ser

Tyr

Thr

245

GlIn

Leu

Ser

val

Pro

325

Tyr

Lys

Lys

Ala

Leu

405

Lys

Leu

Asn

Gly

val
485

Glu

230

Cys

Thr

cys

ASp

TYyr

310

Gly

Thr

Arg

Glu

Ar

39

Gln

Leu

Cys

Lys

Tyr

470

Cys

ES 2352946 Bl

cys

Lys

Cys

Glu

Cys

Met

Pro

val

TYyr

val

375

Leu

Ala

Leu

Asp

Cys

Thr

Lys

Thr

ser

Arg

Cys

280

val

Asn

Asn

Ser

Glu

360

Phe

Ile

Cys

Ile

Ser

440

val

Thr

Ala

Cys

Ile

Pro

265

Pro

ASp

Arg

val

Phe

345

Asp

Lys

Ala

Glu

Lys

Thr

Gly

Pro

ser

250

Thr

Trp

Lys

Gln

Asn

330

Thr

Arg

val

Glu

His

410

Lys

Leu

val

Tyr

val
490

Ser

235

Tyr

Glu

Asn

Lys

Ser

315

Ile

Pro

val

Glu

Asn

Lys

Asp

Glu

475

Ser

Gly

Thr

ASp

Gln

Cys

Asn

Asn

Leu

Ile

380

Pro

Ile

ser

Asn

AsSn

460

Met

Cys

Ser

val

cys

His

285

His

Tyr

Glu

Ile

Leu

Gly

Ala

GlIn

445

Leu

Thr

Asn

Thr

ser

Ar

27

Leu

Glu

Cys

Arg

Ser

350

Ala

Asn

Ser

Glu

Thr

430

Glu

Phe

Arg

Glu

val

Cys

val

val

Glu

Pro

Leu

335

Phe

Ile

Cys

Lys

Ala

Trp

Gly

Asn
495

Ala

240

Thr

GlIn

Gly

Phe

Trp

Leu

ASp

Arg

Thr

Tyr

400

Cys

Ile

Ala

Phe

Ar

48

Glu
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Gln

Lys

cys

ASp

Cys

<210>5

<211> 83
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

Leu

Ala

Ile

530

Lys

Pro

Glu

Asn

515

Glu

Lys

Asp

Arg

Leu

Asp

<223> oligonucleétido Bmtin5

<400> 5

Ala

Gln

Thr

Glu

His
565

ES 2352946 Bl

Asn

Cys

Thr

550

Glu

Lys

Pro

535

val

Cys

Gl

<

Pro

520

Asn

Tyr

Ser

Gln Ile Cys

505

Asp Thr Lys

Pro Lys Glu

Lys Asn His
555

Arg

val Tyr Glu
510

Pro Gly Glu
525

1le GIn Glu
540

Lys Ala Glu

Asn Gly

Ile Gly

Cys Gln

Cys LysS
560

gggtcatcca tttgctctga cttcgggaac gagttctgtc gcaacgcttg tgactgtggt

ggatggggtg cgatgaacaa gac

<210> 6

<211> 85
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> oligonucleétido Bmtin3

<400> 6

gggctcgcat gcttgtagtt tcctgagcac gtgttttgac agacagttcc gtgtggtctt

ggtcatcgca ccccattcac cacag

<210>7

<211> 33
<212> DNA
<213> Artificial
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ES 2352946 Bl

<220>
<223> oligonucleétido B5

<400> 7

gcctcgagat gtcatccatt tgctctgact tcg
3

<210> 8

<211> 38
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleétido B3

<400> 8

ccggaattct catgctcgca tgcttgtagt ttcctgag
38

<210>9

<211> 6950
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> plasmido pAFOR1
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<400> 9

catcataacg
60
tataatgtgt
120
acagctatcg
180
gcttctcgag
40
cgagtgttga
300
agggagagat
36
tcgtgaggga
42
tacgactcgt
480
aagggtacgc
54
ttcaaagtgg
600
cgtggtccct
660
ggggcgacct
720
acgcgtctgc
78
tatcgtacaa

840
gtgccggttc

gttctggcaa

ggaattgtga

cgattgcagt

gaattccatg

gtacattttg

cgcgaaatcg

tggccttgta

gcttatgcag

cacctatctc

tggtgcgtgc

gcacggcggc

tgaggctttt

ggctaggagc

tcagctggat

cgcaatagac

ES 2352946 Bl

atattctgaa

gcggataaca

ggcactggcet

ttagcggcta

gctgctcgtg

caagggtgtg

cgcagccact

gttggggata

gcgcaagcegt

tctgccagec

ctggtaagca

gtcgacttca

gtattggaaa

aagcttgatg

agaggtgcgg

atgagctgtt

atttcacaca

ggtttcgcta

attggcggca

cccttatttc

ctccectgeg

ttcatgatag

agttggggct

ttgctgacaa

ttgacagcgc

aagattttga

tgtttggcgg

cgcttgecgg

ctgacacttt

ttagcgatgc

gacaattaat

ggagatatca

ccgttgcgea

agagatgcgc

tgtaggggtc

tgttgcagaa

tggcctttca

acaaggtttg

cgtggtggtt

gatcgcaaac

ccgtgatacc

tgtgtcgtac

gcacgtcgat

gtatagtgtc

ggctgacaag

catcggctcg

tatgaaaaag

agcttatgaa

tccaaggttg

tatgctgctc

gtcgaagaaa

ctaggctcca

aagattggcg

gcggctgatg

gttgagacgt

aaagtagaaa

aatgatggga

gcacttggta

gtatcgttta

ttccgtgtga
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900
tgatgtttgg
960
cgaccccgtc
1020

accgtgcaaa
108

agccttcgga
1140

ttgctatctg
1200

gctgcctggc
126
gtgcttcgag
1320
ctagggaatt
1380

tgaccgggtt
1440

L
tcagtgccgc
156

agtgtgctac
162

ccgagggcgt
1680
tgccgtcage
1740

aacttgttgc
1800

ctcgatcgag
1860

aaacagaatt
1920

gaagtgaaac
198
tgccaggcat
2040

ttgtttgtcg
2100

tgcgaagcaa
216

aattaagcag

tggtgctcct

agctagtagc

agaagcggct

cactactaca

tgcgtgtttg

actagtagca

tcaaaagaag

gtcccgtagcg

gagcgtgctt

gacgtggcag

tgttgtaatg

agctcgtacg

tgttagcggt

cgggtctggg

tactttggga

tgagagaaga

tgcctggcegg

gccgtagege

caaataaaac

gtgaacgctc

cggcccggag

aaggccatcc
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gcggggcaag

gttccgtcaa

aagcaggcct

cagcttgttg

gaacctaggc

ctgctgccat

gctgecggtg

agacaggaag

gtgtttattg

ggcagcatat

gcaacacgtg

gctcaagctg

ggcagccaag

tccgtacctce

gcaggtgtgg

ttttcagect

cagtagcgcg

cgatggtagt

gaaaggctca

tcctgagtag

ggtggcgggce

tgacggatgg

agaaaactgc

ctgtgcatgg

atgcaggcgt

tagctatcac

ttataggggc

tacttggtat

gtgcgcaacg

atcagcagaa

ctgccgtegt

gtttcctage

accaatcgtt

tacccggtgg

aaggcggggce

ctgctaccat

cgcaggcggc

gatacagatt

gtggtcccac

gtggggtctc

gtcgaaagac

gacaaatccg

aggacgcccg

cctttttgcg

10

cgaacctgag

taaggtcgtt

gcgtaagegg

ggcgctgctt

gtccggtecg

ggctgtgecat

ggttgctgct

gttgcatgtt

ggcttgtatt

cgcatttgtg

ggcagaagag

ccagcagcag

tggtgttccc

tatggtcagt

ggcgtaatga

aaatcagaag

ctgaccccat

cccatgcgag

tgggcctttc

ccgggagegg

ccataaactg

tttctacaaa

catgaggctg

gatgcagttg

tatgtggcga

atcacggcgt

ctgatttggg

acggcagtga

caggagaggt

cccgegatac

gctgttgacg

ttgtttgcga

tgtgatagca

ccgegtgceta

ggaacttccg

gtggatccac

agatcgatct

cggtctgata

gccgaactca

agtagggaac

gttttatctg

atttgaacgt

ccaggcatca

ctcttttgtt
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2220

tatttttcta
2280

ttcaataata
2340

ccttttttge
2400

aagatgctga
2460

taagatcct
520

ttctgctatg
2580

catacacta
640

cggatggcat
2700
cg%ccaactt
2760

acatggggga
2820

caaacgacga
2880

taactggcga
2940

ataaagttgc
3000

aatctggagc
3060

agcecctcecg
3120

atagacagat
3188
tttactcata
3240

tgaagatcct
3300

33857

taatctgctg
3420

aagagctacc
3480

ctgtccttct

aatacattca

ttgaaaaagg

ggcattttgc

agatcagttg

tgagagtttt

tggcgeggta

ttctcagaat

gacagtaaga

acttctgaca

tcatgtaact

gcgtgacacc

actacttact

aggaccactt

cggtgagcgt

tatcgtagtt

cgctgagata

tatactttag

ttttgataat

ccccgtagaa

cttgcaaaca

aactcttrttt

agtgtagccg
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aatatgtatc

aagagtatga

cttcctgttt

ggtgcacgag

cgccccgaag

ttatcccgtg

gacttggttg

gaattatgca

acgatcggag

cgccatgatc

acgatgcctg

ctagcttccc

ctgcgctecgg

gggtctegeg

atctacacga

ggtgcctcac

attgatttaa

ctcatgacca

aagatcaaag

dddaaaccac

ccgaaggtaa

tagttaggcc

11

cgctcatgag

gtattcaaca

ttgctcaccc

tgggttacat

aacgttttcc

ttgacgccgg

agtactcacc

gtgctgccat

gaccgaagga

gttgggaacc

tagcaatggc

ggcaacaatt

ccctteegge

gtatcattgc

cggggagtca

tgattaagca

aacttcattt

aaatccctta

gatcttcttg

cgctaccage

ctggcttcag

accacttcaa

acaataaccc

tttccgtgtc

agaaacgctg

cgaactggat

aatgatgagc

gcaagagcaa

agtcacagaa

aaccatgagt

gctaaccgct

ggagctgaat

aacaacgttg

aatagactgg

tggctggttt

agcactggag

ggcaactatg

ttggtaactg

ttaatttaaa

acgtgagttt

agatcctttt

ggtggtttgt

cagagcgcag

gaactctgta

tgataaatgc

gcccttattce

gtgaaagtaa

ctcaacagcg

acttttaaag

ctcggtcgec

aagcatctta

gataacactg

tttttgcaca

gaagccatac

cgcaaactat

atggaggcgg

attgctgata

ccagatggta

gatgaacgaa

tcagaccaag

aggatctagg

tcgttccact

tttctgcegceg

ttgccggatc

ataccaaata

gcaccgecta
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3540

catacctcgc
3600

ttaccgggtt
3660

3933 o

agcgtgagca
378
taagcggcag
3840

atctttatag
3900

cgtcaggggg
3960

ccttttgctg
4020

accgtattac
408

gcgagtcagt
4140
tgtgcggtat
420
ggtgtggtag
2360

ttcgetttct
432

T

gattagggtg
4440
acgttggagt
4500

cctatctcgg
4560

aaaaatgagc
4620

ggatctggtg
4680

tccgetatceg
4740

cgtctggect
4800

cggattctcc

tctgctaatc

ggactcaaga

caCacagccc

ttgagaaagc

ggtcggaaca

tcctgtcggg

gcggagccta

gccttttget

cgcctttgag

gagcgaggaa

ttcacaccgc

ttacgcgcag

tcccttectt

ctttagggtt

atggttcacg

ccacgttctt

tctattcrtt

tgatttaaca

cactctcagt

ctacgtgact

tcctgtagec

gtgggaacaa
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ctgttaccag

cgatagttac

agcttggagc

gccacgcttc

ggagagcgcea

tttcgccacc

tggaaaaacg

cacatgttct

tgagctgata

gcggaagagce

agatcctgac

cgtgaccgct

tctcgecacg

ccgatttagt

tagtgggcca

taatagtgga

tgatttataa

aaaatttaac

acaatctgct

gctcgacctg

agctttcatc

acggcggatt

tggctgectge

cggataaggc

gaacgaccta

ccgaagggag

cgagggagct

tctgacttga

ccagcaacgc

ttcctgegtt

ccgetecgecg

gcctgatgeg

gcgecctgta

acacttgcca

ttcgecgget

gctttacggc

tcgccctgat

ctcttgttcc

gggattttgc

gcgaatttta

ctgatgccge

cagcaattca

aacattaaat

gaccgtaatg

12

cagtggcgat

gcagcggtcg

caccgaactg

aaaggcggac

tccaggggga

gcgtcogattt

ggcctrttta

atcccctgat

cagccgaacg

gtattttctc

gcggegeatt

gcgecctagce

ttccecgtca

acctcgaccc

agacggtttt

aaactggaac

cgatttcggc

acaaaatatt

atagttaagc

acgccatcaa

gtgagcgagt

ggataggtta

aagtcgtgtc

ggctgaacgg

agatacctac

aggtatccgg

aacgcctggt

ttgtgatgct

cggttcctgg

tctgtggata

accgagcgca

cttacgcatc

aagcgeggeg

gceccgcectect

agctctaaat

caaaaaactt

tcgecectttg

aacactcaac

ctattggtta

aacgtttaca

cagtatacac

aaataattcg

aacaacccgt

cgttggtgta
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4860
gatgggcgca
4920
aggaagatcg
2980
gcgccattcg
5040
ctattacgc

100
ggggttttcc

agctgtttcc
5220

gcataaagtg
5280

gctcactgcec
5340

aacgcgcggg

540

gagacgggca
460

tccacgcetgg
5520

taacatgagc
5580

agcccggact
5640

atcgcagtgg

570
cactccagt
760

tgccagccag
5820

atttgctggt
5880

gagaaaataa
5940

ttagtgcagg
6008

agcccactga
6060

cttcgttcta
6120

gccgcgacaa

tcgtaaccgt

cactccagcc

ccattcaggc

cagctggcga

cagtcacgac

tgtgtgaaat

taaagcctgg

cgctttccag

gagaggcggt

acagctgatt

tttgccccag

tgtcttcggt

cggtaatggc

gaacgatgcc

cgcctteceg

ccagacgcag

gacccaatgc

tactgttgat

cagcttccac

cgcgttgege

ccatcgacac

tttgcgacgg

ES 2 352

gcatctgcca

agctttccgg

tgcgcaactg

aaggggoatg

gttgtaaaac

tgttatccgce

ggtgcctaat

tcgggaaacc

ttgcgtattg

gcccttcacc

caggcgaaaa

atcgtcgtat

gcgcattgeg

ctcattcagc

ttccgetatc

acgcgeccgag

gaccagatgc

gggtgtctgg

agcaatggca

gagaagattg

caccacgctg

cgcgtgcagg

946 B1

gtttgaggag

caccgcttct

ttgggaaggg

tgctgcaagg

gacggccagt

tcacaattcc

gagtgagcta

tgtcgtgeca

ggcgcecagygg

gcectggecect

tcctgtttga

cccactaccg

cccagcgeca

atttgcatgg

ggctgaattt

acagaactta

tccacgcecca

tcagagacat

tcctggtcat

tgcaccgccg

gcacccagtt

gccagactgg

13

acgacgacag

ggtgccggaa

cgatcggtgc

cgattaagtt

gaatccgtaa

acacaacata

actcacatta

gctgcattaa

tggtttttct

gagagagttg

tggtggttga

agatatccgc

tctgatcgtt

tttgttgaaa

gattgcgagt

atgggcccgce

gtcgcgtacc

caagaaataa

ccagcggata

ctttacaggc

gatcggcgcg

aggtggcaac

tatcggectc

accaggcaaa

gggcctcttc

gggtaacgcc

tcatggtcat

cgagccggaa

attgcgttgc

tgaatcggcc

tttcaccagt

cagcaagcgg

cggcgggata

aCCaacgcgc

ggcaaccagc

accggacatg

gagatattta

taacagcgcg

gtcttcatgg

cgccggaaca

gttaatgatc

ttcgacgccg

agatttaatc

gccaatcagc
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6180

aacgactgtt
624

atcgccgctt
630

cgggaaacgg
6360
ttcacattca
6420

ttttgcacc
480

gacacccgcc
6540

acagacaagc
660

cgaaacgcgce
6660

ccatacccac

tgcccgecag

ccactttrttc

tctgataaga

ccaccctgaa

attccatggt

aacacccgct

tgtgaccgtc

gaggcagcaa

gccgaaacaa

6720

cggtgatgtc ggcgatatag
6780

cgatgcgtcc ggcgtagagg

6840

gcgtcaggca gccatcggaa
6900

tcgtgtegcet
6950

caaggcgcac

<210> 10
<211> 7090
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> plasmido pMBXAF3

<400> 10

cgtcataacg gttctggcaa
tataatgtgt ggaattgtga
120
acagctatcg cgattgcagt
180
gcttctcgag atgtcatcca
240

tgactgtggt gaatggggtg
300
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ttgttgtgec
ccgegttttc
gacaccggca
ttgactctct
gtcgaattgc
gacgcgccct
tccgggaget
ggagatggcg
gcgctcatga
gcgccagcaa
atccggagct
gctgtggtat

tccegttctg

atattctgaa

gcggataaca

ggcactggct

tttgctctga

cgatgaacaa

acgcggttag
gcagaaacgt
tactctgcga
tccgggeget
tgcaggtcga
gacgggcttg
gcatgtgtca
cccaacagtc
gcccgaagtg
ccgcacctgt
tatcgactgc
ggctgtgcag

gataatgttt

atgagctgtt
atttcacaca
ggtttcgcta
cttcgggaac

gaccacacgg

14

gaatgtaatt

ggctggcectg

catcgtataa
atcatgccat
gggggtcatg
tctgctcccg
gaggttttca
ccccggecac
gcgagcccga
ggcgeccggtg
acggtgcacc
gtcgtaaatc

tttgcgccga

gacaattaat

ggagatatca

ccgttgecgea

gagttctgtc

aactgtctgt

cagctccgcc

gttcaccacg
cgttactggt
accgcgaaag
gctgcgcccc
gcatccgctt
ccgtcatcac
gggcctgeca
tcttccccat
atgccggeca
aatgcttctg

actgcataat

catcggctcg

tatgaaaaag

agcttatgaa

gcaacgcttg

caaaacacgt
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gctcaggaaa
360
agagatgcgc
420
tgtaggggtc
480
tgttgcagaa
540
tggcctttca
600
acaaggtttg
660
cgtggtggtt
720
gatcgcaaac

780

ccgtgatacc
840
tgtgtcgtac
900
gcacgtcgat
960
gtatagtgtc
1020
ggctgacaag
1080
cgaacctgag
1140
taaggtcgtt
1200
gcgtaagcgg
1260
ggcgetgett
1328
gtccggtccg
1380
ggctgtgceat
1440
ggttgctgct
1500
gttgcatgtt
1560

gcttgtatt
%620 9

ctacaagcat

tccaaggttg

tatgctgctc

gtcgaagaaa

ctaggctcca

aagattggcg

gcggctgatg

gttgagacgt

aaagtagaaa

aatgatggga

gcacttggta

gtatcgttta

ttccgtgtga

catgaggctg

gatgcagttg

tatgtggcga

atcacggcgt

ctgatttggg

acggcagtga

caggagaggt

cccgegatac

gctgttgacg

ES 2 352

gcgagcatga

cgagtgttga

agggagagat

tcgtgaggga

tacgactcgt

aagggtacgc

ttcaaagtgg

cgtggtccct

ggggcgacct

acgcgtctgce

tatcgtacaa

gtgccggttc

tgatgtttgg

cgaccccgtce

accgtgcaaa

agccttcgga

ttgctatctg

gctgeetgge

gtgcttcgag

ctagggaatt

tgaccgggtt

cgaggcgegg

946 B1

gaattccatg

gtacattttg

cgcgaaatcg

tggccttgta

gcttatgcag

cacctatctc

tggtgcgtgc

gcacggeggce

tgaggctttt

ggctaggagc

tcagctggat

cgcaatagac

tggtgctect

agctagtagc

agaagcggcet

cactactaca

tgcgtgtttg

actagtagca

tcaaaagaag

gtcccgtgeg

gagcgtgctt

gacgtggcag

15

ttagcggcta
gctgctcgtg
caagggtgtg
cgcagccact
gttggggata
gcgcaagegt
tctgccagec
ctggtaagca
gtcgacttca
gtattggaaa
aagcttgatg
agaggtgcgg
gcggggcaag
gttccgtcaa
aagcaggcect
cagcttgttg
gaacctaggc
ctgctgccat
gctgecggtg
agacaggaag
gtgtttattg

ggcagcatat

attggcggca

cccttatttc

ctcccctgeg

ttcatgatag

agttggggct

ttgctgacaa

ttgacagcgce

aagattttga

tgtttggcgg

cgcttgeegg

ctgacacttt

ttagcgatgc

agaaaactgc

ctgtgcatgg

atgcaggcgt

tagctatcac

ttataggggc

tacttggtat

gtgcgcaacg

atcagcagaa

ctgcegtcgt

gtttcctagce
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cgcatttgtg
1680

ggcagaagag
1740
ccagcagcag
180

tggtgttccc
1860

tatggtcagt
19820

ggcgtaatga
1980
aaatcagaag
2040

ctgaccccat
2100

cccatgcgag
2160

tgggcctttc
2220

ccgggagcgg
2280
ccataaactg
2340

tttctacaaa
2400

acaataaccc
2460

tttccgtotc
2520

agaaacgctg
2580

cgaactggat
2640

aatgatgagc
2700
gcaagagcaa
2760
agtcacagaa
2820
aaccatgagt
2880 949

gctaaccgct
2940

ttgtttgcga

tgtgatagca

ccgegtgcta

ggaacttccg

gtggatccac

agatcgatct

cggtctgata

gccgaactca

agtagggaac

gttttatctg

atttgaacgt

ccaggcatca

ctcttttgtt

tgataaatgc

gcccttattce

gtgaaagtaa

ctcaacagcg

acttttaaag

ctcggtcgec

aagcatctta

gataacactg

tttttgcaca
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tcagtgcegce

agtgtgctac

ccgagggegt

tgccgtcage

aacttgttgc

ctcgatcgag

aaacagaatt

gaagtgaaac

tgccaggcat

ttgtttgtcg

tgcgaagcaa

aattaagcag

tatttttcta

ttcaataata

ccttttttge

aagatgctga

gtaagatcct

ttctgctatg

gcatacacta

cggatggeat

cggccaactt

acatggggga

tgttgtaatg

agctcgtacg

tgttagcggt

cgggtctggg

tactttggga

tgagagaaga

tgcctggcgag

gccgtagegce

caaataaaac

gtgaacgctc

cggcccggag

aaggccatcc

aatacattca

ttgaaaaagg

ggcattttgce

agatcagttg

tgagagtttt

tggcgeggta

ttctcagaat

gacagtaaga

acttctgaca

tcatgtaact

16

gcaacacgtg

gctcaagctg

ggcagccaag

tccgtaccte

gcaggtgtgg

ttttcagect

cagtagcgcg

cgatggtagt

gaaaggctca

tcctgagtag

ggtggcgggc

tgacggatgg

aatatgtatc

aagagtatga

cttcctgttt

ggtgcacgag

cgccccgaag

ttatcccgtg

gacttggttg

gaattatgca

acgatcggag

cgccatgatc

accaatcgtt

tacccggtagg

aaggcggggc

ctgctaccat

cgcaggcggce

gatacagatt

gtggtcccac

gtggggtctc

gtcgaaagac

gacaaatccg

aggacgcccg

cctttttgcg

cgctcatgag

gtattcaaca

ttgctcaccc

tgggttacat

aacgttttcc

ttgacgcegg

agtactcacc

gtgctgccat

gaccgaagga

gttgggaacc
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ggagctgaat
3000

aacaacgttg
3060

aatagactgg
3120

tggctggttt
3180
agcactgggg
3240
ggcaactatg
3300
ttggtaactg
3360

ttaatttaaa
3420

acgtgagttt
3480g g

agatcctttt
3540

ggtggtttgt
360
cagagcgcag
3660
gaactctgta
3720
cagtggcgat
3780g g
gcagcggtcg
840

caccgaactg
3900

aaaggcggac
3968
tccaggggga
4020
gcgtcgattt
4080

ggccttttta
4140

atcccctgat
4200

cagccgaacg
4260

gaagccatac

cgcaaactat

atggaggcgg

attgctgata

ccagatggta

gatgaacgaa

tcagaccaag

aggatctagg

tcgttccact

tttctgegeg

ttgccggatc

ataccaaata

gcaccgecta

aagtcgtgtc

ggctgaacgg

agatacctac

aggtatccgg

aacgcctggt

ttgtgatgct

cggttcctgg

tctgtggata

accgagcgca
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caaacgacga

taactggcga

ataaagttgc

aatctggagc

agccctceccg

atagacagat

tttactcata

tgaagatcct

gagcgtcaga

taatctgctg

aagagctacc

ctgtccttcet

catacctcgc

ttaccgggtt

ggggttcgtg

agcgtgagea

taagcggcag

atctttatag

cgtcaggggg

ccttttgetg

accgtattac

gcgagtcagt

gcgtgacacc

actacttact

aggaccactt

cggtgagcgt

tatcgtagtt

cgctgagata

tatactttag

ttttgataat

cccecgtagaa

cttgcaaaca

aactcttttt

agtgtagccg

tctgctaatc

ggactcaaga

cacacagccc

ttgagaaagc

ggtcggaaca

tcctgtcggg

gcggagcecta

gcettttget

cgcctttgag

gagcgaggaa
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acgatgcctg

ctagcttecc

ctgcgetegg

gggtctcgcg

atctacacga

ggtgcctcac

attgatttaa

ctcatgacca

aagatcaaag

ddadaaccac

ccgaaggtaa

tagttaggcc

ctgttaccag

cgatagttac

agcttggagc

gccacgette

ggagagcgca

tttcgecacc

tggaaaaacg

cacatgttct

tgagctgata

gcggaagagc

tagcaatggc

ggcaacaatt

ccctteegge

gtatcattgc

cggggagtca

tgattaagca

aacttcattt

aaatccctta

gatcttcttg

cgctaccagc

ctggcttcag

accacttcaa

tggctgctge

cggataaggc

gaacgaccta

ccgaagggag

cgagggagct

tctgacttga

ccagcaacgc

ttcctgegtt

ccgectegecy

gcctgatgeg
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gtattttctc
4320

gcggcgeatt
4380
gcgeectage
4440

ttcccegtca
4500

acctcgaccc
4560

agacggtttt
4620
aaactggaac
4680

cgatttcggce
4740

acaaaatatt
4800

atagttaagc
4860

acgccatcaa
4920

gtgagcgagt
4980
ggataggtta
5040
acgacgacag
5100
ggtgccggaa
5160
cgatcggtgc
5220

cgattaagtt
5280

gaatccgtaa
5340

acacaacata
5400

actcacatta
5460

gctgcattaa
5520

tggtttttct
5580

cttacgcatc

aagcgcggcyg

gcccgetect

agctctaaat

Caaaaaactt

tcgccctttg

aacactcaac

ctattggtta

aacgtttaca

cagtatacac

aaataattcg

aacaacccgt

cgttggtgta

tatcggcctc

acCaggcCaaa

gggcctcttce

gggtaacgcc

tcatggtcat

cgagccggaa

attgcgttgc

tgaatcggcec

tttcaccagt
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tgtgcggtat

ggtgtggtgg

ttegetttet

cgggggctcc

gattagggtg

acgttggagt

cctatctcgg

aaaaatgagc

ggatctggtg

tccgetateg

cgtctggect

cggattctcc

gatgggcgca

aggaagatcg

gcgecattcg

gctattacgc

agggttttcc

agctgtttcc

gcataaagtg

gctcactgcec

adcgcgcgag

gagacgggca

ttcacaccgc

ttacgcgcag

tcccttectt

ctttagggtt

atggttcacg

ccacgttctt

tctattcttt

tgatttaaca

cactctcagt

ctacgtgact

tcctgtagec

gtgggaacaa

tcgtaaccgt

cactccagcc

ccattcaggc

cagctggcga

cagtcacgac

tgtgtgaaat

taaagcctgg

cgctttccag

gagaggcggt

acagctgatt
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agatcctgac

cgtgaccgcet

tctcgecacg

ccgatttagt

tagtgggcca

taatagtgga

tgatttataa

aaaatttaac

acaatctgct

gctcgacctg

agctttcatc

acggcggatt

gcatctgcca

agctttcegg

tgcgcaactg

aagggggatg

gttgtaaaac

tgttatccge

ggtgcctaat

tcgggaaacc

ttgcgtattg

gcccttcace

gcgcecctgta

acacttgcca

ttcgecgget

gctttacggc

tcgecectgat

ctcttgttcc

gggattttgc

gcgaatttta

ctgatgccgce

cagcaattca

aacattaaat

gaccgtaatg

gtttgagggg

caccgcttct

ttgggaaggg

tgctgcaagg

gacggccagt

tcacaattcc

gagtgagcta

tgtcgtgcca

ggcgccaggg

gcctggecct
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gagagagttg
5640
tggtggttga
5700

agatatccgc
5760

tctgatcgtt
5820

tttgttgaaa
588

gattgcgagt
5940
atgggcccgce
6000

gtcgcgtacc
6060

caagaaataa
6120

ccagcggata
6180

ctttacaggc
6240

gatcggcgeg
6300
aggtggcaac
6360
gaatgtaatt
6420
ggctggcctg
6480

catcgtataa
6540

atcatgccat
6600

gggggtcatg
6660
tctgetececg
6720

gaggttttca
6780

cceccggecac
6840g

gcgageccga
6900

cagcaagcgg

cggcgggata

accaacgcgc

ggcaaccagc

accggacatg

gagatattta

taacagcgcg

gtcttcatgg

cgccggaaca

gttaatgatc

ttcgacgecg

agatttaatc

gccaatcagc

cagctccgcec

gttcaccacg

cgttactggt

accgcgaaag

gctgegeccc

gcatccgett

ccgtcatcac

gggcctgeca

tcttcccecat
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tccacgetgg

taacatgagc

agcccggact

atcgcagtgg

gcactccagt

tgccagccag

atttgctggt

gagaaaataa

ttagtgcagg

agcccactga

cttcgttcta

gcecgcgacaa

aacgactgtt

atcgccgett

cgggaaacgg

ttcacattca

gttttgcacc

gacacccgcc

acagacaagc

cgaaacgcgc

ccatacccac

cggtgatgtc

tttgccccag

tgtcttcggt

cggtaatggc

gaacgatgcc

cgcctteceg

ccagacgcag

gacccaatgc

tactgttgat

cagcttccac

cgcgttgege

ccatcgacac

tttgcgacgg

tgcccgecag

ccactttttc

tctgataaga

ccaccctgaa

attccatggt

aacacccgct

tgtgaccgtc

gaggcagcaa

gccgaaacaa

ggcgatatag
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caggcgaaaa

atcgtcgtat

gcgcattgeg

ctcattcagc

ttccgctatc

acgcgccgag

gaccagatgc

gggtgtctgg

agcaatggca

gagaagattg

caccacgctg

cgcgtgcagg

ttgttgtgcc

ccgegtttte

gacaccggca

ttgactctct

gtcgaattgc

gacgcgecct

tccgggaget

ggagatggcg

gcgctcatga

gcgccagcaa

tcctgtttga

cccactaccg

cccagcgeca

atttgcatgg

ggctgaattt

acagaactta

tccacgcecca

tcagagacat

tcctggtcat

tgcaccgccg

gcacccagtt

gccagactgg

acgcggttgg

gcagaaacgt

tactctgcga

tccgggeget

tgcaggtcga

gacgggcttg

gcatgtgtca

cccaacagtc

gcccgaagtg

ccgecacctgt
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%gggccggtg atgccggeca cgatgegtcce ggcgtagagg atccggagct tatcgactge
9

ggggtgcacc aatgcttctg gcgtcaggca gccatcggaa gctgtggtat ggetgtgeag

gtcgtaaatc actgcataat tcgtgtcgct caaggcgcac tcccgttctg gataatgttt
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7080

tttgcgccga
7090

<210> 11

<211> 583
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> proteina fusionada BM95-MSP1a

<400> 11

Met
1

Phe

Thr

Cys

Arg
65

Ile

Gly

Gly

Ile

Leu

145

Asp

Lys

Cys

Thr

Glu
50

Ser

Ser

cys
Leu
Ar
13

Lys

Asn

Leu

Arg

Arg
35

His

Lys

val

Ala

val
115
Leu

Ile

val

Leu

Asn
20

Asn

Glu

val

Gly

Pro
100

Arg

val

Gly

val

Glu

Ala

Cys

Asn

Ala

val
85

Leu

Ser

Leu

Glu

val
165

Met

cys

Leu
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ser

70

Tyr

Arg
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Ser

Asp

ser

Met
55

val

Ala

val
Phe
GIn
135

Tyr

Ala

Ser

Cys

Glu

Ala

Ala

His
120
val

Ala

ASp

Ile

Gly
25

His

Ala
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Gln

Glu
105

ASp

Gly

Thr

val

20

Cys
10

Glu

val

Ala

Ile

Gly
90

val

Ser

Asp

Tyr

Gln
170

Ser

Trp

Leu

Asn

Leu
75

Glu

Glu

Gly

Lys

Leu

155

ser

Asp

Gly

Arg

Trp
60

Ala

Ile

Glu

Leu
Leu
140

Ala

Gly

Phe

Ala

Lys

Arg

Ala

Ala

Ile

ser
125
Gly

Gln

Gly

Gly

Met
30

Leu

Gin

Arg

Lys

val

110

Leu

Leu

Ala

Ala

Asn
15

Asn

GIn

Glu

Ala

ser
95

Arg

Gly

GIn

Phe

Glu

Lys

Ala

Met

Leu
80

Gln

Asp

ser

Gly

Ala

160

ser
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Declaracién

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-12

1-12

Sl
NO

Sl
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud:200801129

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la
realizacién de esta opinién.

Documento NUmero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 DE LA FUENTE J. ET AL., "Characterization of the
functional domain of major surface protein 1a involved

in adhesion of the rickettsia Anaplasma marginale

to host cells". Veterinary Microbiology (2003),

91, 265-283, todo el documento

D02 GARCIA-GARCIA J.C. ET AL., "Control of ticks resistant
to immunization with Bm86 in cattle vaccinated with
recombinant antigen Bm95 isolated from cattle tick,
Boophilus microplus”. Vaccine (2000), 18, 2275-2287,
todo el documento.

D03 0182957 Al (UNIV FEDERAL VISCOSA) 08.11.2001
D04 DE LA FUENTE J. ET AL., "Molecular philogeny and
biogeography of North American isolates of Anaplasma
marginale (Rickettsiaceae: Ehrlichieae)". Veterinary
Parasitology (2001), 97, 65-76, todo el documento.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucidn de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La invencion de la presente solicitud se refiere a un sistema de expresion de polipéptidos recombinantes sobre la superficie
bacteriana, en particular de E. coli. Este sistema esta caracterizado porque se utiliza como regién de anclaje a la membrana
la secuencia conservada N-terminal de la proteina MSP1la de Anaplasma marginale. En una realizacion preferente de la
invencion el polipéptido recombinante esta formado por la fusién de la proteina quimera Bm95 a la regién N-terminal de la
proteina MSP1a mutante. El sistema de expresion se utiliza para elaborar vacunas.

1.- NOVEDAD
Las reivindicaciones 1-12 cumplen con el requisito de novedad.

2.- ACTIVIDAD INVENTIVA

El documento DO1 se refiere a la caracterizacion del dominio funcional de MSP1a implicado en la adhesion de Anaplasma
marginale a las células huésped. Este documento describe el plasmido pAFOR1 que se utiliza para la expresion en E. coli de
una proteina mutante MSP1la que carece de las repeticiones en tandem (figura 1). De acuerdo con este documento la
estructura primaria deducida de MSP1a es consistente con proteinas de membrana. Segun los resultados obtenidos por los
autores parece que el motivo de direccion de la secrecion y de anclaje a la membrana de E. coli se localiza en los diez
aminoécidos situados a continuacion de la primera repeticion y antes de la primera region transmembrana. Esta es la Unica
regién que contiene pAFOR1. En este sentido los 10 aminoacidos situados antes del la primera region trasmembrana
pueden contener una sefial de secrecion y anclaje de A. marginale.

El documento D02 describe el aislamiento del gen Bm95 de la cepa A de Boophilus microplus,. Este gen se utiliza para
producir una proteina recombinante empleada como antigeno de una vacuna capaz de proteger al ganado frente a
infecciones causadas por cepas de garrapatas sensibles y resistentes a Bm86. Este hecho sugiere que el antigeno Bm95 de
la cepa A podria ser un antigeno de caracter mas universal para proteger al ganado frente a infecciones causadas por cepas
Boophilus microplus procedentes de diversas areas geograficas.

El documento D03 describe el inmundgeno sintético de Boophilus microplus SBm7462 (SEQ ID N° 2) cuya secuencia
presenta una homologia del 100% con la SEQ ID N° 3 de la solicitud.

El documento D04 es un estudio molecular filogenético y biogeografico de aislados norteamericanos de Anaplasma
marginale. Una de las secuencias divulgadas en este documento presenta una homologia del 100% con la SEQ iD N° 1 de
la solicitud.

A la luz del estado de la técnica definido por los documentos D01-D04 esta Oficina considera que las reivindicaciones 1-12
no cumplen el requisito de actividad inventiva.
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