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(54) 발명의 명칭 장내 미생물을 조절하는 방법

(57) 요 약

본 발명은 하나 또는 그 이상의 디펜신 및/또는 GLP-1/GLP-1 유사체를 투여함으로써 장내 미생물을 조절하는 방

법 및 하나 또는 그 이상의 디펜신의 경구 투여에 의한 장 염증의 예방 또는 치료 방법에 관한 것이다. 리라글루

티드(Liraglutide)와 같은 GLP-1 유사체뿐만 아니라 포유 동물 또는 가금 알파 및 베타 디펜신은 장내 미생물 및

대사 물질의 조성의 변화를 유발할 수 있고 이에 따라 장 염증, 결장직장암, 대사 증후군, 비만, 당뇨병 전증

(prediabetes) 및 당뇨병 또는 육류 생산에 린 성장 촉진제로서 사용될 수 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

포유 동물의 α-디펜신(α-defensin),  β-디펜신(β-defensin),  또는 이의 생물활성 단편(bioactive  fragmen

t)을 이를 필요로 하는 대상체(subject)에게 투여함을 포함하여, 제2형 당뇨병(type 2 diabetes), 대사 증후군

(metabolic syndrome), 전신 저등급 염증(systemic low grade inflammation), 비만(obesity), 인슐린 저항성

(insulin resistance), 또는 포도당 내성(glucose intolerance)을 치료하는 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 치료는 제2형 당뇨병, 대사 증후군, 비만, 인슐린 저항성, 또는 포도당 내성인 방법.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 대상체로의 상기 디펜신 또는 생물활성 단편의 투여는 경구(oral) 투여인 방

법.

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 비만의 치료는 상기 대상체의 지방 백분율을 감소시키거나 또

는 지방 백분율의 증가를 방지하는 것을 포함하는 방법.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 비만의 치료는 내장 지방(visceral  fat)  및/또는 간 지방

(liver fat)의 양의 예방 또는 감소, 및/또는 허리 둘레(waist circumference)의 감소를 포함하는 방법.

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 치료는 체중의 감소 또는 체중 증가의 방지를 포함하는 방법.

청구항 7 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 치료는 공복 혈당(fasting blood glucose)의 강하를 포함하는

방법.

청구항 8 

가축의 린 성장(lean growth)을 촉진하는 방법으로서, 포유 동물 또는 가금(poultry)의 α-디펜신 및/또는 β-

디펜신의 유효량을 이를 필요로 하는 대상체에게 투여함을 포함하는 방법.

청구항 9 

제8항에  있어서,  상기  가축은  소(cow),  돼지(pig),  양(sheep),  염소(goat),  말(horse),  오리(duck),  거위
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(geese), 비둘기(pigeon), 칠면조(turkey), 메추라기(quail) 및 닭(chicken)으로부터 선택되는 방법. 

청구항 10 

제1항 내지 제9항 중 어느 한 항에 있어서, HD5, hBD-2, 절단된(truncated) hBD-2, HD6, hBD-1, hBD-3, hBD-4,

디펜신 단편 및 글리코실화 디펜신(glycosylated defensin)으로 이루어진 군으로부터 선택된 포유 동물의 디펜

신을 투여함을 포함하는 방법.

청구항 11 

제1항 내지 제10항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 디펜신은 HD5 및/또는 hBD-2인 방법.

청구항 12 

제1항 내지 제11항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 디펜신은 세포 투과성 펩타이드(cell penetrating peptide;

CPP), 알부민 결합 모이어티(Albumin Binding Moiety; ABM), 검출가능한 모이어티(Z), 및 반감기 연장 펩타이

드(half-life extending peptide)로 이루어진 군으로부터 선택된 적어도 하나의 추가의 모이어티(moiety)를 추

가로 포함하는 방법.

청구항 13 

제12항에 있어서, 상기 추가의 모이어티는 반감기 연장 펩타이드인 방법.

청구항 14 

제13항에  있어서,  상기 반감기 연장 펩타이드는 신생아 Fc  수용체(FcRn),  트랜스페린(transferrin),  알부민

(HAS),  XTEN® 또는 PEG,  호모-아미노산 중합체(homo-amino  acid polymer; HAP), 프롤린-알라닌-세린 중합체

(proline-alanine-serine  polymer;  PAS),  엘라스틴-유사  펩타이드(elastin-like  peptide;  ELP),  히알루론산

(hyaluronic acid), 음전하 고도 사이아실레이트화 펩타이드(negatively charged highly siacylated peptide),

예를  들어  융모성 고나도트로핀 β-사슬(chorionic  gonadotropin  (CG)  β-chain)의  카르복시-말단 펩타이드

(carboxy-terminal peptide; CTP), 인간 IgG, 및 CH3(CH2)nCO-(여기서, n은 8 내지 22이다)에 결합가능한 분자

로 이루어진 군으로부터 선택된 방법.

청구항 15 

제1항 내지 제14항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체는 25 또는 그 이상, 예를 들어 30 또는 그 이상, 예를

들어 35 또는 그 이상, 예를 들어 40 또는 그 이상의 BMI를 갖는 방법.

청구항 16 

제1항 내지 제15항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체는 적어도 0.80, 예를 들어 0.80-0.84, 예를 들어 적어

도  0.85(여성)  또는  적어도  0.90,  예를  들어  0.9-0.99,  예를  들어  1.00  이상(남성)의  허리/엉덩이  비율

(waist/hip ratio)을 갖는 방법.

청구항 17 
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제1항 내지 제16항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체는 적어도 6.1 mmol/l, 예를 들어 적어도 7.0 mmol/l의

공복 혈당(fasting blood glucose)을 갖는 방법.

청구항 18 

제1항 내지 제17항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체는 적어도 42 mmol/mol  Hb,  예를 들어 42 내지 46

mmol/mol Hb, 예를 들어 적어도 48 mmol/mol Hb의 당화 혈액 색소 수준(glycated haemoglobin level)을 갖는

방법.

청구항 19 

제1항 내지 제18항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체는 하나 또는 그 이상의 하기의 증상을 갖는 방법:

상승된 혈압: = 140/90 mmHg;

· 이상지질혈증(dyslipidema): 트리글리세리드(triglyceride; TG) = 1.695　mmol/L 및 고밀도 지질 단백 콜레

스테롤(high-density lipoprotein cholesterol; HDL-C) = 0.9 mmol/L (남성), = 1.0 mmol/L (여성); 

· 내장 비만(Central obesity): 허리:엉덩이 비율> 0.90 (남성); > 0.85 (여성), 또는 체질량 지수(body mass

index) > 30 kg/m
2
; 및

· 내장 비만(Central obesity): 허리:엉덩이 비율> 0.90 (남성); > 0.85 (여성), 또는 체질량 지수(body mass

index) > 30 kg/m
2
; 및

청구항 20 

제1항 내지 제19항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 디펜신은 0.1 mg hBD-2 /kg 내지 10 mg hBD-2 /kg의 1일 용

량으로 이를 필요로 하는 대상체에게 투여되는 방법.

청구항 21 

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 디펜신은 0.1 mg HD5/kg 내지 10 mg HD5/kg의 1일 1회 용량

으로 이를 필요로 하는 대상체에게 투여되는 방법.

청구항 22 

제1항 내지 제21항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 디펜신은 인슐린/인슐린 유사체(insulin/insulin analog) 및/

또는 글루카곤 유사 펩타이드-1(glucagon like peptide-1 (GLP-1))/GLP-1 유사체 및/또는 글루카곤 유사 펩타

이드-2(GLP-2)/GLP-2 유사체 및/또는 디펩티딜 펩티다이제 IV(dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV)) 억제제 및/

또는 메트포르민(metformin) 및/또는 나트륨 글루코스 트랜스포터-2(sodium glucose transporter-2 (SGLT-2))

억제제 및/또는 글루카곤 수용체 길항제(antagonist) 및/또는 일시적인 수용체 전위 양이온 채널 아과 V 구성원

1(transient receptor potential cation channel subfamily V member 1 (TRPV1)) 길항제 또는 이들의 조합물과

조합하여 투여되는 방법.

청구항 23 

제22항에 있어서, 상기 GLP-1 유사체가 엑세나타이드(exenatide), 리라글루타이드(liraglutide), 릭시세나타이

드(lixisenatide), 알비글루타이드(albiglutide), 및 둘라글루타이드(dulaglutide)로부터 선택되는 방법.
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청구항 24 

제22항에 있어서, 상기 인슐린 유사체는 리스프로(Lispro), 아스파르트(Aspart), 글루리신(Glulisine), 데테미

르(Detemir) 인슐린, 데글루덱(Degludec) 인슐린, 및 글라진(Glargine) 인슐린으로부터 선택되는 방법.

청구항 25 

제1항 내지 제24항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 디펜신은 1일 1회, 1일 2회, 또는 1일 3회로, 이를 필요로 하

는 대상체에게 투여되는 방법.

청구항 26 

제1항 내지 제25항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 인슐린/인슐린 유사체 또는 GLP-1/GLP-1 유사체의 투여는 피

하(subcutaneous) 또는 근육 내(intramuscular) 투여인 방법.

청구항 27 

제1항 내지 제26항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 디펜신을 이를 필요로 하는 대상체에게 투여하는 것이 동물

사료에 혼합되는 것인 방법.

청구항 28 

제1항 내지 제27항 중 어느 한 항의 치료 방법에 사용하기 위한 포유 동물의 α-디펜신, β-디펜신, 또는 이의

생물활성 단편.

청구항 29 

포유 동물 또는 가금(poultry)의 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 GLP-1/GLP-1 유사체를 이를 필요로 하는

대상체에게 투여함을 포함하여, 장 내의 불균형한 미생물의 치료 또는 정상화를 위한 방법. 

청구항 30 

포유 동물 또는 가금의 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 GLP-1/GLP-1 유사체를 투여함을 포함하여, 장 내

미생물의 유전자 풍부도를 증가시키는 방법.

청구항 31 

포유 동물 또는 가금의 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 GLP-1/GLP-1 유사체를 투여함을 포함하여, 장 내

미생물의 족(phylae)의 수를 증가시키는 방법. 

청구항 32 

포유 동물 또는 가금의 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 GLP-1/GLP-1 유사체를 투여함을 포함하여, 장 내

미생물/대사 물질(microbiota/metabolome)로부터 짧은 사슬의 지방산의 생산을 증가시키는 방법.
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청구항 33 

포유 동물 또는 가금의 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 GLP-1/GLP-1 유사체를 투여함을 포함하여, 장 내

박테리오이데테스(Bacterioidetes),  페칼리박테리움(Faecalibacterium),  로세부리아(Roseburia),  블라우티아

(Blautia), 루미노코쿠스(Ruminococcus), 코프로코쿠스(Coprococcus), 비피도박테리움(Bifidobacterium), 메타

노브레비박터(Methanobrevibacter),  락토바실러스(Lactobacillus),  아커만시아(Akkermansia),  알로프레보텔라

(Alloprevotella), 알로바쿨룸(Allobaculum), 및 유박테리움(Eubacterium)으로 이루어진 군으로부터 선택된 속

(genus)에 속하는 박테리아의 수를 증가시키는 방법.

청구항 34 

제33항에  있어서,  상기  속은  락토바실러스(Lactobacillus),  아커만시아(Akkermansia),  알로프레보텔라

(Alloprevotella), 및 알로바쿨룸(Allobaculum)으로부터 선택되는 방법.

청구항 35 

디펜신, 포유 동물 또는 가금의 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 GLP-1/GLP-1 유사체의 유효량을 투여함을

포함하여,  장  내  박테리오이데테스  프라질리스(Bacteroidetes  fragilis),  수투렐라  와즈워티아(Sutturella

wadsworthia), 베일로넬라 파불라(Veillonella parvula), 에스케리키 콜라이(Escherichi coli), 헤모필루스 파

라인플루엔자(Haemophilus  parainfluenzae),  푸소박테리움 누클리아툼(Fusobacterium  nucleatum),  아이케넬라

코로덴스(Eikenella  corodens),  및 게멜라 모리빌룸(Gemella  moribillum)으로 이루어진 군으로부터 선택되는

박테리아의 수를 감소시키는 방법.

청구항 36 

제29항 내지 제35항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 디펜신은 경구 투여되고 바람직하게는 상기 디펜신은 인간

HD5 또는 인간 베타 디펜신 2인 방법.

청구항 37 

제29항 내지 제35항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 GLP-1 유사체는 엑세나타이드(exenatide), 리라글루타이드

(liraglutide),  릭시세나타이드(lixisenatide),  알비글루타이드(albiglutide),  및  둘라글루타이드

(dulaglutide), 바람직하게는 리라글루티드(liraglutid)로부터 선택되는 방법.

청구항 38 

제29항 내지 제37항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체는 25 또는 그 이상, 예를 들어 30 또는 그 이상, 예

를 들어 35 또는 그 이상, 예를 들어 40 또는 그 이상의 BMI를 갖는 방법.

청구항 39 

제29항 내지 제38항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체는 적어도 0.80, 예를 들어 0.80-0.84, 예를 들어 적

어도 0.85(여성) 또는 적어도 0.90, 예를 들어 0.9-0.99, 예를 들어 1.00 이상(남성)의 허리/엉덩이 비율을 갖

는 방법.
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청구항 40 

제29항 내지 제39항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체는 적어도 6.1 mmol/l, 예를 들어 적어도 7.0 mmol/l

의 공복 혈당을 갖는 방법.

청구항 41 

제29항 내지 제40항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체는 적어도 42 mmol/mol Hb, 예를 들어 42 내지 46

mmol/mol Hb, 예를 들어 적어도 48 mmol/mol Hb의 당화 혈액 색소 수준을 갖는 방법.

청구항 42 

제29항 내지 제41항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체는 하나 또는 그 이상의 하기의 증상을 갖는 방법:

· 상승된 혈압: = 140/90 mmHg;

· 이상지질혈증(dyslipidema): 트리글리세리드(triglyceride; TG) = 1.695　mmol/L 및 고밀도 지질 단백 콜레

스테롤(high-density lipoprotein cholesterol; HDL-C) = 0.9 mmol/L (남성), = 1.0 mmol/L (여성);  

· 내장 비만(Central obesity): 허리:엉덩이 비율> 0.90 (남성); > 0.85 (여성), 또는 체질량 지수(body mass

index) > 30 kg/m
2
; 및

· 미세알부민뇨(Microalbuminuria): 뇨 알부민 배설률(urinary albumin excretion ratio) = 20 μg/min 또는

알부민:크레아티닌 비율(albumin:creatinine ratio) = 30 mg/g.

청구항 43 

제29항 내지 제 42항 중 어느 한 항에 따르는 치료 방법에 사용하기 위한, 포유 동물 또는 가금의 α-디펜신 및

/또는 β-디펜신 및/또는 GLP-1/GLP-1 유사체.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 하나 또는 그 이상의 디펜신(defensin)을 경구 투여함으로써 장내 미생물(intestinal microbiota)을[0001]

조절 또는 안정화시키는 방법에 관한 것이다. 상기 방법은 장 염증(gut inflammation), 결장직장암(colorectal

cancer), 대사 증후군(metabolic syndrome), 비만(obesity) 및 심장혈관계 질환(cardiovascular disease)을 치

료 또는 예방하는데 사용될 수 있을 뿐만 아니라 육류 생산에 있어서 린(lean) 성장의 촉진을 위해서도 사용될

수 있다.

배 경 기 술

장내 미생물[0002]

비만 및 비만 관련 질환과 같은 일반적인 장애의 증가하는 유병률(prevalence)은 서구화된 생활 양식 및 식이[0003]

(diet)와 밀접하게 관련되어 있다. 가장 우세한 비만-관련 질병(ailment)은 인슐린 저항성, 현성의 제2형 당뇨

병(T2D) 및 특정의 암이다(Faulds & Dahlman-Wright, 2012). 상기 질병의 병인은 복잡하지만, 이들 다수는 조

절능력이 없는(dysregulated) 장내 미생물로부터 유래할 수 있는, 일반적인 상태의 저-등급(low-grade)의 염증

으로 특징지어진다(Everard & Cani, 2013; Belkaid & Hand, 2014). 현대인의 생활 양식 및 동물 육류 생산과

관련된 문제가 멀리 떨어진 것처럼 보일 수 있지만, 손상된 장의 건강이 공통 분모(denominator)인 것은 관측된

다. 조절능력이 없는 장의 건강은 실제로 비만(Ridaura et al, 2013), 제2형 당뇨병(Qin et al, 2012), 류마티

스 관절염(rheumatoid arthritis)(Zhang et al, 2015) 및 결장직장암(Feng et al, 2015)과 관련이 있다. 최근
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에,  장내  미생물  사이의  연관성,  및  특히  박테로이드(Bacteroides)로부터의  특정의  지질다당류

(lipopolysaccharide)의 존재, 및 인접 지역과 비교하여 핀란드에서 제1형 당뇨병의 발생률이 더 높다는 것이

보고되었다(Leviten 2016).

비만 및 이에 수반되는 저-등급의 염증은 조절능력이 없는 대사 항상성(metabolic homeostasis)의 강력한 동인[0004]

(driver)을 형성한다. Turnbaugh et al. (2006)은 비만-관련 미생물이 증가된 에너지 수확 능력을 지녔고, 비만

인 마우스로부터의 미생물의 이식 2주 후, 무균 마우스가 린 마우스로부터의 유사한 이식수술보다 지방량(fat

mass)이 현저히 증가함을 보였음을 밝혀냈다. Turnbaugh et al. (2008)은 추가로 장내 미생물의 조성물 내의 변

화가 고 지방/당의 "서양의(Western)" 식이를 일시적으로 먹인 마우스에게 본래의 식이로 되돌아간 후 완전히

반전되었다는  것을  중요하게  밝혀냈다.  상기  연구  결과는  마른  인체의  수증자로부터  장내  미생물의  전이

(transfer)가 대사 증후군을 지닌 개체 내 인슐린(inisulin) 민감도(sensitivity)를 증가시킨다는 것을 입증한,

Vrieze et al. (2012)에 의해 확인되었다.

체중 및 체중-증가율을 증대시키기 위한 장내 미생물의 조작(manipulation)이 저-용량의 항생제(antibiotics)[0005]

및 락토바실러스 인글루비에이(Lactobacillus ingluviei)와 같은 프로바이오틱스(probiotics)의 사용을 통해 농

업용 가축(live-stock)에서 여러 해 동안 적용되고 있다. 체중 증가를 위한 장내 미생물의 조작은 닭(Khan et

al, 2007), 오리(Angelakis & Raoult, 2010), 및 마우스(Angelakis et al, 2012)에서 입증되었다. 인체에서,

항생제를 투여받은 유아(infant)는 또한 대조군보다 더 큰 것으로 밝혀졌으며(Trasande et al, 2012), 경구 항

생제의  조기  노출이  어린이의  과체중(overweight)과  관련이  있다(Ajslev  et  al,  2014).  또한  임신한

여성에서는,  지방과다증(adiposity)  내  생리적인  증가  및  제  3의  임신  3개월(trimester)에  임신성  당뇨병

(gestational  diabete)의  잠재적인  발생이  장내  미생물의  극심한  변화와  관련되어  나타난다(Koren  et  al,

2012).

장 점막(mucosa)은 가장 큰 신체의 표면(약 200 m
2
)에 의해 외부 환경에 노출된다. 이와 같이, 장 표면은 이물[0006]

질, 식이로부터 유래한 대사 산물, 및 장 내 서식하는 추정된 1014의 박테리아 - 장내 미생물과 밀접한 관련이

있다. 따라서 장내 장벽(barrier)은 지속적이고 강한 면역 감시(immune surveillance) 하에서, 면역 체계, 식이

성분, 및 장내 미생물을 필요로 하고 있다. 식이 조정(intervention)은 면역 조절(Mowat & Agace, 2014) 및 장

내  미생물  조성물(Walter,  2015)에  중대한  영향을  미치고,  독립적으로  및  상승작용으로  모두  대사  항상성

(homeostasis)에 영향을 미친다. 이와 관련하여, 최근 2개의 논문은 대사 항상성에 대한 미생물-조절된 변화 내

(역으로의(adverse))  잠재적인 식품 첨가물을 강조한다. 최근 논문(Chassaing  et  al, 2015)은 식품의 유화제

(emulsifier)가 포도당 내성(tolerance)을 손상시키는 방법으로, 조절능력이 없는 장내 미생물의 유도에 의해

체중 증가뿐만 아니라 결장염 감수성(colitis susceptibility)을 증대시킨다는 것을 설명하였다. 상기 관측은

무균(GF) 마우스에서는 반복될 수 없었고, 장내 미생물에 대한 중추적인 역할을 암시하였다. 유사하게도, Suez

et  al.  (2014)는 최근에 비-칼로리 인공 감미료(sweetener)가 장내 미생물의 변화를 통해 대사의 기능 장애

(dysfunction)를 유도하는 방법을 보여주었다. 상기 저자는 GF 마우스로 분변을 이동시킴으로써, 이후에 GF 마

우스가 급속하게 포도당 내성을 발생하였다는 상기의 결과를 입증하였다. 상기 관찰은 GF 마우스((Backhed et

al, 2007)에서 선구적인 연구를 반영하며, 대사의 건강을 유지하는데 장내 미생물의 역할을 명확히 밝혀냈다.

상기 연구는 공생(commensal)하는 미생물의 부재로, 불균형한 점막의 면역 항상성을 발생하고, 지방 조직은 크

기 및 고지방 식이에 반응하는 기능이 감소하였음을 보여주었다. 정상적으로 건강한 표현형을 나타내는, 체중

증가의 부족에도 불구하고, 이소성(ectopic) 지질의 축적(간 지방증(hepatic steatosis) 및 증가된 수준의 혈청

트리글리세라이드(serum triglyceride))은 심각한 대사 장애의 원인이 되었다. 사람의 경우, 미생물의 유전자

풍부도(gene richness)는 건강한 표현형과 관련이 있는 반면에, 유전자 빈곤(gene poverty)(낮은 유전자의 수)

은 대사 장애의 증가된 위험도와 관련이 있는 것으로 나타났다(Le Chatelier et al, 2013).

디펜신(defensin)[0007]

디펜신은 건강한 미생물을 유지하고 잠재적인 병원균을 막는데 도움이 되는 우세한 선천성 숙주 방어 중의 하나[0008]

로 나타난다(Wehkamp et al, 2002 and Salzman et al, 2007). 디펜신은 그람 양성 및 음성 박테리아, 균류 및

고세균에 대한 항균 활성뿐만 아니라 항-염증성 사이토카인의 증가 및 염증성 사이토카인을 감소시키는 항-염증

활성을 갖는 펩타이드이다.

인간 디펜신은 3개의 분자 내 시스테인 디설파이드 결합(cysteine disulphide bond)의 위상(topology)에 기반[0009]

을 둔 α- 및 β-디펜신으로 나눌 수 있는 작은 양이온성(cationic) 펩타이드이다. 인간 α-디펜신은 추가로 호

중성과립(neutrophil  granules  (HNP1-4))  및 소장의 소낭선(crypt)  내 호산성과립세포(Paneth  cell)(HD5  및
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HD6  또는 DEFA5  및 DEFA6)에 의해 발현되는 장의 α-디펜신으로부터 가장 먼저 분리된 것으로 세분화될 수

있다. β-디펜신(DEFBn)은 피부(skin), 눈(eye), 중이(middle ear), 입(mouth), 기관(trachea), 폐(lung), 위

장관(gastrointestinal tract), 간(liver), 비뇨생식계(urogenital system), 신장(kidney), 질(vagina), 췌장

(pancreas) 및 유선(mammary gland)을 포함하는 다양한 조직 및 기관의 상피세포(epithelial cell)에 의해 주

로 생산된다. 인간 β-디펜신 계열의 가장 특성화된 군은 hBD1-4이다. 인간 디펜신의 일부는 구조적으로 생산되

는 반면에, 다른 것은 전-염증성(pro-inflammatory) 사이토카인 또는 외인성(exogenous)의 미생물의 산물에 의

해 유도된다. 인간 디펜신의 일부는 이미 자궁(womb) 내 태아를 보호하면서, 재태 기간(gestational age)에 따

라  증가한  수준으로  양수(amniotic  fluid)  내에서  발현된다.  모유(breast  milk)  및  특히  초기  우유(first

milk),  초유(colostrums)는  α-  및  β-디펜신을  모두  포함하지만,  단지  그들  중  극히  일부만이  모체  우유

(maternal milk)에서 상당한 농도로 발견된다(Armogida et al, 2004).

Liu et al. (2008)은 백혈구(leucocyte)에 의해 생산되고 혈액 내 α-디펜신의 아족(subgroup)에 속하는, HNP-[0010]

1 및 HNP-2 모두, 고전 인슐린(classical insulin)의 신호전달 경로와 명확히 다른 세포 내 메커니즘을 통해 분

리된 간세포(hepatocyte)에서 글리코겐 분해(glycogenolysis) 및 포도당 신생합성(gluconeogenesis)을 억제할

수 있다는 것을 밝혀냈다.

발명의 내용

발명의 요약[0011]

본 발명은 경구 투여된, 포유 동물의, 장의 α- 및 β-디펜신이, 고지방 식이를 먹인 마우스의 장 내 정상의 미[0012]

생물 조성물을 유지하는 능력을 가짐을 입증한다. 실시예에서 상기 데이터는 포유 동물의 α- 및/또는 β-디펜

신이 장내 불균형(dysbiotic)한 미생물을 안정화 또는 정상화시키는 결과를 야기한다는 것을 입증한다. 따라서

디펜신은  결장직장암,  내분비선(endocrine),  영양(nutritional),  대사(metabolic)  또는  심장혈관계  질환

(cardiovascular disease)의 치료 또는 예방 또는 육류 생산에서 린 성장 촉진제(lean growth promoter)로 유

용하다.

실시예 1 및 3에서 입증된 바와 같이, 인간 알파-디펜신 5(HD5) 또는 인간 베타-디펜센 2(hBD2)의 경구 용량[0013]

(oral dosage)은 고지방 식이로 유지된 마우스에서 체중 증가를 방지 또는 감소시킨다. 동물 모델은 대사 증후

군 및 초기의 제2형 당뇨병의 모델이다. 치료받지 않은 경우, 고지방 식이를 먹인 마우스는 지방, 특히 복부 지

방(abdominal fat) 및 간 지방을 축적함으로써 비만을 발생한다. 상기 마우스는 인슐린 저항성, 및 손상된 포도

당 내성(glucose tolerance)과 같은, 당뇨병의 징후를 추가로 발생한다.

식이 내 HD5 또는 hBD2가 없는 경우 동물은 고지방 식이로 상당히 더 많은 체중을 증가하고 결국 당뇨병 및 비[0014]

만의 징후가 발생한다. 감소된 체중 증가는 지방량의 축적의 감소로 발생하였다. HD5 또는 hBD2의 용량을 투여

받은 동물은 고-지방 식이에서 비-처리된 동물과 비교하여 증가된 포도당 내성 및 감소된 인슐린 저항성을 나타

낸다.

유사하게도, 상기 실시예는 장내 불균형의 미생물상(microflora)을 지닌 동물에 HD5의 경구 투여는 적어도 미생[0015]

물상을 부분적으로 입증한다. 따라서, HD5 및 다른 디펜신은 장내 불균형의 미생물상의 정상화 또는 미생물상의

정상화를 위해 사용될 수 있다. 고 지방 식이 및 높은 당 함량은 장내 불균형의 미생물상을 유도하는 것으로 알

려져 있다. 따라서 디펜신은 상기 장내 불균형의 미생물상을 치료하기 위해 사용될 수 있다. 디펜신은 또한 미

생물에 부정적으로 영향을 줄 것으로 예상되는 치료, 예를 들어 항생제 치료, 면역 억제 치료, 화학 요법, 면역

요법, 또는 방사선 요법을 받은 대상체를 위해 예방적으로 사용될 수 있다.

하나의 실시 양태는 비-인간 동물 내 장의 염증의 치료를 위한 방법과 관련이 있고, 상기 방법은 디펜신, 포유[0016]

동물 또는 가금의 α- 및/또는 β-디펜신의 유효량을 이를 필요로 하는 대상체로의 투여를 포함한다.

하나의 실시 양태는 인간 내 장의 염증의 치료를 위한 방법과 관련이 있고, 상기 방법은 디펜신, 포유 동물 또[0017]

는 가금의 α- 및/또는 β-디펜신의 유효량을 이를 필요로 하는 대상체로의 투여를 포함한다.

하나의 실시 양태는 장 염증을 치료하기 위한 방법과 관련이 있고,  상기 염증은 동물의 구강(mouth),  식도[0018]

(oesophagus),  위(stomach),  십이지장(duodenum),  공장(jejunum),  회장(ileum),  맹장(cecum),  직장(rectum),

및/또는 항문관(anal canal)에 위치되고, 상기 방법은 디펜신, 포유 동물 또는 가금의 α- 및/또는 β-디펜신의

유효량을 이를 필요로 하는 대상체로의 투여를 포함한다.

하나의 실시 양태는 장내 정상적인 미생물 조성물을 유지하는 방법과 관련이 있고, 상기 방법은 디펜신, 포유[0019]
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동물 또는 가금의 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 글루카곤-유사-펩타이드 1(glucagon-like-peptide  1

(GLP-1)/GLP-1 유사체의 유효량을 이를 필요로 하는 대상체로의 투여를 포함한다.

하나의 실시 양태는 장내 불균형한 미생물의 치료를 위한 방법과 관련이 있고, 상기 방법은 디펜신, 포유 동물[0020]

또는 가금의 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 글루카곤-유사-펩타이드 1(GLP-1)/GLP-1 유사체의 유효량을

이를 필요로 하는 대상체로의 투여를 포함한다.

하나의 실시 양태는 장내 미생물의 유전자 풍부도를 증가시키기 위한 방법과 관련이 있고, 상기 방법은 디펜신,[0021]

포유 동물 또는 가금의 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 글루카곤-유사-펩타이드 1(GLP-1)/GLP-1 유사체의

유효량의 투여를 포함한다.

하나의 실시 양태는 장내 미생물의 족(phylae)의 수를 증가시키기 위한 방법과 관련이 있고, 상기 방법은 디펜[0022]

신, 포유 동물 또는 가금의 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 글루카곤-유사-펩타이드 1(GLP-1)/GLP-1 유사

체의 유효량의 투여를 포함한다.

하나의 실시 양태는 장내 미생물에서 짧은 지방산(short fatty acid)의 생산을 증가시키기 위한 방법과 관련이[0023]

있고, 상기 방법은 디펜신, 포유 동물 또는 가금의 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 글루카곤-유사-펩타이

드 1(GLP-1)/GLP-1 유사체의 유효량의 투여를 포함한다.

하나의 실시 양태는 장내 미생물의 부티레이트(butyrate)의 생산을 증가시키거나 또는 아세테이트(acetate)의[0024]

생산을 감소시키는 방법과 관련이 있고, 상기 방법은 디펜신, 포유 동물 또는 가금의 α-디펜신 및/또는 β-디

펜신 및/또는 글루카곤-유사-펩타이드 1(GLP-1)/GLP-1유사체의 유효량의 투여를 포함한다.

하나의 실시 양태는 장 내 박테리오이데테스(Bacterioidetes), 페칼리박테리움(Faecalibacterium), 로세부리아[0025]

(Roseburia), 블라우티아(Blautia), 루미노코쿠스(Ruminococcus), 비피도박테리움(Bifidobacterium), 메타노브

레비박터(Methanobrevibacter),  락토바실러스(Lactobacillus),  코프로코쿠스(Coprococcus),  클로스트리디움

(Clostridium), 알로바쿨룸(Allobaculum), 알로프레보텔라(Alloprevotella), 아커만시아(Akkermansia), 유박테

리움(Eubacterium)으로 이루어진 군으로부터 선택된 속(genus)에 속하는 박테리아의 수를 증가시키기 위한 방법

과 관련이 있고, 상기 방법은 포유 동물 또는 가금의 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 글루카곤-유사-펩타

이드 1(GLP-1)/GLP-1 유사체의 유효량의 투여를 포함한다. 바람직하게는, 상기 박테리움(bacterium)의 속은 하

나  또는  그  이상의  알로프레보텔라(Alloprevotella),  아커만시아(Akkermansia),  및  락토바실러스

(Lactobacillus)를 포함한다.

하나의  실시  양태는  장  내  박테리오이데테스  프라질리스(Bacteroidetes  fragilis),  수투렐라  와즈워티아[0026]

(Sutturella  wadsworthia),  베일로넬라 파불라(Veillonella  parvula),  에스케리키 콜라이(Escherichi  coli),

헤모필루스  파라인플루엔자(Haemophilus  parainfluenzae),  푸소박테리움  누클리아툼(Fusobacterium

nucleatum),  아이케넬라 코로덴스(Eikenella  corodens),  게멜라 모리빌룸(Gemella  moribillum)으로 이루어진

군으로부터 선택된 박테리아의 수를 감소시키는 방법과 관련이 있고, 상기 방법은 포유 동물 또는 가금의 α-디

펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 글루카곤-유사-펩타이드 1(GLP-1)/GLP-1 유사체의 유효량의 투여를 포함한다.

하나의 실시 양태는 결장직장암(colorectal cancer), 내분비(endocrine), 영양(nutritional), 대사(metabolic)[0027]

또는 심장혈관계 질환(cardiovascular disease)의 치료를 위한 방법과 관련이 있고, 상기 방법은 디펜신, 포유

동물 또는 가금의 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 글루카곤-유사-펩타이드 1(GLP-1)/GLP-1 유사체의 유효

량을 이를 필요로 하는 대상체로의 투여를 포함한다. 디펜신은 비만 및 제2형 당뇨병의 다양한 증상을 치료하기

위해 사용될 수 있고, 미생물상을 정상화하기 위해 사용될 수 있으므로, 상기 디펜신은 또한 하나 또는 그 이상

의 언급된 장애에 걸리는 위험도를 감소시킬 수 있다.

하나의 실시 양태는 동물 육류 생산에서 린 성장의 촉진을 위한 방법과 관련이 있고, 상기 방법은 디펜신, 포유[0028]

동물 또는 가금의 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 글루카곤-유사-펩타이드 1(GLP-1)/GLP-1 유사체의 유효

량을 이를 필요로 하는 대상체로의 투여를 포함한다. 이러한 실시 양태는 비만 마우스로 HD5 또는 hBD2의 투여

는 지방의 퍼센트 백분율의 감소를 유도, 즉 상기 디펜신은 지방 성장보다 린 성장을 선호한다는 것의 입증에

의해 확인된다. 

하나의 실시 양태는 적어도 하나의 포유 동물 또는 가금의 α-디펜신 및 적어도 하나의 포유 동물 또는 가금의[0029]

β-디펜신을 포함하는 조성물과 관련이 있다.

하나의 실시 양태는 인슐린/인슐린 유사체(insulin/insulin  analog)  및/또는 글루카곤 유사 펩타이드-1(GLP-[0030]
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1)/GLP-1  유사체  및/또는  글루카곤  유사  펩타이드-2(GLP-2)/GLP-2  유사체  및/또는  디펩티딜  펩티다이제

IV(dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV)) 억제제 및/또는 메트포르민(metformin) 및/또는 나트륨 글루코스 트랜

스포터-2(sodium glucose transporter-2 (SGLT-2)) 억제제 및/또는 글루카곤 수용체 길항제(antagonist) 및/또

는 일시적인 수용체 전위 양이온 채널 아과 V 멤버 1(transient receptor potential cation channel subfamily

V member 1 (TRPV1)) 길항제 또는 이들의 조합물의 조합으로 적어도 하나의 포유 동물의 α- 또는 β-디펜신을

포함하는 조성물과 관련이 있다. 하나의 실시 양태에서 상기 디펜신은 HD5 또는 hBD-2이다.

하나의 실시 양태는 화학 요법, 면역 요법, 방사선 요법 또는 이들의 조합물과 조합으로 사용하기 위한 적어도[0031]

하나의 포유 동물의 α- 또는 β-디펜신을 포함하는 조성물과 관련이 있다. 하나의 실시 양태에서 상기 디펜신

은 HD5 또는 hBD-2이고, 바람직하게는 상기 디펜신은 경구로 투여된다.

인간 베타-디펜신 2를 포함하는, 디펜신은 강한 항-염증성 약제라고 당해 기술분야에 알려져있다. 본 발명자들[0032]

은 경구로 투여된 인간 베타-디펜신 2의 항-비만 및 항-당뇨 효과를 입증하였다. 다른 장내 호르몬, GLP-1, 및

리라글루티드(Liraglutid)와 같은 GLP-1 유사체는 또한 비만 및 당뇨병을 치료하기 위해 사용될 수 있다. 본 발

명자들은 실시예 4에서 비경구(parenterally) 투여된 리라글루티드가 다양한 염증성 및 항-염증성 사이토카인에

영향을 미치지 않는다는 것을 입증한다. 따라서, GLP-1 및 GLP-1 유사체는 디펜신과 비교하여 상이한 작용 방식

을 가진다. 따라서, 본 발명자들은 본원에서 기술된 적응증(indication)를 치료하기 위한 적어도 하나의 GLP-1

또는 GLP-1 유사체와 적어도 하나의 디펜신의 조합물을 투여하는 것을 고안한다.

도면의 간단한 설명

도 1A. 마우스 대사작용에 포유 동물의 알파 및/또는 베타 디펜신의 효과를 조사하기 위한 실험 설정의 도식적[0033]

인 개요. -1주째에, C57/BL/6J 마우스는 그룹 및 케이지로 나뉘어졌고, 케이지 당 3마리 마우스 및 그룹당 케이

지들이  있었다.  -1주째  내지  0주째에,  마우스는  지방  분포를  추정하기  위하여  자기  공명  주사(magnetic

resonance scan)에 의하여 임상적으로 검사되었다. 0, 1, 및 4주째에 배설물의 미생물은 분석되었다. 4주째에,

미생물의 분석에 추가하여, 마우스는 스캔(san)되었고 혈당 및 인슐린은 측정되었다. 6주째에, 에너지 소비량은

배설물의 질소 및 지질 함량을 분석하여 평가되었다. 7주째에, 인슐린 내성 검사(ITT)는 수행되었다. 8주째에,

경구  포도당  내성  검사(oral  glucose  tolerance  test  (OGTT))  및  포도당-자극  인슐린  분비(GSIS)는

수행되었다. 9주째(종료)에, 여러 분석은 수행되었고, 특히 마우스는 체중 측정 및 스캔되었고, 결장, 맹장 및

소장의 혈장 조성 및 미생물 조성은 평가되었다. 또한, 조직학적 분석 및 단백질/RNA 분석은 근육 조직(대퇴사

두근(quadriceps)), iWAT, eWAT, iBAT, 간, 결장, 공장, 회장 및 십이지장에 대해 수행되었다.

도 1B. 마우스 대사작용에 포유 동물의 알파 및/또는 베타 디펜신의 효과를 조사하기 위한 실험 설정의 도식적

인 개요. -1주째에, C57/BL/6J 마우스가 도착하였다. 0주째에 배설물은 수집되었다. 0주째 내지 12주째에 런-인

(run-in)하는 동안 상기 마우스는 고지방 식이가 제공되었다. 12주째에 상기 마우스는 지방 분포를 측정하기 위

해 자기 공명 스캔에 의해 임상적으로 검사되었고, 배설물은 수집되었고 경구 포도당 내성 테스트(OGTT) 및 포

도당-자극 인슐린 분비(GSIS)가 수행되었다. 13-0주째에 상기 마우스는 케이지 당 4마리의 마우스 및 그룹 당 3

개의 케이지로써 그룹 및 케이지로 분리되었다. 0, 12 및 13-10주째에, 상기 배설물의 미생물은 분석되었다.

13-2, 13-4, 13-6, 13-8 및 13-10주째에 상기 마우스는 스캔되었고 혈당 및 인슐린 수준은 측정되었다. 13-9주

째에, 인슐린 내성 테스트(ITT)가 수행되었다. 13-10주째(종료)에, 여러 분석은 수행되었고, 특히 상기 마우스

는 체중 측정 및 스캔되었고, 결장, 맹장 및 소장의 혈장 조성 및 미생물 조성은 평가되었다. 또한, iWAT, eWAT

및 간 중량은 측정되었다.

도 2. 인간 베타 디펜신 1-4의 클러스탈(Clustal) W (2.1) 다중 서열 정렬.

도 3. 인간 알파 디펜신 5 및 6의 클러스탈 W (2.1) 다중 서열 정렬.

도 4. 인간 호중구(neutrophil) 펩타이드 1-3의 클러스탈 W (2.1) 다중 서열 정렬.

도 5. 인간, 히말라야 원숭이(Rhesus macaque), 침팬지(chimpanzee) 및 오랑우탄(orangutan) 베타 디펜신 2의

클러스탈 W (2.1) 다중 서열 정렬.

클러스탈 W 정렬에서: 

* 단일의, 완전히 보존된 잔기를 갖는 위치를 나타낸다.

: 하기의 '강력한' 그룹 중 하나는 완전히 보존되어있음을 나타낸다:

공개특허 10-2018-0121489

- 12 -



-S,T,A; N,E,Q,K; N,H,Q,K; N,D,E,Q; Q,H,R,K; M,I,L,V; M,I,L,F; H,Y; F,Y,W.

하기의 '약한' 그룹 중 하나는 완전히 보존되어있음을 나타낸다:

-C,S,A;  A,T,V;  S,A,G;  S,T,N,K;  S,T,P,A;  S,G,N,D;  S,N,D,E,Q,K;  N,D,E,Q,H,K;  N,E,Q,H,R,K;  V,L,I,M;

H,F,Y.

도 6. 저지방 식이(LFD), 고지방 식이(HFD) 또는 HFD 및 디펜신 hBD2 (HFD + P2)를 마우스에 처리 후 7주째부

터의 체중 변화(A) 및 체중 증가(B) 및 누적된 사료 섭취량(C).

A: 체중 변화. N=12. HFD 둘 모두 LFD 참조 그룹과 유의하게 상이하다. 별표는 HFD와 HFD + P2의 차이점을 나타

낸다. HFD 둘 모두 w 주부터 LFD와 유의하게 상이하다(p<0.001). 2-방향 분산분석(ANOVA). 터키 포스트 테스트

(Tukey Post test).

B: 체중 증가. N=12. HFD 둘 모두 LFD 참조 그룹과 유의하게 상이하다. 별표는 HFD와 HFD + P2의 차이점을 나타

낸다. HFD 둘 모두 w 주부터 LFD와 유의하게 상이하다(p<0.001). 2-방향 분산분석. 터키 포스트 테스트.

C: 누적된 사료 섭취량. LFD 참조 그룹은 HFD 그룹과 비교하여 사료 1g 당 수크로스 및 단백질의 동일한 양을

가지고 있다.

도 7. 저지방 식이(LFD), 고지방 식이(HFD) 또는 HFD 및 디펜신 hBD2 (HFD + P2)를 마우스에 처리 후 7주째부

터의 제지방/지방량의 증가. (A) 1주째 및 7주째에 제지방량의 증가. (B) 1주째 및 7주째에 지방량의 증가. A:

-1주째 및 7주째 제지방량. N=12. 1-방향 분산분석. 터키 포스트 테스트. B: -1주째 및 7주째 지방량. N=12. 1-

방향 분산분석. 터키 포스트 테스트.

도 8. 저지방 식이(LFD), 고지방 식이(HFD) 또는 HFD 및 디펜신 hBD2 (HFD + P2)를 마우스에 처리 후 7주 동안

치료된 마우스에서 포도당 항상성(glucose homeostasis). (A) 인슐린 내성 테스트 (ITT). (B) 경구 포도당 내

성 테스트. (C) 포도당 자극 인슐린 분비 (GSIS). (D) 5시간의 공복 인슐린 테스트.

A: 식이 개시 후 7주째 인슐린 내성 테스트. 그룹 당 N=6. HFD는 LFD 참조 그룹과 비교된다. 통계적으로 유의한

변화만이 나타낸다. 상단 곡선 위의 별표는 HFD와 LFD의 차이를 나타낸다.

B: 식이 개시 후 7주째 포도당 내성 테스트. 그룹 당 N=11-12. HFD는 LFD 참조 그룹과 비교된다. 통계적으로 유

의한 변화만이 나타낸다. 상단 곡선 위의 별표는 HFD와 LFD의 차이를 나타내고 중간 곡선 아래의 별표는 HFD +

P2와 LFD의 차이를 나타낸다. 

C: 식이 개시 후 포도당 자극 인슐린 분비 (GTT 기간 중). 그룹 당 N=11-12. HFD는 LFD 참조 그룹과 비교된다.

통계적으로 유의한 변화만이 나타낸다. 상단 곡선 위의 별표는 HFD와 LFD의 차이를 나타낸다. HFD + P2와 LFD는

임의의 시점에서 고정적으로 유의하지 않다. 

D: 식이 개시 후 7주째 5시간 공복의 인슐린. 그룹 당 N=11-12.

A-C: 2-방향 분산분석, 던네트 포스트 테스트(Dunnett post test). D: 1-방향 분산분석, 터키 포스트 테스트.

도 9A, 9B 및 9C. 저지방 식이(저지방), 고지방 식이(고지방) 또는 고지방 식이 및 디펜신 hBD2(고지방 + hBD-

2)로 예방 치료한 마우스의 10주 동안의 처리 후 체중 증가(a) 사료 효율(b) 및 에너지 섭취량(c).

의미: 저지방 vs. 고지방 = A; 저지방 vs. 고지방 + hBD-2 = B; 고지방 vs. 고지방 + hBD-2 = C.

9A. 체중 증가. 터키 보정을 사용한 2-방향 분산분석 (누적된 일치 값)

9B. 사료 효율 (케이지에서 평균 음식 섭취량으로 조정된 증량된 그램). 터키 보정을 사용한 1-방향 분산분석

보정 NB! 공동-케이지에 기인한 n=4. 

9C. 에너지 섭취량. 터키 보정을 사용한 2-방향 분산분석 (누적된 일치 값)

도 10A, 10B 및 10C. 저지방 식이(저지방), 고지방 식이(고지방) 또는 고지방 식이 및 디펜신 hBD2(hBD-2)로 예

방 치료된 마우스에 10주 동안 처리된 총 체중의 비율로서의 지방(a), 간 중량(b) 및 부고환(epididymal) 지방

의 중량(eWAT) 그램(c).

의미: 저지방 vs. 고지방 = A; 저지방 vs. 고지방 + hBD-2 = B; 고지방 vs. 고지방 + hBD-2 = C.
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10A. 상이한 주 간 총 체중의 지방 비율. 터키 보정을 사용한 2-방향 분산분석(누적된 일치값)

10B. 종료 시 부고환 지방 조직(내장 AT)의 중량. 터키 보정을 사용한 1-방향 분산분석.

10C. 종료 시 중량. 터키 보정을 사용한 1-방향 분산분석.

도 11A 및 11B. 저지방 식이(저지방), 고지방 식이(고지방) 또는 고지방 식이 및 디펜신 hBD2(고지방 + hBD-

2)의 예방 치료로 10주 동안 처리된 마우스의 포도당 항상성. (a) 경구 포도당 내성 검사. (b) 포도당 자극 인

슐린 분비(GSIS).

의미: 저지방 vs. 고지방 = A; 저지방 vs. 고지방 + hBD-2 = B; 고지방 vs. 고지방 + hBD-2 = C.

11A. 7주째의 경구 포도당 내성 테스트. 터키 보정을 사용한 2-방향 분산분석(누적된 일치값).

11B.  oGTT  동안 투여된 7주째의 포도당-자극 인슐린 분비. 터키 보정을 사용한 2-방향 분산분석(누적된 일치

값).

도 12A 및 12B. 저지방 식이(저지방), 고지방 식이(고지방) 또는 고지방 식이 및 디펜신 hBD2(고지방 + hBD-

2)의 예방 치료로 10주 동안 처리된 마우스의 포도당 항상성. (a) 인슐린 내성 테스트(ITT). (b) HOMA-IR.

의미: 저지방 vs. 고지방 = A; 저지방 vs. 고지방 + hBD-2 = B; 고지방 vs. 고지방 + hBD-2 = C.

12a. 8주째의 인슐린 내성 테스트. 터키 보정을 사용한 2-방향 분산분석(누적된 일치값).

12b. 9주째의 항상성 모형 평가(Homeostasis Model Assesment (HOMA)). 터키 보정을 사용한 1-방향 분산분석.

도 13A 및 13B. 저지방 식이(저지방), 고지방 식이(고지방) 또는 고지방 식이 및 디펜신 hBD2(고지방 + hBD-

2)로 중재 치료된 마우스에 10주 동안의 치료에서 체중 증가(a) 및 체중 변화(b).

의미: 저지방 vs. 고지방 = A; 저지방 vs. 고지방 + hBD-2 = B; 고지방 vs. 고지방 + hBD-2 = C.

13A. 체중 증가. 터키 보정을 사용한 2-방향 분산분석(누적된 일치값).

13B. 런-인 기간(run-in period)의 종료 시 13주째 및 하기의 실험적인 식이 후 10주째부터의 체중 변화. 터키

보정을 사용한 2-방향 분산분석(누적된 일치값).

도 14A 및 14B. 저지방 식이(저지방), 고지방 식이(고지방) 또는 고지방 식이 및 디펜신 hBD2(hBD-2)로 중재 치

료된 마우스에 10주 동안의 치료에서 총 체중의 비율로서의 지방(a),  0-4주째부터의 1그램 당 지방%의 변화

(b).

의미: 저지방 vs. 고지방 = A; 저지방 vs. 고지방 + hBD-2 = B; 고지방 vs. 고지방 + hBD-2 = C.

14A. 상이한 주에 총 체중의 지방 비율. 터키 보정을 사용한 2-방향 분산분석(누적된 일치값).

14B. 런-인의 종료 및 실험적인 식이 후 4주째부터 지방 비율의 변화. 터키 보정을 사용한 1-방향 분산분석.

도 15A 및 15B. 저지방 식이(저지방), 고지방 식이(고지방) 또는 고지방 식이 및 디펜신 hBD2(hBD-2) 로 중재

치료된 마우스에 10주 동안의 치료에서 그램 당 간 중량(a) 및 그램 당 부고환 지방의 중량(eWAT).

의미: 저지방 vs. 고지방 = A; 저지방 vs. 고지방 + hBD-2 = B; 고지방 vs. 고지방 + hBD-2 = C.

도 16A, 16B 및 16C. 저지방 식이(저지방), 고지방 식이(고지방) 또는 고지방 식이 및 디펜신 hBD2(고지방 +

hBD-2)의 중재 치료로 10주 동안 처리된 마우스 내 포도당 항상성. (a) 케이지 1로부터 경구 포도당 내성 테스

트. (b) 마우스 D1로부터 경구 포도당 내성 테스트. (c) 인슐린 내성 테스트(ITT).

의미: 저지방 vs. 고지방 = A; 저지방 vs. 고지방 + hBD-2 = B; 고지방 vs. 고지방 + hBD-2 = C.

16A. 고지방 + hBD-2 그룹의 제 1의 케이지를 보여주는 런-인 기간의 종료(13-0주째)로부터 격주로 반복된 경구

포도당 내성 테스트. 

16B. 고지방 + hBD-2 그룹의 유일한 마우스 D1을 보여주는 런-인 기간의 종료(13-0주째)로부터 격주로 반복된

경구 포도당 내성 테스트.

16C. 9주째의 인슐린 내성 테스트. 터키 보정을 사용한 2-방향 분산분석(누적된 일치값).

도 17A,  17B  및 17C.  저지방 식이(저지방),  고지방 식이(고지방) 또는 고지방 식이 및 디펜신 HD5  (고지방
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+HD5)의 예방 치료를 받은 마우스의 10주의 치료 동안 체중의 증가(a) 사료 효율(b) 및 에너지 섭취량(c).

의미: 저지방 vs. 고지방 = A; 저지방 vs. 고지방 + hBD-2 = B; 고지방 vs. 고지방 + hBD-2 = C.

17A. 체중 증가. 터키 보정을 사용한 2-방향 분산분석(누적된 일치값).

17B. 사료 효율(케이지 내 평균 음식 섭취량으로 조정된 증량된 그램). 공동-케이지에 기인한 1-방향 분산분석

터키 보정 NB! n=4.

17C. 에너지 섭취량. 터키 보정을 사용한 2-방향 분산분석(누적된 일치값).

도18A, 18B 및 18C. 저지방 식이(저지방), 고지방 식이(고지방) 또는 고지방 식이 및 디펜신 HD5(HD5)로 예방

치료된 마우스의 10주 동안의 치료에서 총 체중의 비율로서의 지방(a), 그램 당 간 중량(b) 및 그램 당 부고환

지방의 중량(eWAT) (c).

18A. 상이한 주 동안 총 체중의 지방 비율. 터키 보정을 사용한 2-방향 분산분석(누적된 일치값).

18B. 종료 시 간의 중량. 1-방향 분산분석터키 보정. 

18C. 종료 시 부고환 지방 조직(내장 AT)의 중량. 터키 보정을 사용한 1-방향 분산분석.

도 19A 및 19B. 저지방 식이(저지방), 고지방 식이(고지방) 또는 고지방 식이 및 디펜신 HD5(고지방 + HD5)의

예방 치료로 10주 동안 치료된 마우스 내 포도당 항상성. (a) 경구 포도당 내성 테스트. (b) 포도당 자극 인슐

린 분비 (GSIS).

의미: 저지방 vs. 고지방 = A; 저지방 vs. 고지방 + hBD-2 = B; 고지방 vs. 고지방 + hBD-2 = C.

19A. 7주째의 경구 포도당 내성 테스트. 터키 보정을 사용한 2-방향 분산분석(누적된 일치값). 

19B. oGTT 동안 투여된 7주째의 포도당 자극 인슐린 분비. 터키 보정된 2-방향 분산분석(누적된 일치값).

도 20A 및 20B. 저지방 식이(저지방), 고지방 식이(고지방) 또는 고지방 식이 및 디펜신 HD5(고지방 + HD5)의

예방 치료로 10주 동안 치료된 마우스 내 포도당 항상성. (a) 인슐린 내성 테스트(ITT). (b) HOMA-IR.

의미: 저지방 vs. 고지방 = A; 저지방 vs. 고지방 + hBD-2 = B; 고지방 vs. 고지방 + hBD-2 = C.

20A. 8주째의 인슐린 내성 테스트. 터키 보정을 사용한 2-방향 분산분석(누적된 일치값).

20B. 9주째의 항상성 모형 평가(HOMA). 터키 보정을 사용한 1-방향 분산분석.

도 21A 및 21B. 도면은 실시예 1에서 4가지 치료법: HD5를 포함한 고지방 식이 - HF HD5; hBD2를 포함한 고지방

식이 - HD hBD2; 고지방 식이 - 무처리 : HF; 저지방 식이: LF 에 대한 1주째(Wk1)부터 10주째(Wk10)의 변화를

보여준다.

1주째(21A) 및 10주째(21B)에 미생물의 가중치 단일 분석(weighted unifrac analysis) 즉 박테리아 종의 상대

적인 풍부도. HFD에 HD5를 더하여 먹인 마우스로부터의 미생물은 LFD를 먹인 마우스의 박테리아 군집 즉 미생물

의 정상화에 점진적으로 접근하였다. 약어: Wk 1 - 1주; W10 - 10주.

도 21C. 변화에 기여하는 미생물의 종의 도면. 미생물의 변화는 주로 알로바쿨룸(Allobaculum) 및 락토바실러스

(Lactobacillus)의 증가된 풍부도 및 클로스트리디움(Clostridium)의 풍부도의 감소에 의해 주로 유도되었다.

알로바쿨룸(Allobaculum)은 짧은 사술 지방산 생성하는 종이다. 락토바실러스(Lactobacillus)는 항염증 작용을

하는 박테리아이다. 

도 22A 및 22B. 저지방 식이(저지방), 고지방 식이(고지방) 또는 고지방 식이 및 디펜신 H5(고지방 + HD5)로 중

재 치료한 마우스의 10주 동안의 치료에서 체중 증가(a) 및 체중 변화(b).

의미: 저지방 vs. 고지방 = A; 저지방 vs. 고지방 + hBD-2 = B; 고지방 vs. 고지방 + hBD-2 = C.

22A. 체중 증가. 터키 보정을 사용한 2-방향 분산분석(누적된 일치값).

22B. 런-인 기간의 종료 시 13주째부터 체중 변화 및 실험적인 식이에서 하기의 10주. 터키 보정을 사용한 2-방

향 분산분석(누적된 일치값).

도23A 및 도23B. 저지방 식이(저지방), 고지방 식이(고지방) 또는 고지방 식이 및 디펜신 HD5(HD-5)의 중재 치
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료로 마우스의 10주 동안의 치료에서 총 체중의 비율로서 지방(a) 및 그램 당 0-4주부터 지방%의 변화.

의미: 저지방 vs. 고지방 = A; 저지방 vs. 고지방 + hBD-2 = B; 고지방 vs. 고지방 + hBD-2 = C.

23A. 상이한 주에 총 체중의 지방 비율. 터키 보정을 사용한 2-방향 분산분석(누적된 일치값).

23B. 런-인 종료시 및 실험적인 식이 4주째로부터 지방 비율의 변화. 터키 보정을 사용한 1-방향 분산분석. 

도 24A 및 24B. 저지방 식이(저지방), 고지방 식이(고지방) 또는 고지방 식이 및 디펜신 HD5(HD-5)로 중재 치료

된 마우스의 10주 동안의 치료에 그램 당 간 중량(a) 및 그램 당 부고환 지방의 중량(eWAT)(b).

의미: 저지방 vs. 고지방 = A; 저지방 vs. 고지방 + hBD-2 = B; 고지방 vs. 고지방 + hBD-2 = C.

24A. 종료 시 간 중량. 터키 보정을 사용한 1-방향 분산분석.

24B. 종료 시 부고환 지방 조직(내장 AT)의 중량. 터키 보정을 사용한 1-방향 분산분석.

도 25A 및 25B. 저지방 식이(저지방), 고지방 식이(고지방) 또는 고지방 식이와 디펜신 HD5 (고지방 + HD5)의

중재 치료로 10주 동안 치료된 마우스 내 포도당 항상성. (a) 케이지로부터 경구 포도당 내성 테스트. (b) 인슐

린 내성 테스트(ITT).

의미: 저지방 vs. 고지방 = A; 저지방 vs. 고지방 + hBD-2 = B; 고지방 vs. 고지방 + hBD-2 = C.

25A. 고지방 + HD-5 그룹의 제2의 케이제를 보여주는 런-인 기간 종료(13-0주째)로부터 격주로 반복된 경구 포

도당 내성 테스트.

25B. 9주째의 인슐린 내성 테스트. 터키 보정을 사용한 2-방향 분산분석(누적된 일치값).

도 26. 마우스 내장 염증 및 미생물에 GLP-1 유사체(리라글루티드(Liraglutid))의 효과를 조사하기 위한 실험

설정의 도식적인 개요. -40주에, C57/BI/6J DIO 마우스가 도착하였다. 마우스는 38주 동안 55 그램의 평균 체중

을 달성하기 위하여 고지방 식이 60% 지방, SSNIFF (다이어트 #D12492) 또는 퓨리나 음식물을 섭취하였다. -2주

부터 마우스는 단일로 수용되었다. 배설물 샘플은 16S RNA 분석을 위해 -1일째 및 27일째에 수집되었다. 장골

(ilium)로부터의 샘플은 28일째에 맹장(caecum)으로부터 2cm 수집되었다.

도 27A. 실시예 4로부터 미생물 분석의 결과. 마우스는 리라글루티드 또는 비히클(DIO 비히클)로 4주 동안 치료

되었다. 

-1일 및 28일째에 미생물의 비가중치 단일 분석(unweighted unifrac analysis)은 실험의 시작부터 종료시까지 2

개의 치료 그룹의 미생물의 변화를 나타낸다. HFD에 리라글루티드를 더하여 먹인 마우스로부터의 미생물은 LFD

를 먹인 마우스의 박테리아 군집에 점진적으로 접근하는 반면에, 마우스에 처리된 비히클의 미생물은 연구 동안

변하지 않았다.

도 27B. 추가된 미생물의 종과 함께하는 미생물의 변화. 상기 변화는 주로 아커만시아(Akkermansia) 및 알로프

레보텔라(Alloprevotella)의 증가된 풍부도에 의해 유도되었다. 아커만시아는 짧은 사슬 지방산 생성하는 종이

다.

도 28. 암컷 NMRI 마우스로 4 mg/kg hBD-2의 경구 투여 후 약물동태학적 데이터. Y축은 μg/g 조직 내 hBD2를

나타낸다. 결과는 그룹 평균 +/-SEM으로 주어진다.

도 29. 각각 1 mg/kg의 피하(subcutaneous(SC)) 투여 및 정맥 내(intravenous (IV)) 투여 후 hBD-2에 대한 약

물  동력학적  데이터.  Y축은  hBD2  (μg/mL)를  나타낸다.  상이한 곡선은 상이한 실험 및  검출  방법(HPLC  및

ELISA)을 나타낸다.

도 30. 각각 16.5 mg/kg의 피하 및 정맥 내 투여 후 "hBD-2-알부민 융합 N-말단"에 대한 약물 동력학적 데이터.

Y축은 융합 단백질의 농도를 μg/mL로 나타낸다. 결과는 4마리의 마우스/샘플링 시간 +/- SD의 평균값이다.

도 31. 각각 16.5 mg/kg의 피하 및 정맥 내 투여 후 "hBD-2-알부민 융합 C-말단"에 대한 약물 동력학적 데이터.

Y축은 융합 단백질의 농도를 μg/mL로 나타낸다. 결과는 4마리의 마우스/샘플링 시간 +/- SD의 평균값이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

정의[0034]
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디펜신(defensin): 본원에서 사용된 용어 "디펜신"은 항균 펩타이드의 디펜신 부류(class)에 속하는 것으로서[0035]

당해 기술분야의 통상의 기술자에 의해 알려진 폴리펩타이드를 말한다. 디펜신은 알파 디펜신 클래스 또는 베타

디펜신 클래스에 속한다. 디펜신의 예는 인간 장의 알파 디펜신 5(HD5; 서열번호 8); 인간 알파 디펜신 6(HD6;

서열번호 9); 인간 호중구 펩타이드 1(HNP-1); 인간 호중구 펩타이드 2(HNP-2); 인간 호중구 펩타이드 3(HNP-

3); 알파 디펜신 클래스에 속하는 모든 것; 및 또한 인간 베타 디펜신 1(hBD1; 서열번호 4); 인간 베타 디펜신

2(hBD2; 서열번호 5), 인간 베타 디펜신 3(hBD3; 서열번호 6); 인간 베타 디펜신 4(hBD4; 서열번호 7), 침팬지

베타 디펜신 2(서열번호 10), 마카크(macaque) 베타 디펜신 2(서열번호 11), 오랑우탄 베타 디펜신 2(서열번호

3), 마우스 베타 디펜신 3(서열번호 12), 말 베타 디펜신 2(서열번호 13), 돼지(porcine) 베타 디펜신 1(서열번

호 14), 염소 베타 디펜신 2(서열번호 15), 소(bovine) 베타 디펜신 2(서열번호 1), 닭 베타 디펜신 2(서열번호

2), 인간 LL37(서열번호 16), 인간 카텔리시딘(cathelicidin)으로부터 유래되고, 베타 디펜신 클래스에 속하는

절단된 hBD2(서열번호 17)를 포함한다. 디펜신은 글리코실화될 수 있고 디펜신은 더욱 작은 생물 활성 단편으로

단백질 가수 분해될 수 있다. 글리코실화된 디펜신 및 디펜신 단편은 또한 본 발명의 개시의 범위 내에 포함된

다.

디펜신은 전구체(precursor)로서 발현되고 신호 펩타이드의 절단에 의해 가공(processing)되며 또한 어떤 경우[0036]

에는 세포 외 공간으로의 분비 전의 프로-펩타이드이다. 상기-동정된 서열은 예측된 성숙한 생물활성의 디펜신

을 나타낸다. 공정은 세포마다 상이할 수 있고 분비된 성숙한 펩타이드의 결과는 예측된 서열로부터 하나 또는

2개의 C- 또는 N-말단 아미노산에 의해 상이할 수 있으며 여전히 이의 생물 활성을 유지할 수 있음은 당해 기술

분야의 통상의 기술자에 의해 이해될 수 있다.

장(gut):  장은 음식물을 소화 기관으로 이동시키기 위해 동물에 의해 사용되는 관(tube)이고, 소화기관 자체를[0037]

포함한다.  본원에서 사용된 인간의 장은 구강(mouth),  식도(oesophagus),  위(stomach),  십이지장(duodenum),

공장(jejunum), 회장(ileum), 맹장(cecum), 결장(colon), 직장(rectum), 및 항문관(anal canal)으로 이루어진

소화 시스템을 말한다. 어떤 구현예는 인간의 장의 부분 및 특히 구강, 식도, 위, 십이지장, 공장, 회장, 맹장,

결장, 직장, 및 항문관을 말한다. 다른 구현예는 결장을 제외한 이들의 모든 부분을 말한다. 본원에서 언급된

반추 동물(ruminant)의 장은 구강, 식도, 위, 십이지장, 공장, 회장, 맹장, 결장, 직장, 및 항문관으로 이루어

진 장이지만, 위는 4개의 구획, 반추위(rumen),  벌집위(reticulum),  중판위(omasum),  및 주름위(abomasum)로

분류되는 사실에 의해 특징지어진다. 본원에서 언급된 가금의 장은 식도, 위, 십이지장, 공장, 회장, 맹장, 결

장, 직장, 및 항문관으로 이루어져 있지만, 위는 전위(proventriculus) 또는 실제의 위 및 모래주머니(gizzar

d)로 분류된다는 사실에 의해 특징지어진다. 어떤 경우에는, 작물(crop)이라 불리우는 식도를 따르는 근육 주머

니(muscular pouch)가 존재한다.

"글루카곤-유사 펩타이드-1('Glucagon-like peptide-1). GLP-1은 신경펩타이드(neuropeptide) 및 프로글루카곤[0038]

(proglucagon)  유전자의 전사 산물로부터 유도된 인크레틴(incretin)이다. 말초(periphery)  내 GLP-1의 주요

공급원은 장 호르몬으로서 GLP-1을 분비하는, 창자(intestinal)의 L세포이다. GLP-1의 생물학적 활성 형태는:

GLP-1-(7-37) 및 GLP-1-(7-36)NH2이다. 상기 펩타이드는 프로글루카곤 분자의 선택적인 절단에 기인한다.

회장(ileal)의 L세포에 의한 GLP-1 분비는 소장의 내강(lumen) 내 영양소의 존재에 좌우된다. 상기 호르몬의 분[0039]

비 촉진제(secretagogues)(분비를 유발하거나 또는 자극하는 제제)는 탄수화물, 단백질 및 지질과 같은 주요 영

양소를 포함한다. 일단 혈액순환이 되면, GLP-1은 효소 디펩티딜 펩티다아제-4(dipeptidyl peptidase-4)에 의한

급속한 분해로 인해, 2분 미만의 반감기(half-life)를 가진다.

GLP-1은 증가하는 포도당에 반응하여 호르몬 인슐린을 분비하는 췌장(pancreas)의 β세포를 포함하는 반면에,[0040]

글루카곤 분비를 억제하는, 강한 항고혈당성(antihyperglycemic)  호르몬이다. 이러한 포도당-의존적인 작용은

혈장(plasma) 포도당 농도가 정상적인 공복시의 범위내 있을 때, 조절되지 않은 인슐린의 분비, 또는 불완전한-

시기(poorly-timed)의 인슐린 주사는 혈당의 위험한 저하 - 저혈당(hypoglycaemia)을 유발시킬 수 있기 때문에

특히 흡인력이 있다. 이는 GLP-1은 혈당 수준이 공복시의 범위내 있을 때 더 이상 β-세포를 자극하지 않기 때

문에 GLP-1의 결과로 인해 발생하지 않는다. 또한, GLP-1은 위의 분비 및 운동성을 억제한다. 이는 탄수화물의

흡수를 지연시키고 연장(protract)시키며 포만 지수(satiating effect)에 기여한다.

동일성(identity): 2개의 아미노산 서열 사이 또는 2개의 뉴클레오타이드 사이의 관련성은 매개변수 "동일성"에[0041]

의해  기술된다.  2개의  아미노산  서열  사이의  동일성의  정도는  EMBOSS  패키지(Rice  et  al.,  2000,

http://emboss.org), 특히 버전 3.0.0 또는 그 이상의 니들(Needle) 프로그램에서 실행된 니들만-분쉬 알고리즘

(Needleman-Wunsch algorithm)(Needleman and Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443-453)을 사용하여 결정된
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다. 사용된 선택적인 매개변수는 10의 갭 시작 벌점(gap open penalty), 0.5의 갭 확장 벌점(gap extension

penalty), 및 EBLOSUM62 (BLOSUM62의 EMBOSS 버전) 치환 행렬(substitution matrix)이다. 니들(Needle)로 표지

된 "가장 긴 동일성(longest identity)"(짧지 않은 옵션-을 사용하여 수득된)의 산물은 백분율의 동일성으로서

사용되고 하기와 같이 계산된다:

린 성장 촉진(Lean growth promotion): 본원에서 사용된 용어 "린 성장 촉진(promotion)" 또는 "린 성장 증진[0042]

(enhancement)"은 빠르지만 체질량의 린 증가가 목적인 육류 생산 산업에서 가축 또는 애완용 동물 예를 들어

소, 돼지, 양, 염소, 말, 오리, 거위, 비둘기, 칠면조(turkey), 메추라기(quail) 및 닭의 사료급여(feeding)를

말한다.

가축: 소, 말, 가금, 및 유사한 동물이 가정 내 사용을 위해 관리된다.[0043]

정상의 미생물: 본원에서 사용된 용어 "정상의 미생물"은 장내 불균형이 아닌 미생물을 나타낸다. 정상의 미생[0044]

물은 다량의 유전자 및 족(phylae)의 풍부도를 가짐으로써 특징지어진다. 정상의 미생물은 속 박테리오이데테스

(Bacterioidetes),  페칼리박테리움(Faecalibacterium),  로세부리아(Roseburia),  블라우티아(Blautia),  루미노

코쿠스(Ruminococcus),  코프로코쿠스(Coprococcus),  비피도박테리움(Bifidobacterium),  메타노브레비박터

(Methanobrevibacter),  락토바실러스(Lactobacillus),  코프로코쿠스(Coprococcus),  클로스트리디움

(Clostridium), 아커만시아(Akkermansia), 유박테리움(Eubacterium)에 속하는 박테리아를 포함함으로써 특징지

어진다. 

치료: 본원에서 사용된 용어 "치료" 및 "치료하는"은 상태(condition), 질환(disease) 또는 장애(disorder)를[0045]

제거(combating)하는 목적을 위한 환자의 관리(management) 및 보호(care)를 말한다. 상기 용어는 증상 또는 합

병증을 경감시키거나 또는 완화시키는 것; 상태, 질환 또는 장애의 진행을 지연시키는 것; 상태, 질환 또는 장

애를 치유하거나 또는 제거시키는 것; 및/또는 상태, 질환 또는 장애를 예방하는 것의 목적을 위한 활성화된 화

합물의 투여와 같이, 환자가 고통받는 것으로부터 주어진 상태에 대한 치료의 전체 스펙트럼을 포함하도록 의도

되고, 상기 "예방하는" 또는 "예방"은 상태, 질환 또는 장애의 발생을 방해, 감소 또는 지연시키는 목적을 위한

환자의 관리 및 보호를 말하는 것으로 이해되고, 증상 또는 합병증의 개시의 위험도를 예방하거나 또는 감소시

키는 활성화된 화합물의 투여를 포함한다. 치료되는 환자는 바람직하게는 포유 동물, 특히 인간이다. 치료되는

환자는 다양한 연령대가 될 수 있다.

대상체(subject), 환자: 대상체는 본원에서 개시된 포유동물 또는 가금의 종의 하나인 개체이다. 환자는 특정한[0046]

장애로 진단된, 대상체이다.

포유 동물 및 가금 알파 디펜신 및 포유 동물 및 가금 베타 디펜신[0047]

상기 개시는 장 염증, 또는 결장직장암, 또는 내분비, 영양, 대사 또는 심장혈관계 질환을 포함하지만 이에 한[0048]

정되지 않는, 본원에 개시된 적응증의 치료에 있어서 디펜신, 포유 동물 및 가금 알파 및/또는 베타 디펜신, 예

를 들어 소(bovine), 돼지(porcine), 양, 마우스, 원숭이, 말 및 가금 예를 들어 닭, 칠면조, 오리, 거위, 메추

라기, 비둘기 마우스, 원숭이 또는 인간 베타 디펜신, 보다 바람직하게는 사람과(Hominidae), 보다 바람직하게

는 인간 알파 및/또는 베타 디펜신의 사용과 관련이 있다.

카텔리시딘(cathelicidin)의 LL37 단편은 또한 개시된 것에 따른 용도를 위해 고려된다. LL37은 서열번호 16의[0049]

서열을 가진다.

특히 바람직한 구현예에 따르면, 상기 디펜신은 알파 또는 베타 디펜신이다.[0050]

하나의 구현예에서, LL37, 포유 동물의 알파 및/또는 베타 디펜신은 서열번호 1, 서열번호 2, 서열번호 3, 서열[0051]

번호 4, 서열번호 5, 서열번호 6, 서열번호 7, 서열번호 8, 서열번호 9, 서열번호 10, 서열번호 11, 서열번호

12, 서열번호 13, 서열번호 14, 서열번호 15, 서열번호 16 및/또는 서열번호 17의 임의의 아미노산 서열에 대해

적어도 80%, 바람직하게는 적어도 85%, 보다 바람직하게는 적어도 90%, 및 가장 바람직하게는 적어도 95%의 동

일성의 정도를 가진다. 또 다른 구현예에서, 디펜신은 서열번호 1-17의 하나와 10 미만, 예를 들어 8 미만, 예

를 들어 5 미만, 예를 들어 4 미만, 예를 들어 3 미만, 예를 들어 2 미만의 아미노산으로 상이하다.

바람직한 구현예에서, 인간 알파 디펜신은 알파 디펜신 5(서열번호 8) 및/또는 알파 디펜신 6(서열번호 9)으로[0052]

이루어진다. 바람직한 구현예에서, 포유 동물 베타 디펜신은 인간 베타 디펜신 1(서열번호 4), 인간 베타 디펜

신 2(서열번호 5), 인간 베타 디펜신 3(서열번호 6), 인간 베타 디펜신 4(서열번호 7), 및/또는 절단된 인간 베

타 디펜신 2(서열번호 17)로 이루어진다.
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바람직한 구현예에서,  인간 알파 디펜신은 서열번호 8의 아미노산 서열에 적어도 80%,  바람직하게는 적어도[0053]

85%, 보다 바람직하게는 적어도 90%, 및 가장 바람직하게는 적어도 95%의 동일성의 정도를 가진다. 바람직한 구

현예에서, 인간 포유 동물 알파 디펜신은 알파 디펜신 5(서열번호 8)로 이루어진다. 바람직한 구현예에서, 인간

베타 디펜신은 서열번호 5의 아미노산 서열에 적어도 80%, 바람직하게는 적어도 85%, 보다 바람직하게는 적어도

90%, 및 가장 바람직하게는 적어도 95%의 동일성의 정도를 가진다. 바람직한 구현예에서, 인간 베타 디펜신은

인간 베타 디펜신 2(서열번호 5)로 이루어진다. 또 다른 바람직한 인간 베타 디펜신은 절단된 인간 베타 디펜신

2(서열번호  17)이다.  절단된  hBD2(서열번호  17)은  hBD2(서열번호  5)와  유사한  항-염증  효과를  가진다(WO

2013/026794).

인간 이외의 종의 경우, 대상체는 바람직하게는 동일 또는 관련된 종 또는 동일한 종으로부터의 디펜신(예를 들[0054]

어 서열번호 1-3 및 10-15로부터 선택된 아미노산 서열을 갖는 디펜신)의 아미노산 서열에 적어도 80%, 바람직

하게는 적어도 85%, 보다 바람직하게는 적어도 90%, 및 가장 바람직하게는 적어도 95%를 공유하는 디펜신으로부

터  유도된  디펜신으로  치료된다.  예를  들어,  가금은  동일  또는  또  다른  조류  종으로부터의  이종상동성

(orthologous) 디펜신으로 치료될 수 있다고 생각될 수 있다.

여전히 또 다른 구현예에서, 포유 동물 알파 디펜신은 인간 알파 디펜신 및/또는 마우스 알파 디펜신, 및 이의[0055]

기능적으로 동등한 변이체를 포함한다. 바람직하게는, 포유 동물 알파 디펜신은 인간 알파 디펜신 5, 인간 알파

디펜신 6 및 이의 기능적으로 동등한 변이체로 이루어질 수 있는, 인간 알파 디펜신이다. 보다 바람직하게는,

포유 동물 알파 디펜신은 인간 알파 디펜신 5, 및 기능적으로 동등한 변이체 또는 이의 이종상동성으로 이루어

진다.

여전히 추가의 구현예에서, 포유 동물의 베타 디펜신은 인간 베타 디펜신 및/또는 마우스 베타 디펜신, 및 이의[0056]

기능적으로 동등한 변이체로 이루어진다. 바람직하게는, 포유 동물 또는 가금 베타 디펜신은 인간 베타 디펜신

1, 인간 베타 디펜신 2 인간 베타 디펜신 3, 인간 베타 디펜신 4, 침팬지 베타 디펜신 2, 마카크 베타 디펜신

2, 및 마우스 베타 디펜신 3, 오랑우탄 베타 디펜신 2, 말 베타 디펜신 2, 돼지 베타 디펜신 2 및 이의 기능적

으로 동등한 변이체로 이루어진다. 보다 바람직하게는, 포유 동물 베타 디펜신은 인간 베타 디펜신1, 인간 베타

디펜신 2, 인간 베타 디펜신 3, 인간 베타 디펜신 4 및 이의 기능적으로 동등한 변이체를 포함한다. 보다 더욱

바람직하게는, 포유 동물 베타 디펜신은 인간 베타 디펜신 2, 및 이의 기능적으로 동등한 변이체 또는 이종상동

성으로 이루어진다.

하나의 구현예에서, 상기 방법은 적어도 하나의 포유 동물 또는 가금 α-디펜신의 유효량을 이러한 치료를 필요[0057]

로 하는 대상체로의 투여를 포함한다. 다른 구현예에서, 제공된 방법은 적어도 하나의 포유 동물 또는 가금 β-

디펜신의 유효량을 이러한 치료를 필요로 하는 대상체로의 투여를 포함한다. 추가의 구현예에서, 제공된 방법은

적어도 하나의 포유 동물 또는 가금 α-디펜신 및 적어도 하나의 포유 동물 또는 가금 β-디펜신의 유효량을 이

러한 치료를 필요로 하는 대상체로의 투여를 포함한다. 바람직한 구현예는 포유 동물의 알파 디펜신 HD5 및/또

는 포유 동물 베타 디펜신 hBD-2의 투여를 제공한다.

포유 동물(예: 인간) 또는 가금 알파 또는 베타 디펜신의 "기능적으로 동등한 변이체"는 모체 포유 동물(예: 인[0058]

간) 또는 가금 알파 및/또는 베타 디펜신으로서 장 내 미생물에 대략적으로 동일한 효과를 보이는 변경된 포유

동물(예: 인간) 또는 가금 알파 또는 베타 디펜신이다. 포유 동물(예: 인간) 또는 가금 디펜신의 기능적으로 동

등한 변이체는 포유 동물(예: 인간) 또는 가금 디펜신 아미노산 서열과 비교하여, 1-5 아미노산 변형, 바람직하

게는 1-4 아미노산 변형, 보다 바람직하게는 1-3 아미노산 변형, 가장 바람직하게는 1-2 아미노산 변형, 및 특

히 하나의 아미노산 변형을 포함할 수 있다. 바람직하게는, 베타 포유 동물 디펜신의 경우, 인간 베타 디펜신 2

와 비교하여, 서열번호 5를 가진다.

용어 "변형(modification)"은 본원에서 포유 동물(예: 인간) 또는 가금의 임의의 화학적 변형을 의미한다. 변형[0059]

은 아미노산의 치환, 결실 및/또는 삽입뿐만 아니라 아미노산 사슬의 대체; 또는 상기 아미노산 서열에 유사한

특성을  갖는  비천연  아미노산(unnatural  amino  acid)의  사용일  수  있다.  특히  변형은  C-말단의  아미드화

(amidation)와 같은, 아미드화일 수 있다.

바람직하게는, 아미노산 변형은 폴리펩타이드의 접힘(folding) 및/또는 활성(activity); 단일 결실; 작은 아미[0060]

노-  또는 카르복시-말단 연장;  또는 순전하(net  charge)의  변화 또는 다른 기능,  예를 들어 폴리-히스티딘

태그, 항원성 에피토프 또는 결합 도메인에 의한 정제를 촉진하는 작은 연장에 유의하게 영향을 미치지 않는 보

존적인 아미노산 치환 또는 삽입인, 사소한 특성이 있다. 하나의 구현예에서 작은 연장, 예를 들어 폴리-히스티

딘 태그, 항원성 에피토프 또는 결합 도메인은 대략 20-25 잔기 이하의 작은 링커 펩타이드를 통한 포유 동물
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또는 가금 알파 또는 베타 디펜신에 부착되고 상기 링커는 제한 효소 절단 부위를 함유할 수 있다. 도 2 내지 5

의 클러스탈 W(Clustal W) 정렬은 아미노산 잔기가 단백질의 생물학적 활성에 실질적으로 영향을 주지 않으면서

치환될  수  있는지  예측하는  데  사용될  수  있다.  서열은  클러스탈  W

2.1((http://www.geno,me.jp/tools/clustalw/) 및 하기의 설정: 갭 시작 벌점: 10, 갭 확장 벌점: 0.05, 중량

전환: NO, 단백질에 대한 친수성 잔기: GPSNDQE, 친수성 갭: YES, 중량 매트릭스: BLOSUM(단백질 용)을 사용하

여 정렬된다. 하기의 그룹(클러스탈 W, '강한' 보존 그룹) 내 치환은 보존적인 치환으로 간주된다:

-S,T,A; N,E,Q,K; N,H,Q,K; N,D,E,Q; Q,H,R,K; M,I,L,V; M,I,L,F; H,Y; F,Y,W.[0061]

하기의 그룹(클러스탈 W, '약한' 보존 그룹) 내 치환은 반-보존적인 치환으로 간주된다:[0062]

-C,S,A;  A,T,V;  S,A,G;  S,T,N,K;  S,T,P,A;  S,G,N,D;  S,N,D,E,Q,K;  N,D,E,Q,H,K;  N,E,Q,H,R,K;  V,L,I,M;[0063]

H,F,Y.

보존적  치환의  예는  염기성  아미노산(아르기닌,  라이신  및  히스티딘),  산성  아미노산(글루탐산  및[0064]

아스파르트산), 극성 아미노산(글루타민 및 아스파라긴), 소수성 아미노산(류신, 이소류신 및 발린), 방향족 아

미노산(페닐알라닌, 트립토판 및 티로신), 및 작은 아미노산(글리신, 알라닌, 세린, 트레오닌 및 메티오닌)의

그룹 내 생성된 치환이다. 일반적으로 특정한 활성을 변화시키지 않는 아미노산 치환은 당해 기술분야에서 알려

져 있고 예를 들어, Neurath and Hill (1979)에 기술되어 있다. 가장 일반적으로 발생하는 교환(exchange)은

Ala/Ser,  Val/Ile,  Asp/Glu,  Thr/Ser,  Ala/Gly,  Ala/Thr,  Ser/Asn,  Ala/Val,  Ser/Gly,  Tyr/Phe,  Ala/Pro,

Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/Ile, Leu/Val, Ala/Glu, and Asp/Gly이다.

20개의 표준 아미노산 이외에, 비-표준 아미노산(예를 들어 4-히드록시프롤린, 6-N-메틸라이신, 2-아미노이소부[0065]

티르산, 이소발린, 및 알파-메틸 세린)은 야생형 폴리펩타이드의 아미노산 잔기로 치환될 수 있다. 제한된 수의

비-보존적인 아미노산, 유전적 암호에 의해 암호화되지 않는 아미노산, 및 비천연 아미노산은 아미노산 잔기로

치환될 수 있다. "비천연 아미노산"은 단백질 합성 후 변형되고, 및/또는 표준 아미노산과 상이한 곁사슬(side

chain)의 화학 구조를 가진다. 비천연 아미노산은 화학적으로 합성될 수 있고, 바람직하게는 상업적으로 이용가

능하며, 피펠콜산(pipecolic acid), 티아졸리딘 카르복실산(thiazolidine carboxylic acid), 디하이드로프롤린

(dehydroproline), 3- 및 4-메틸프롤린(methylproline), 및 3,3-디메틸프롤린(dimethylproline)을 포함한다.

포유 동물 또는 가금 알파 및/또는 베타 디펜신의 필수 아미노산은 당해 기술분야에 알려진 절차, 예를 들어 부[0066]

위-지정된 돌연변이 생성(mutagenesis) 또는 알라닌-스캐닝 돌연변이 생성에 따라 동정될 수 있다(Cunningham

and Wells, 1989, Science 244: 1081-1085). 후자의 기술에서, 단일 알라닌 돌연변이는 분자 내 모든 잔기에

도입되고, 생성된 돌연변이 분자는 분자의 활성에 결정적인 아미노산 잔기를 동정하기 위한 생물학적 활성(즉,

염증성 장(bowel)  질환 및/또는 TNF-알파 활성의 억제)에 대해 시험된다.  또한,  Hilton  et  al.,  1996,  J.

Biol. Chem. 271: 4699-4708을 참조한다. 필수 아미노산의 동정은 또한 포유 동물 또는 가금 알파 및/또는 베타

디펜신과 관련된 폴리펩타이드와의 동일성 분석으로부터 추론될 수 있다(도 2 내지 5에서 클러스탈 W 정렬을 참

조).

단일 또는 다중의 아미노산 치환은 돌연변이 생성, 재조합, 및/또는 셔플링(suffling)의 공지된 방법을 사용하[0067]

여 생성되고 테스트될 수 있고,  Reidhaar-Olson  and  Sauer,  1988,  Science  241:  53-57;  Bowie  and  Sauer,

1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 2152-2156; WO 95/17413; 또는 WO 95/22625에 개시된 것과 같은, 관련

된 스크리닝 절차를 따르게 될 수 있다. 사용될 수 있는 다른 방법은 실수 유발(error-prone) PCR, 파지 디스플

레이(phage display)(예를 들어, Lowman et al., 1991, Biochem. 30:10832-10837; 미국 특허 제 5,223,409호;

WO 92/06204), 및 부위-특이적 돌연변이 생성(Derbyshire et al., 1986, Gene 46:145; Ner et al., 1988, DNA

7:127)을 포함한다.

주어진 치환의 결과가 확실하게 예측될 수 없는 경우, 유도체는 생물학적 활성의 존재 또는 부재를 결정하기 위[0068]

해 상기 본원에서 기술된 방법에 따라 용이하게 분석될 수 있다.

본원에 개시된 디펜신은 글리코실화(glycosylation)되는 대상체일 수 있다. 또한, 자연적으로 발생하는 디펜신[0069]

은 단백질 분해 절차를 거친 대상체일 수 있고 더 작은 생물활성의 단편으로 절단될 수 있다고 당해 기술분야에

공지되어 있다. 글리코실화된 디펜신 및 디펜신의 생물활성 단편은 본 발명의 개시 내 포함된다.

또한 디펜신의 유도제(inducer)가 본 발명의 개시 범위 내 포함된다. 비타민 D 및 대장균 Nissle은 디펜신의 분[0070]

비를 유도할 수 있고 이에 따라 본원에 기술된 적응증을 치료할 수 있는 것은 당해 기술분야에 공지되어 있다. 
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알파 및 베타-디펜신의 조합[0071]

하나의 실시 양태에서 적어도 하나의 포유 동물 또는 가금 α-디펜신 및 적어도 하나의 포유 동물 및 가금 β-[0072]

디펜신을 포함하는 조성물이 제공된다. 실시예 1 및 3에서 입증된 바와 같이 알파 및 베타 디펜신은 경구 투여

될 수 있다. 예시적인 알파-디펜신, HD5는 특히 이소성 지질 축적을 감소시키고 예시적인 베타-디펜신, hBD2는

특히 글루코스 조절 경로를 개선시킨다. 따라서 알파 및 베타 디펜신의 조합은 특히 본원에 기술된 바와 같이

비만 및 내분비 적응증의 효과적인 치료를 유도할 수 있다.

포유 동물 α-디펜신은 HD5 및 HD6로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있고, 적어도 하나의 포유 동물 β-디펜신[0073]

은 hBD-1, hBD-2, hBD-3 및 hBD-4로부터 선택될 수 있다.

바람직하게는, 조성물은 HD5 및 hBD-2를 포함한다.[0074]

상기 조성물은 약제학적으로 허용 가능한 부형제(excipient)를 추가로 포함할 수 있고 멸균되며 멸균 및 등장액[0075]

으로서 제제화될 수 있다.  

알파 및 베타-디펜신의 비율은 임의의 양(ration)일 수 있다. 일부의 구현예에서, 조성물은 몰(molarity) 기준[0076]

또는 중량 기준 또는 mg/mL 기준으로 본질적으로 동일한 양의 적어도 하나의 포유 동물 또는 가금 α-디펜신 및

적어도 하나의 포유 동물 또는 가금 β-디펜신을 포함한다. 

장시간-작용하는 디펜신[0077]

α- 또는 β-디펜신의 반감기는 α- 또는 β-디펜신을 다른 분자와 융합 또는 접합(conjugating) 즉, α- 또는[0078]

β-디펜신과  동일한  방식으로  투여된  α-  또는  β-디펜신의  생체  내  혈장  반감기와  비교하여  실질적으로

증가된, α- 또는 β-디펜신의 생체 내 혈장 반감기를 제공하는 약제학적으로 허용가능한 분자에 연결된 장시간

작용하는 생물학적 활성의 α- 또는 β-디펜신을 구성함으로써 연장될 수 있다. 

장시간 작용하는 생물학적 활성 α-  또는 β-디펜신은 포유 동물의 신생 포유 동물 Fc  수용체,  트랜스페린[0079]

(transferrin) 또는 a CH3(CH2)nCO-, 상기 n은 8 내지 22 또는 중합체와 결합하는 분자로부터 선택되는 약제학

적으로 허용가능한 분자에 연결된 포유 동물 α-디펜신 또는 이의 유사체 또는 포유 동물 β-디펜신 또는 이의

유사체를 포함한다.

α- 또는 β-디펜신 작용제(agonist)는 또한 비-포유동물 기원일 수 있고, 작은 유기 분자, 펩타이드, 폴리펩타[0080]

이드 및 단백질로부터 선택될 수 있다.

α- 또는 β-디펜신 작용제는 선행 기술 문헌에 기술된 바와 같이 다양한 방식, 예를 들어 화학적 커플링의 제[0081]

한없이 이작용성 링커(bifunctional linker), N-말단 또는 C-말단의 디펜신, 예를 들어 α-디펜신 또는 β-디펜

신을 약제학적으로 허용가능한 분자, 예를 들어 알부민 또는 알부민 유사체에 커플링함으로써 기술적인 유전자

를 통해, 약제학적으로 허용가능한 분자에 연결될 수 있다. 특히, N-말단의 알부민 또는 알부민 유사체, 예를

들어 인간 알부민은 C-말단의 α-디펜신 또는 β-디펜신, 또는 N-말단의 α-디펜신 또는 β-디펜신, 또는 C-말

단의 알부민, 예를 들어 인간 알부민은 α-디펜신 또는 β-디펜신의 C-말단, 또는 N-말단의 α- 또는 β-디펜신

에 커플링될 수 있다. 링커 서열은 알부민과 α- 또는 β-디펜신 사슬 사이에 삽입될 수 있다. α- 또는 β-디

펜신 작용제는 안정한 링커 또는 보다 불안정한 링커를 통해 약제학적으로 허용가능한 분자에 연결될 수 있다.

이관능성 PEG 분자(예를 들어, Paige et.al Pharmaceutical Research, vol. 12, no. 12, 1995 참조), 가수분해

성 링커(Shechter  et  al.  Bioconjugate  Chem.  2005,16:  913-  920  and  International  Journal  of  Peptide

Research and Therapeutics, Vol. 13, Nos. 1-2, June 2007 및 W02009095479 참조), 예를 들어 W02010092135

에 참조된 PDPF 및 EMCH를 포함하는 다수의 링커가 당해 기술분야에 공지되어 있다. α- 또는 β-디펜신 작용제

의 화학적 접합(2개 또는 그 이상의 분자에 연결)이 약제학적으로 허용가능한 분자에 작용하는 특별한 경우에,

기능적인 α- 또는 β-디펜신 활성을 강하게 감소시키고, 바람직하게는 기능적인 α- 또는 β-디펜신 작용제를

방출할 수 있는 보다 불안정한(labile) 링커를 사용할 수 있다. 

반감기 연장은 스페이서(spacer),  예를 들어 γ-L-글루타밀 스페이서 및 리신에 대한 C-18  지방 이산성(di-[0082]

acid) 사슬을 지닌 펩타이드 골격의 아실화(acylation)을 통해 또한 이루어질 수 있다. 지방 이산성 부위 사슬

및 스페이서는 알부민에 강하지만 가역적인 결합을 매개하고, 주입 부위로부터의 방출을 늦추고 신장(renal) 제

거를 감소시킨다. 

방법 및 용도[0083]
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실시예 4에서 입증된 바와 같이, GLP-1 유사체인, 리라글루티드(liraglutid)의 투여는 고지방 식이를 먹인 비만[0084]

마우스 내 미생물상의 변화를 유도한다. 상기 변화는 특히 짧은 사슬 지방산의 생성을 선호하는 박테리아 종의

증가로 더욱 건강하거나 또는 정상적인 미생물상으로 향한다. 따라서, 본 발명자들은 장내 불균형한 미생물상의

치료와 GLP-1 또는 GLP-1 유사체의 투여에 의해 본원에 기술된 다른 용도를 고려한다.

바람직하게는, GLP-1 또는 GLP-1 유사체는 피하 또는 근육 내 투여를 통해 비경구적으로 투여된다. GLP-1 유사[0085]

체는 엑세나타이드(exenatide),  리라글루타이드(liraglutide), 릭시세나타이드(lixisenatide), 알비글루타이드

(albiglutide), 및 둘라글루타이드(dulaglutide)로부터 선택될 수 있다.

인간 알파 디펜신 5 및 인간 베타 디펜신 2는 장내 정상적인 미생물을 유지 또는 안정화시킬 수 있으며, 또한[0086]

장내 불균형한 미생물을 치료 또는 정상화할 수 있다; 이에 따라 결장직장암, 장 염증, 내분비, 영양, 대사, 또

는 심혈관 질환의 치료를 위한 약제로서 또는 린 성장 촉진제로서 강력한 활성을 나타낸다. 따라서, 하나의 실

시 양태는 유효량의 포유 동물 α-디펜신 및/또는 β-디펜신을 상기 치료를 필요로 하는 대상체로 투여함으로써

일반적으로 장내 염증의 치료 또는 결장직장암, 내분비, 영양, 대사 또는 심혈관 질환의 치료를 위한 방법을 제

공한다. 상기 질환의 예는 제1형 당뇨병, 제2형 당뇨병, 대사 증후군, 전신 저등급 염증, 비만, 인슐린 저항성,

포도당 불내성 및 심혈관 질환이다. 

특히, HD5 및 hBD2는 인슐린 저항성을 치료하고 인슐린 감수성 및 포도당 내성의 개선뿐만 아니라 비만의 치료[0087]

및 예방에 사용될 수 있다. HD5는 특히 이소성 지질 축적을 감소시킬 수 있는 반면 hBD2는 특히 당 조절 효능을

개선시킬 수 있다. 

비만의 예방 또는 체중 감소의 유도 또는 체중 증가의 예방은 바람직하게는 내장 지방(visceral fat)의 축적의[0088]

감소 또는 예방, 지방 백분율의 증가의 감소 또는 예방, 또는 허리 둘레의 증가의 감소 또는 예방을 수반한다.

제공된 방법은 본원에 기술된 바와 같이 상기 조건(condition) 중 하나에 의해 영향을 받는 대상체의 장내 박테[0089]

리아 군집의 구조 및 조성뿐만 아니라 전사 수준의 변화를 통해 박테리아 표현형을 변화시킴으로써 장 염증을

치료 또는 예방할 수 있다. 

제공된 방법은 장내 미생물의 구조 및 조성을 변화시킴으로써 결장직장암, 내분비, 영양, 대사 또는 심장혈관계[0090]

질환을 치료할 수 있고, 따라서 대상체의 대사체(metabolome)는 본원에 기술된 바와 같은 상기 조건 중 하나에

의해 영향을 받는다. 

하나의 실시 양태는 상기 치료를 필요로 하는 대상체로 포유 동물 α-디펜신 및/또는 β-디펜신의 유효량을 투[0091]

여함으로써, 인간의 장 염증의 치료를 위한 방법을 제공하고, 상기 염증은 동물의 구강, 식도, 위, 십이지장,

공장, 회장, 맹장, 결장, 직장, 및/또는 항문관에 위치된다. 바람직하게는 디펜신은 인간 알파 디펜신이다. 다

른  바람직한  구현예에서  디펜신은  인간  베타  디펜신,  바람직하게는  hBD2이고,  염증은  구강,  식도,  위,

십이지장, 공장, 회장, 맹장, 직장, 및/또는 항문관에서 감소된다.

하나의 실시 양태는 포유 동물 또는 가금 α-디펜신 및 β-디펜신의 유효량을 상기 치료를 필요로하는 대상체로[0092]

투여함으로써 장 염증의 치료를 위한 방법을 제공한다.

하나의 실시 양태는 장내 정상적인 미생물을 안정화 또는 유지시키기 위한 방법을 제공한다. 또 다른 실시 양태[0093]

는 포유 동물 또는 가금 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 GLP-1/GLP-1 유사체의 유효량을 상기 치료를 필

요로 하는 대상체로 투여함으로써 장내 불균형한 미생물의 치료 또는 정상화를 위한 방법을 제공한다.

추가의 실시 양태는 포유 동물 또는 가금 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 GLP-1/GLP-1 유사체의 유효량을[0094]

상기 치료를 필요로 하는 대상체로 투여함으로써 장내 미생물의 유전자 풍부도를 증가시키기 위한 방법을 제공

한다.

하나의 실시 양태는 포유 동물 또는 가금 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 GLP-1/GLP-1 유사체의 유효량을[0095]

상기 치료를 필요로 하는 대상체로 투여함으로써 장내 미생물 족의 수를 증가시키기 위한 방법을 제공한다.

하나의 실시 양태는 포유 동물 또는 가금 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 GLP-1/GLP-1 유사체의 유효량을[0096]

상기 치료를 필요로 하는 대상체로 투여함으로써 부티레이트 생성의 증가 및/또는 아세테이트 생성의 감소를 위

한 방법을 제공한다. 

하나의 실시 양태는 포유 동물 또는 가금 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 GLP-1/GLP-1 유사체의 유효량을[0097]

상기 치료를 필요로 하는 대상체로 투여함으로써 장내 미생물로부터 짧은 사슬의 지방산의 생성을 증가시키기
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위한 방법을 제공한다.

어떤 실시 양태는 포유 동물 또는 가금 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 GLP-1/GLP-1 유사체의 유효량을[0098]

상기 치료를 필요로 하는 대상체로 투여함으로써 장내 미생물 내 박테리오이데테스(Bacterioidetes), 파에칼리

박테리움(Faecalibacterium),  로세부리아(Roseburia),  블라우티아(Blautia),  루미노코쿠스(Ruminococcus),  코

프로코쿠스(Coprococcus),  비피도박테리움(Bifidobacterium),  메타노브레비박터(Methanobrevibacter),  락토바

실러스(Lactobacillus),  클로스트리디움(Clostridium),  알로바쿨룸(Allobaculum),  알로프레보텔라

(Alloprevotella),  아커만시아(Akkermansia),  유박테리움(Eubacterium)으로  이루어진  군으로부터  선택된  속

(genus)에 속하는 박테리아의 수를 증가시키기 위한 방법을 제공한다. 바람직하게는 상기 박테리아는 알로바쿨

룸(Allobaculum),  알로프레보텔라(Alloprevotella),  아커만시아(Akkermansia),  또는  락토바실러스

(Lactobacillus)이다.

바람직한  구현예에서,  박테로이데스  불가투스(Bacteroides  vulgatus),  박테로이데스  카카에(Bacteroides[0099]

caccae),  파에칼리박테리움  프라우스니치이(Faecalibacterium  prausnitzii),  로세부리아  인테스티날리스

(Roseburia  intestinalis),  블라우티아  한세니(Blautia  hansenii),  루미노코커스  그나부스(Ruminococcus

gnavus), 코프로코커스 코메스(Coprococcus comes), 클로스트리디움 넥사일(Clostridium nexile), 클로스트리

디움 볼테아에(Clostridium  bolteae), 비피도박테리움 롱굼(Bifidobacterium longum), 비피도박테리움 비피둠

(Bifidobacterium bifidum,) 비피도박테리움 아돌레센티스(Bifidobacterium adolescentis), 비피도박테리움 덴

툼(Bifidobacterium  dentum),  락토바실러스  가세리(Lactobacillus  gasseri),  락토바실러스  플란타룸

(Lactobacillus  plantarum),  아커만시아  뮤시니필라(Akkermansia  muciniphila),  유박테리움  렉탈레

(Eubacterium rectale)로 이루어진 군으로부터 선택된 박테리아의 수를 증가시키기 위한 방법이 제공된다. 제공

된 방법은 건강한 장내 미생물의 전형적인 박테리아의 수를 증가시킨다.

하나의 실시 양태는 포유 동물 또는 가금 α-디펜신 및/또는 β-디펜신 및/또는 GLP-1/GLP-1 유사체의 유효량을[0100]

상기 치료를 필요로 하는 대상체로 투여함으로써 장내 미생물 내 박테리오이데테스 프라질리스(Bacteroidetes

fragilis), 수투렐라 와즈워티아(Sutturella wadsworthia), 베일로넬라 파불라(Veillonella parvula), 에스케

리키 콜라이(Escherichi  coli), 헤모필루스 파라인플루엔자(Haemophilus parainfluenzae), 푸소박테리움 누클

리아툼(Fusobacterium  nucleatum),  아이케넬라  코로덴스(Eikenella  corodens),  및  게멜라  모리빌룸(Gemella

moribillum)으로 이루어진 군으로부터 선택되는 속에 속하는 박테리아 수를 감소시키기 위한 방법을 제공한다.

제공된 방법은 치료를 필요로 하는 대상체의 장내 불균형한 미생물의 전형적인 박테리아의 수를 감소시킨다. 

따라서, 바람직한 구현예에서 개시된 방법을 사용하여 치료될 수 있는 기술된 장 염증, 결장직장암, 내분비, 영[0101]

양, 대사 또는 심혈관 질환은 치료를 필요로 하는 대상체의 장내 불균형한 미생물에 의해 특징지어진다. 어떤

구현예에서, 개시된 방법에 의해 제공된 치료를 필요로하는 대상체의 장내 불균형한 미생물은 낮은 유전자 풍부

도를 가진다. 다른 구현예에서, 개시된 방법에 의해 제공되는 치료를 필요로 하는 대상체의 장내 불균형한 미생

물은 낮은 수의 족을 갖는다. 다른 구현예에서, 개시된 방법에 의해 제공된 치료를 필요로 하는 대상체의 장내

불균형한 미생물로부터 아세테이트의 증가된 생성을 가진다. 개시된 방법에 의해 증가된 아세테이트의 생성은

부티레이트의 생성의 선호도를 감소시킬 수 있다.

바람직한 구현예에서, 개시된 방법에 의해 제공되는 치료를 필요로하는 대상체의 장에 장내 불균형의 미생물은[0102]

박테리오이데테스(Bacterioidetes),  파에칼리박테리움(Faecalibacterium),  로세부리아(Roseburia),  블라우티아

(Blautia), 루미노코쿠스(Ruminococcus), 코프로코쿠스(Coprococcus), 비피도박테리움(Bifidobacterium), 메타

노브레비박터(Methanobrevibacter),  락토바실러스(Lactobacillus),  클로스트리디움(Clostridium),  알로바쿨룸

(Allobaculum),  알로프레보텔라(Alloprevotella)  아커만시아(Akkermansia),  및  유박테라움(Eubacterium)으로

이루어진 군으로부터 선택된 속에 속하는 낮은 수의 박테리아를 갖는다. 보다 바람직한 구현예에서, 개시된 방

법에 의해 제공되는 치료를 필요로하는 대상체의 장내 불균형한 미생물은 박테로이데스 불가투스(Bacteroides

vulgatus),  박테로이데스  카카에(Bacteroides  caccae),  파에칼리박테리움  프라우스니치이(Faecalibacterium

prausnitzii),  로세부리아 인테스티날리스(Roseburia  intestinalis),  블라우티아 한세니(Blautia  hansenii),

루미노코커스 그나부스(Ruminococcus gnavus), 코프로코커스 코메스(Coprococcus comes), 클로스트리디움 넥사

일(Clostridium  nexile),  클로스트리디움  볼테아에(Clostridium  bolteae),  비피도박테리움  롱굼

(Bifidobacterium  longum),  비피도박테리움  비피둠(Bifidobacterium  bifidum,)  비피도박테리움 아돌레센티스

(Bifidobacterium  adolescentis),  비피도박테리움  덴툼(Bifidobacterium  dentum),  락토바실러스  가세리

(Lactobacillus  gasseri),  락토바실러스  플란타룸(Lactobacillus  plantarum),  아커만시아  뮤시니필라

(Akkermansia muciniphila), 유박테리움 렉탈레(Eubacterium rectale)로 이루어진 군으로부터 선택된 낮은 수
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의 박테리아를 갖는다. 추가의 구현예에서, 치료를 필요로하는 대상체의 장내 불균형한 미생물은 박테리오이데

테스 프라질리스(Bacteroidetes fragilis), 수투렐라 와즈워티아(Sutturella wadsworthia), 베일로넬라 파불라

(Veillonella  parvula),  에스케리키  콜라이(Escherichi  coli),  헤모필루스  파라인플루엔자(Haemophilus

parainfluenzae),  푸소박테리움  누클리아툼(Fusobacterium  nucleatum),  아이케넬라  코로덴스(Eikenella

corodens), 및 게멜라 모리빌룸(Gemella moribillum)으로 이루어진 군으로부터 선택된 높은 수의 박테리아를 갖

는다. 

바람직한 구현예에 개시된 방법은 적어도 포유 동물 또는 가금 알파 디펜신 및/또는 적어도 포유 동물 또는 가[0103]

금  베타  디펜신  및/또는  적어도  GLP-1/GLP-1  유사체의  투여를  통해,  장내  불균형한  미생물  및  중간대사체

(metabolome)를 치료할 수 있다.

개시된 방법은 항생제 치료 또는 화학 요법 또는 면역 요법 또는 면역 억제 요법 또는 장내 미생물에 부정적인[0104]

영향을 미치는 또 다른 치료를 수행했거나 및/또는 수행하고 있는 대상체의 장내 불균형한 미생물 및/또는 중간

대사체의 치료, 예방 또는 정상화를 위해 사용될 수 있다.

개시된 방법은 치은염(gingivitis)을 포함하는 치주염(periodontitis)에 의해 영향을 받는 대상체와 같은 대상[0105]

체의 구강 내 장내 불균형한 미생물의 치료, 예방 또는 정상화를 위해 또한 사용될 수 있다. 치주염은 흡연 및

스트레스에 의해 유발될 수 있으며 또한 약물-유도, 예를 들어 화학 요법, 면역 요법 및 면역 억제 요법에 의해

유도될 수 있다.

개시된 방법에 의해 제공된 치료를 필요로 하는 대상체는 장 염증 또는 결장직장암 또는 내분비, 영양, 대사 또[0106]

는 심혈관 질환에 영향을 받는다. 하나의 구현예에서, 치료를 필요로 하는 대상체는 25 또는 그 이상, 예를 들

어 30 또는 그 이상, 예를 들어 35 또는 그 이상, 예를 들어 40 또는 그 이상의 BMI를 갖는다. 또 다른 구현예

에서, 치료를 필요로 하는 대상체는 적어도 0.80, 예를 들어 0.80-0.84, 예를 들어 적어도 0.85(여성) 또는 적

어도 0.90, 예를 들어 0.9-0.99, 예를 들어 1.00(남성) 이상의 허리/엉덩이 비율을 가진다. 추가의 구현예에서,

치료를 필요로 하는 대상체는 적어도 6.1 mmol/l, 예를 들어 적어도 7.0 mmol/l의 공복 혈당을 가진다. 또한 추

가의 구현예에서, 치료를 필요로하는 대상체는 적어도 42  mmol/mol  Hb,  예를 들어 42  내지 46  mmol/mol  Hb

사이, 예를 들어 적어도 48 mmol/mol Hb의 당화된 헤모글로빈(HbA1C) 수준을 갖는다.

개시된 방법에 의해 제공된 치료를 필요로 하는 대상체는 하기의 증상 중 하나 또는 그 이상을 나타낼 수 있다.[0107]

· 증가된 혈압: ≥ 140/90 mmHg;[0108]

· 이상 지질 혈증(dyslipidemia): 트리글리세라이드(triglyceride)(TG): ≥ 1.695 mmol/L 및 고-밀도 지단백[0109]

콜레스테롤(HDL-C) ≤ 0.9 mmol/L(남성) ≤ 1.0 mmol/L (여성);

· 중심성 비만(central obesity): 허리:엉덩이 비 > 0.90 (남성); > 0.85 (여성), 또는 체질량 지수> 30kg/m
2
;[0110]

및

· 미세 알부민뇨(microalbuminuria):  뇨 알부민 배설 비 ≥ 20  μg/min  또는 알부민:크레아티닌 비 ≥ 30[0111]

mg/g.

하나의 구현예에서, 개시된 방법에 따르는, 적어도 하나의 포유 동물 또는 가금 α-디펜신 및/또는 β-디펜신의[0112]

투여는, 일반적으로 경구이다.

포유 동물 또는 가금 알파 및 베타 디펜신은 임의의 통상적인 경로에 의한 투여를 위해 제제화된 조성물에서 치[0113]

료학적으로  사용될  수  있다.  하나의  구현예에서,  포유  동물  및  가금  알파  및/또는  베타  디펜신은  경구

투여된다. 인간 베타-디펜신 2는 결장 내 염증성 장 질환을 치료하기 위해 경구 투여될 수 있다. 본 발명자들은

놀랍게도 인간 알파 디펜신, HD5는 경구로 투여될 수 있고 산성의 위를 통과함에도 불구하고, 장내 생물활성을

유지한다는 것을 입증하였다.

경구 투여는 정상적으로 장관(enteral) 약물 전달을 위한 것이고, 상기 약제는 장관 점막을 통해 전달된다. 그[0114]

러나, 본 발명자들에 의해 입증된 바와 같이, hBD2는 임의의 검출 가능한 정도(extent)로 장으로부터 흡수되지

않는다. 다른 디펜신도 또한 장으로부터 흡수되지 않을 것으로 예상된다. 

하나의 구현예에서, 포유 동물 및 가금 알파 및/또는 베타 디펜신은 피하 투여된다. 특히 hBD2 및 HD5는 피하[0115]

투여될 수 있다고 고려된다.
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어떤 구현예 내에서, 바람직한 구현예의, 조성물은 동결 건조물로서 안정성을 제공하고 재수화(rehydration) 후[0116]

적절한 부형제를 사용하여, 동결 건조물(lyophilizate)로서 제형화될 수 있다.

포유 동물 알파 디펜신 및/또는 포유 동물 베타 디펜신, 예를 들어 인간 알파 디펜신 및/또는 인간 베타 디펜신[0117]

을 함유하는 약제학적 또는 동물 사료 조성물은, 통상적인 방법, 예를 들어, 혼합(mixing), 입화(granulating),

코팅(coating), 용해(dissolving) 또는 동결 건조(lyophilizing) 공정에 따라 제조될 수 있다. 바람직한 구현

예에서, 포유 동물 알파 디펜신 및/또는 포유 동물 베타 디펜신을 함유하는 약제학적 조성물은 멸균 및 등장액

으로 제제화된다. 

제공된 약제학적 조성물은, 하나의 구현예에서, 적어도 하나의 포유 동물 알파 디펜신을 포함한다. 포유 동물[0118]

알파 디펜신의 예는 HD5 및 HD6이다. 바람직한 구현예에서, 조성물은 포유 동물 알파 디펜신 HD5를 포함한다.

약제학적 조성물은 또 다른 구현예에서, 적어도 하나의 포유 동물 베타 디펜신을 포함한다. 포유 동물 베타 디

펜신의 예는 hBD1, hBD2, hBD3 및 hBD4이다. 바람직한 구현예에서, 조성물은 포유 동물 베타 디펜신 hBD2를 포

함한다. 약제학적 조성물은, 추가의 구현예에서, 적어도 하나의 포유 동물 알파 디펜신 및 적어도 하나의 포유

동물 베타 디펜신을 포함한다. 포유 동물 알파 디펜신의 예는 HD5 및 HD6이다. 포유 동물의 베타 디펜신의 예는

hBD1, hBD2, hBD3 및 hBD4이다. 바람직한 구현예에서, 조성물은 포유 동물 알파 디펜신 HD5 및 포유 동물 베타

디펜신 hBD2를 포함한다. 다른 구현예에서, 조성물 또는 사료 조성물은 서열번호 1-3 및 10-17로부터 선택되는

아미노산 서열뿐만 아니라 본원에서 정의된 서열 변이체 및 단편을 갖는 디펜신으로부터 선택된 하나 또는 그

이상의 비-인간 디펜신을 포함한다.

바람직한 구현예의 약제학적 조성물은 포유 동물 알파 디펜신 및/또는 포유 동물 베타 디펜신, 예를 들어 인간[0119]

알파 디펜신 및 인간 베타 디펜신, 및 약제학적으로 허용가능한 담체 및/또는 희석제를 포함한다.

약제학적으로 및 동물 사료로 허용가능한 담체 및/또는 희석제는 당해 기술분야의 통상의 기술자에게 잘 알려져[0120]

있다. 액체 용액으로서 제제화된 조성물의 경우, 허용가능한 담체 및/또는 희석제는 식염수 및 멸균수를 포함하

고, 선택적으로 항산화제, 완충액, 정균제(bacteriostat), 및 다른 통상적인 첨가제를 포함할 수 있다.

개시된 화합물은 경구 투여를 위한 다양한 제형으로 제제화될 수 있다. 고형 제제는 분말, 정제(tablet), 점적[0121]

제(drop), 캡슐, 카시에(cachet), 로젠지(lozenge), 및 분산성 과립(dispersible granule)을 포함할 수 있다.

경구 투여에 적합한 다른 형태는 에멀젼, 시럽, 엘릭서(elixir), 수성 용액, 수성 현탁액, 치약, 겔 치마제(gel

dentrifrice),  츄잉  껌을  포함하는  액체  형태  제제,  또는  사용  직전에  액체  형태  제제,  예를  들어  용액,

현탁액, 및 에멀젼으로 전환되도록 의도된 고체 형태 제제를 포함할 수 있다.

개시된 화합물은 피하 투여를 위한 다양한 제형으로 제제화될 수 있다.[0122]

제형은 (포유 동물 알파 디펜신 및/또는 포유 동물 베타 디펜신,  및 다른 선택적인 활성 성분에 추가하여)[0123]

담체,  충전제(filler),  붕해제(disintegrator),  유동  조절제(flow  conditioner),  당  및  감미제,  향료

(fragrance), 방부제(preservative), 안정화제(stabilizer), 습윤제(wetting agent), 유화제(emulsifier), 용

해제(solubilizer),  삼투압  조절용  염(salt),  완충액(buffer),  희석제(diluents),  분산  및  계면-활성제

(dispersing and surface-active agent), 결합제(binder), 윤활제(lubricant) 및/또는 당해 기술분야에서 공지

된 다른 약제학적 부형제를 함유할 수 있다. 

당해  기술분야의  통상의  기술자는  Remington  's  Pharmaceutical  Sciences,  Gennaro  (1990)에  기술된  것과[0124]

같이, 허용된 실행에 따라, 적절한 방식으로 포유 동물 또는 가금 알파 디펜신 및 포유 동물 또는 가금 베타 디

펜신을 추가로 제제화할 수 있다.

포유 동물 알파 디펜신 및 포유 동물 베타 디펜신, 예를 들어 인간 알파 디펜신 및 인간 베타 디펜신은, 단독으[0125]

로, 또는 하나, 둘 또는 그 이상의 다른 약제학적 화합물 또는 약물 물질, 예를 들어 인슐린/인슐린 유사체 및/

또는 글루카곤 유사 펩타이드-1(GLP-1)/GLP-1 유사체 및/또는 글루카곤 유사 펩타이드-2(GLP-2)/GLP-2 유사체

및/또는 디펩티딜 펩티다아제 IV (DPP-IV) 억제제 및/또는 메트포르민(metformin) 및/또는 소듐 글루코스 트랜

스포터-2(SGLT-2) 억제제 및/또는 글루카곤 수용체 길항제 및/또는 일시적인 수용체 전위 양이온 채널 아족 V

멤버 1(TRPV1) 길항제 및/또는 하나 또는 그 이상의 약제학적으로 허용가능한 부형제와의 병용 요법으로 사용될

수 있다. 바람직하게는, 인슐린 또는 인슐린 유사체 또는 GLP-1 또는 GLP1 유사체는 피하 또는 근육 내 투여를

통해 비경구 투여된다. GLP-1 유사체는 엑세나타이드(exenatide), 리라글루타이드(liraglutide), 릭시세나타이

드(lixisenatide),  알비글루타이드(albiglutide),  및 둘라글루타이드(dulaglutide)로부터 선택될 수 있고, 인

슐린  유사체는  리스프로(Lispro),  아스파르트(Aspart),  글루리신(Glulisine),  데테미르  인슐린(Detemir
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insulin),  데글루데크  인슐린(Degludec  insulin),  및  글라진  인슐린(Glargine  insulin)  중에서  선택될  수

있다.

포유 동물 알파 디펜신 및 포유 동물 베타 디펜신, 예를 들어 인간 알파 디펜신 및 인간 베타 디펜신은, 또한[0126]

화학 요법, 면역 요법, 방사선 요법 또는 이들의 조합으로 병용 요법으로 사용될 수 있다.

가축에서의 방법 및 용도[0127]

본원에 개시된 방법은 성장 속도 및 사료 효율을 개선하기 위해 가축과 함께 사용될 수 있다. 상기 방법은 예를[0128]

들어 항생제의 대안으로서 사용될 수 있다.

하나의 실시 양태는 포유 동물 또는 가금 α-디펜신 및/또는 β-디펜신의 유효량을 상기 치료를 필요로 하는 대[0129]

상체에게 투여함으로써 비-인간 동물 내 장 염증을 치료하기 위한 방법을 제공한다.

또 다른 실시 양태는 포유 동물 또는 가금 α-디펜신 및/또는 β-디펜신의 유효량을 이를 필요로 하는 대상체에[0130]

게 투여함을 포함하는, 동물 육류 생산에 린 성장의 촉진을 위한 방법과 관련이 있다. 디펜신은 호르몬, 스테로

이드 및 항생제의 대안으로서 사용될 수 있다. 실시예 1 및 3에서 입증된 바와 같이, 고지방 식이를 먹인 마우

스로 HD5 및 hBD2의 투여는 지방량의 축적을 예방함으로써 린 성장을 촉진한다.

시험관 내 합성[0131]

포유 동물 및 가금 알파 디펜신 및 포유 동물 및 가금 베타 디펜신은 당해 기술분야에 공지된 통상적인 방법을[0132]

사용하여, 시험관 내 합성에 의해 제조될 수 있다. 다양한 상업적 합성 장치, 예를 들어, Applied Biosystems

Inc., Beckman 등의 자동화 합성기(synthesizer)는 이용가능하다. 합성기를 사용함으로써, 자연적으로 발생하는

아미노산은 비천연 아미노산, 특히 D-이성체(또는 D-형태) 예를 들어 D-알라닌 및 D-이소류신, 부분입체이성질

체(diastereoisomer), 상이한 길이 또는 작용성을 갖는 곁사슬 등으로 치환될 수 있다. 특정 순서 및 제조 방법

은 편의성, 경제성, 요구되는 순도 등에 의해 결정될 것이다.

화학적인  연결은  아미드  또는  치환된  아민  형성을  위한  아미노기,  예를  들어  환원성  아민화,  티오에테르[0133]

(thioether) 또는 디설파이드(disulphide) 형성을 위한 티올기, 아미드 형성을 위한 카르복실기 등과 같은, 결

합을 위해 편리한 작용기를 포함하는 다양한 펩타이드 또는 단백질에 제공될 수 있다. 

원하는 경우, 다양한 기(group)는 합성 동안 또는 발현 동안 펩타이드 내로 도입될 수 있으며, 이는 다른 분자[0134]

또는 표면으로 연결을 허용한다. 따라서, 시스테인은 티오에테르, 금속 이온 복합체에 결합하기 위한 히스티딘,

아미드를 형성하기 위한 아미노기 등을 제조하기 위해 사용될 수 있다.

포유 동물 및 가금 알파 디펜신 및 포유 동물 및 가금 베타 디펜신, 또는 이의 기능적 당량(equivalent)은, 또[0135]

한 재조합 합성의 통상적인 방법에 따라 분리 및 정제될 수 있다. 재조합 합성은 적절한 발현 벡터 및 진핵 발

현 시스템을 사용하여 수행될 수 있다. 용액은 발현 숙주 및 배지 및 HPLC, 배제 크로마토그래피, 겔 전기영동,

친화성 크로마토그래피, 또는 다른 정제 기술을 사용하여 정제되어 제시된 디펜신으로 제조될 수 있다. 대장균

에서 인간 베타 디펜신 2의 재조합 발현에 대한 방법은 WO 2010/007166 (노보자임스(Novozymes))에 개시되어 있

다.

용량[0136]

포유 동물 알파 디펜신 및 포유 동물 베타 디펜신, 예를 들어 인간 알파 디펜신 및 인간 베타 디펜신은, 바람직[0137]

하게는 장 염증, 결장직장암, 내분비, 영양, 대사 또는 심혈관 질환을 치료하기 위한 효과적인, 바람직하게는

환자에게 허용가능한 독성을 지닌 양으로 약제학적 조성물에 사용된다. 포유 동물 또는 가금 알파 디펜신 및 포

유 동물 또는 가금 베타 디펜신은 바람직하게는 린 성장을 촉진하기 위해 동물 사료에 적용된다. 포유 동물 또

는  가금  알파  디펜신  및  포유  동물  또는  가금  베타  디펜신,  예를  들어  인간  알파  디펜신  및  인간  베타

디펜신은, 또한 바람직하게는 장내 정상적인 미생물 조성물을 유지하기 위해 또는 장내 불균형한 미생물을 치료

또는 정상화시키기 위해 효과적인, 바람직하게는 상기 치료를 필요로 하는 환자 또는 동물에게 허용가능한 독성

을 지닌 양으로 약제학적 조성물 또는 동물 사료에 사용된다.

상기  치료의  경우,  적절한  용량은,  물론,  예를  들어,  사용된  화합물의  화학적  성질  및  약물동력학적[0138]

(pharmacokinetic) 데이터, 개별적인 숙주, 투여의 방식 및 치료되는 상태의 성질 및 중증도에 따라 달라질 것

이다. 본원에서 사용된 용어 "mg HD5 당량(equivalent)"은 HD5의 농도와 비교하여 인간 알파 및 베타 디펜신의

등몰(equimolar) 농도를 말한다. 본원에서 사용된 용어 "mg hBD-2 당량"은 hBD-2의 농도와 비교하여 인간 알파
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및 베타 디펜신의 등몰 농도를 말한다. 개시된 디펜신의 분자량이 비교될 수 있는 경우, 용어 "mg HD5 당량" 및

"mg hBD-2 당량"은 사용된 디펜신의 mg를 단순히 의미할 수 있다.

그러나, 일반적으로, 포유 동물 또는 가금, 예를 들어 인간에서의 만족스러운 결과를 위해서, 인간 알파 디펜신[0139]

의 지시된 일일 용량은 바람직하게는 약 0.1mg HD5 당량/kg 체중 내지 약 10 mg HD5 당량/kg 체중, 보다 바람직

하게는 약 0.5 mg HD5 당량/kg 체중 내지 약 10 mg HD5 당량/kg 체중, 예를 들어 1 mg HD5 당량/ kg 체중 내지

10 mg HD5 당량/kg 체중, 보다 바람직하게는 약 1.2 mg HD5 당량/kg 체중 내지 약 10 mg HD5 당량/kg 체중, 바

람직하게는 약 1.2 mg HD5 당량/kg 체중 내지 약 5 mg HD5 당량/kg 체중, 보다 더욱 바람직하게는 1.2 mg HD5

당량/kg 체중으로, 예를 들어, 1일 1회, 2회 또는 3회로 분할된 용량으로 투여될 수 있다.

하나의 구현예에서, 인간 베타 디펜신의 지시된 1일 용량은 바람직하게는 약 0.1 mg hBD-2 당량/kg 체중 내지[0140]

약 10 mg hBD-2 당량/kg 체중, 보다 바람직하게는 약 0.5 mg hBD-2 당량/kg 체중 내지 약 10 mg hBD-2 당량/kg

체중, 예를 들어 1 mg hBD-2 당량/kg 체중 내지 10 mg hBD-2 당량/kg 체중, 보다 바람직하게는 약 1.2 mg hBD-

2 당량/kg 체중 내지 약 10 mg hBD-2 당량/kg 체중, 바람직하게는 약 1.2 mg hBD-2 당량/kg 체중 내지 약 5 mg

hBD-2 당량/kg 체중, 보다 더욱 바람직하게는 1.2 mg hBD-2 당량/kg 체중으로, 예를 들어 1일 1회, 2회 또는 3

회로 분할된 용량으로 투여될 수 있다.

하나의 구현예에서, 인간 베타 디펜신과 함께 인간 알파 디펜신의 지시된 1일 용량은 바람직하게는 약 0.1 mg[0141]

hBD-2 당량/kg 체중 내지 약 10 mg hBD-2 당량/kg 체중, 보다 바람직하게는 약 0.5 mg hBD-2 당량/kg 체중 내

지 약 10 mg hBD-2 당량/kg 체중; 예를 들어 1 mg hBD-2 당량/kg 체중 내지 10 mg hBD-2 당량/kg 체중, 보다

바람직하게는 약 1.2 mg hBD-2 당량/kg 체중 내지 약 10 mg hBD-2 당량/kg 체중, 바람직하게는 약 1.2 mg hBD-

2 당량/kg 체중 내지 약 5 mg hBD-2 당량/kg 체중, 보다 더욱 바람직하게는 1.2 mg hBD-2 당량 체중으로, 예를

들어 1일 1회, 2회 또는 3회로 분할된 용량으로 투여된다.

일반적으로, 포유 동물에서, 예를 들어 인간에서, 인간 알파 디펜신의 지시된 1일 용량은 바람직하게는 약 0.1[0142]

mg HD5/kg 체중 내지 약 10 mg HD5/kg 체중, 보다 바람직하게는 약 0.5 mg HD5/kg 체중 내지 약 10 mg HD5/kg

체중, 예를 들어 1 mg HD5/kg 체중 내지 10 mg HD5/kg 체중, 보다 바람직하게는 1.2 mg HD5/kg 체중 내지 10

mg HD5/kg 체중, 바람직하게는 약 1.2 mg HD5/kg 체중 내지 약 5 mg HD5/kg 체중, 보다 더욱 바람직하게는 1.2

mg HD5/kg 체중으로, 예를 들어, 1일 1회, 2회 또는 3회로 분할된 용량으로 투여된다. 유사한 용량은 다른 알파

-디펜신에 대해 사용될 수 있다.

하나의 구현예에서 인간 베타 디펜신의 지시된 1일 용량은 바람직하게는 약 0.1 mg hBD-2/kg 체중 내지 약 10[0143]

mg hBD-2/kg 체중, 보다 바람직하게는 약 0.5 mg hBD-2/kg 체중 내지 약 10 mg hBD-2/kg 체중; 예를 들어 1 mg

hBD-2/kg 체중 내지 10 mg hBD-2/kg 체중, 보다 바람직하게는 1.2 mg hBD-2/kg 체중 내지 약 10 mg hBD-2/kg

체중, 바람직하게는 약 1.2 mg hBD-2/kg 체중 내지 5 mg hBD-2/kg 체중, 보다 더욱 바람직하게는 1.2 mg hBD-

2/kg체중으로, 예를 들어, 1일 1회, 2회 또는 3회로 분할된 용량으로 투여된다. 유사한 용량은 다른 베타-디펜

신에 대해 사용될 수 있다.

인간 베타 디펜신과 함께 인간 알파 디펜신의 지시된 1일 용량은 약 0.1 mg 디펜신/kg 체중 내지 10 mg 디펜신[0144]

/kg 체중, 보다 바람직하게는 0.5 mg 디펜신/kg 체중 내지 약 10 mg 디펜신/kg 체중, 예를 들어 1 mg 디펜신/kg

체중 내지 10 mg 디펜신/kg 체중, 보다 바람직하게는 약 1.2 mg 디펜신/kg 체중 내지 약 10 mg 디펜신/kg 체중,

바람직하게는 약 1.2 mg 디펜신/kg 체중 내지 약 5 mg 디펜신/kg 체중, 보다 더욱 바람직하게는 1.2 mg 디펜신

/kg 체중, 예를 들어, 1일 1회, 2회 또는 3회로 분할된 용량으로 투여된다.

2개의 상이한 디펜신이 하나의 용량으로 투여되는 경우, 상기 용량은 중량 기준 또는 몰 기준으로 결정된 2개의[0145]

디펜신의 동일하거나 또는 거의 동일한 양을 포함할 수 있다. 비율은 또한 베타 디펜신에 대한 알파 디펜신의

비율이 중량 기준 또는 몰 기준으로 결정되는 10:1 내지 1:10, 예를 들어 5:1 내지 1:5, 예를 들어 2:1 내지

1:2로 다양할 수 있으므로 상이할 수 있다.

일일 용량은 0.6 mg HD5/kg 체중 + 0.6 mg hBD-2/kg 체중에 상응할 수 있었다.[0146]

바람직한 구현예의 화합물은 포유 동물 또는 가금, 예를 들어 인간, 새끼 돼지(piglet) 또는 송아지(calf)에게[0147]

통상적으로 사용된 것과 유사한 용량으로 유사한 투여 방식으로 투여될 수 있다.

특정한 구현예에서, 바람직한 구현예의 약제학적 조성물 또는 동물 사료 조성물은 단위 용량 형태 당 약 0.5 mg[0148]

또는 그 이하 내지 약 1500mg 또는 그 이상, 바람직하게는 약 0.1, 0 3, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 또는 0.9 mg 내

지 약 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900, 또는 1000 mg, 및 보다 바람직하게는 약
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1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 또는 25 mg 내지 약 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,

85, 90, 95, 또는 100 mg의 양으로, 포유 동물 또는 가금 알파 디펜신 및/또는 포유 동물 또는 가금 베타 디펜

신, 예를 들어 인간 알파 디펜신 및/또는 인간 베타 디펜신을 포함할 수 있다. 그러나, 특정한 구현예에서, 상

기 언급된 것보다 낮거나 또는 높은 용량이 바람직할 수 있다. 적절한 농도 및 용량은 당해 기술분야의 통상의

기술자에 의해 용이하게 결정될 수 있다. 특정한 구현예에서, 바람직한 구현예의 약제학적 조성물은 포유 동물

알파 디펜신, 예를 들어 인간 알파 디펜신을 포함한다. 다른 구현예에서, 바람직한 구현예의 약제학적 조성물은

포유 동물 베타 디펜신, 예를 들어 인간 베타 디펜신을 포함한다. 추가의 구현예에서, 바람직한 구현예의 약제

학적 조성물은 포유 동물 알파 디펜신 및 포유 동물 베타 디펜신, 예를 들어 인간 알파 디펜신 및 인간 베타 디

펜신을 포함하고, 상기 알파 및 베타 디펜신은 몰 농도 기준 또는 mg/mL 기준으로 동일한 양으로 존재한다.

하나의 구현예에서, 포유 동물 또는 가금 알파 및/또는 베타 디펜신은 적어도 1일 1회, 예를 들어 적어도 1일 2[0149]

회, 예를 들어 적어도 1일 3회 투여된다.

상기 개시는 추가로 본 발명의 범위를 제한하는 것으로 해석되어서는 안되는 하기의 실시예에 의해 기술된다.[0150]

실시예[0151]

실시예 1[0152]

디펜신의 예방 치료에 의한 장 미생물의 조절 및 장 염증 및 대사 증후군의 예방.[0153]

재료 및 방법[0154]

마우스: 마우스는 3마리(trios)씩, 그룹당 4개의 케이지(cage)에 수용되었다. 사료 섭취량은 조명이 꺼지기 직[0155]

전(6pm)에 매일 등록되었다. 각각의 마우스는 그룹 및 케이지 양쪽에서 변경된 순서의 실험 절차로 수행되었다.

마우스는 SPF 표준 조건에서 12시간 명/암 주기 하에 상온에 보관되었다.

식이 요법: 투여의 경우, 평균 체중은 마우스 당 25그램으로 추정된다. 이들은 1일에 마우스 당 대략 3 그램의[0156]

사료를 섭취한다.

치료 요법(treatment  regime)  (도 1A):  마우스는 고지방 식이(HFD)  또는 저지방(LF)  제어 식이를 공급했다.[0157]

HFD는 4개의 하위 그룹; 1 hBD2, 1 HD5, 1 hBD2/HD5 및 디펜신의 보충이 없는 1 표준 HFD 을 포함한다. 디펜신

농도는 1일 kg 마우스 당 1,2mg hBD2이다. HD5는 hBD2와 동일한 몰 농도로 주어진다. 조합 그룹은 50% hBD2 +

50% HD5로 주어지므로, 남은 테스트 그룹과 동등한 전체 디펜신의 양이 주어진다.

테스트:  인슐린 내성 테스트(ITT), 포도당-자극 인슐린 분비(GSIS) 테스트, 경구 포도당 내성 테스트(OGTT) 및[0158]

5시간의 공복 인슐린 테스트는 1일 그룹 당 마우스의 50%를 사용하여, 혼동 요인으로서 1일 변이를 피하는, 2일

에 걸쳐 수행되었다.

미생물 분석은 장의 미생물을 연구하기 위해 수행되었다. 종방향 16S 특성화는 60마리 마우스로부터 4개의 쌍,[0159]

총 240개의 샘플로 된 샘플에서 수행되었다. 각각의 마우스는 식이 변경, 식이 변경 후 1주, 식이 변경 후 4주

및 종료 시 샘플링되었고, 디펜신 치료의 결과로서 배설물의 미생물의 완전한 특성을 확인하였다. 또한, 소장의

내용물은 종료 시 분석되었으므로, 영양 섭취의 주요 지점에서 가능한 변경에 대한 가치있는 이해(insight)를

제공한다. 

맹장 내용물의 완전한 대사적 특성은 미생물의 변경을 전신 대사로의 전환으로 허용하도록 수행될 수 있다. 십[0160]

이지장, 공장, 회장 및 결장에 대한 자세한 조직학적 및 면역조직학적 분석은 또한 수행될 수 있다.

hBD2+HD5 치료의 결과는 분석에서 제외되었다.[0161]

결과[0162]

체중 변화. 사료 섭취량은 3개의 실험 식이 그룹 모두에서 유사하였지만(도 6C), 고지방 식이(HFD) 그룹 모두[0163]

10주 연구 기간 동안 저지방 식이(LFD) 참조 그룹보다 유의하게 많은 체중이 증가하였다(***p<0.0001 2-방향 분

산분석, 터키 포스트 테스트 (Tukey Post Test)). 그러나, HFD + hBD-2 그룹은, HFD 참조 그룹보다 적은 체중

이 증가하였다(*p=0.0028) (도 6A 및 B).

린(lean)/지방량 증가. 린/지방량은 연구 초기에 3개의 실험 그룹 사이에 균등하게 분배되었다(도 7A 및 B). 연[0164]

구 종료 시, HFD 그룹 모두 같은 양의 린질량을 얻었으며(도 7B), 대체로 증가된 신체 용적에 기인하여, LFD 그

룹보다 유의하게 높았다(*p<0.0001, 1-방향 분산분석, 터키 포스트 테스트). 연구 종료 시, HFD + hBD-2 그룹은
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LFD  그룹과 비교하여 증가된 지방량으로의 경향을 보였다(도 7B).  그러나 이는 통계적으로 유의하지 않았다

(*p=0.25). HFD 그룹은 LFD 그룹과 비교하여 지방량의 거의 4배의 양 및 HFD + hBD-2 그룹과 비교하여 지방량의

2배의 양으로 증가하였다(각각 *p<0.0001 및 *p=0.005)(도 7B).

인슐린 내성 테스트. LFD  그룹 및 HFD + hBD-2 그룹 모두 HFD 그룹보다 인슐린에 유의하게 더욱 민감하였다[0165]

(p<0.05)(도 8a).

포도당 내성 테스트. HFD 그룹은 15분의 피크(peak) 내지 120분의 반-제거(semi-clearance)의 포도당의 연장된[0166]

제거로 포도당 내성이 없었다. LFD 그룹은 15분의 피크로부터 포도당의 급속한 제거를 가진다. HFD + hBD-2 그

룹은 경미하게 연장된 포도당 제거를 가졌지만 HFD 그룹보다 유의하게 낮은 포도당 수준에 도달하였다(p<0.05)

(도 8B).

포도당 자극 인슐린 분비. HFD 그룹은 포도당 투여 후 유의하게 높고 지속적인 인슐린 농도로 포도당 항상성을[0167]

손상시켰다(p<0.05). LFD 그룹은 포도당 자극 후 인슐린 농도가 거의 증가하지 않았다. HFD + hBD-2 그룹은 LFD

그룹보다 높았지만 유의하게 차이가 없는 인슐린 농도를 가졌다(도 8C).

5시간 공복 인슐린. HFD 그룹은 LFD보다 유의하게 높은 공복 인슐린 수준(*p=0.0004) 및 HFD + hBD-2 그룹보다[0168]

경계선상의 유의하게 높은 공복 인슐린(*p =0.057)을 지닌 중증의 당뇨병 환자였다. LFD 및 HFD + hBD-2 그룹

사이의 유의한 차이는 없었다(*p=0.17)(도 8D). 

*터키 포스트 테스트, 또는 듀넷 포스트 호크 테스트.[0169]

실시예 1의 연구 완료 후, 결과는 다시 분석되었고 하기 및 첨부 도면에 나타내었다.[0170]

체중 변화. 사료 섭취량은 3개의 실험 식이 그룹 모두에서 유사하였지만, 고지방 식이(HFD) 그룹 모두는 10주의[0171]

연구 기간동안 저지방 식이(LFD) 참조 그룹보다 유의하게 많은 체중이 증가하였다(*p<0.0001 2-방향 분산분석,

터키  포스트  테스트).  그러나,  HFD  +  hBD-2  그룹은,  HFD  참조  그룹보다 유의하게 적은 체중이 증가하였다

(*p=0.0028)(도 9a). 도 9B는 사료 효율, 도 9C는 에너지 섭취량을 도시한다.

린/지방량 증가. 린/지방량은 연구 초기에 3개의 실험 그룹 사이에 동일하게 분배되었다. 연구 종료 시 HFD 그[0172]

룹 모두 동일한 양의 린질량을 얻었으며,  대체로 증가된 체질량에 기인하여,  LFD  그룹보다 유의하게 높았다

(*p<0.0001, 1-방향 분산분석, 터키 포스트 테스트). 연구 종료 시, HFD + hBD-2 그룹은 LFD 그룹과 비교하여

증가된 지방량으로의 경향을 보였다. 그러나 이는 통계적으로 유의적이지 않았다(*p=0.25). HFD 그룹은 LFD 그

룹과 비교하여 전체 체중의 퍼센트 내 지방량의 거의 3배의 양 및 HFD + hBD-2 그룹과 비교하여 전체 체중의 퍼

센트 내 지방량의 2배의 양으로 증가하였다(각각 *p<0.0001 및 *p=0.005)(도 10a). 간 중량의 관점에서 3개의

그룹 사이의 통계적인 차이는 없었지만(도 10b), HFD + hBD-2는 HFD 그룹보다 유의하게 적은 내장 지방(eWAT)을

가졌다(도 10c).

포도당 내성 테스트. HFD 그룹은 15분의 피크 내지 120분의 반-제거의 포도당의 연장된 제거로 포도당 내성이[0173]

없었다. LFD 그룹은 15분의 피크로부터 포도당이 급속히 제거되었다. HFD + hBD-2 그룹은 경미하게 연장된 포도

당 제거를 가졌지만 HFD 그룹보다 유의하게 낮은 포도당 수준에 도달하였다(p<0.05)(도 11a).

포도당 자극 인슐린 분비. HFD 그룹은 포도당 투여 후 유의하게 높고 지속적인 인슐린 농도로 포도당 항상성을[0174]

손상시켰다(p<0.05). LFD 그룹은 포도당 자극 후 인슐린 농도가 거의 증가하지 않았다. HFD + hBD-2 그룹은 LFD

그룹보다 높았지만 유의하게 차이가 없는 인슐린 농도를 가졌다(도 11b).

인슐린 내성 테스트. LFD 그룹 및 HFD + hBD-2 그룹 모두 HFD 그룹보다 인슐린에 유의하게 더욱 민감하였다(p<[0175]

0.05)(도 12A). LFD 참조 그룹 및 HFD + hBD-2 그룹 사이의 통계적으로 유의한 차이는 없었다.

항상성 모델 평가(HOMA-IR). HOMA-IR 지수로 평가된 바와 같이 인슐린 저항성 및 베타 세포 기능 사이의 관계는[0176]

HFD 그룹과 비교하여 HFD + hBD-2 그룹에서 통계적으로 유의하게 낮았다(도 12b).

*터키 포스트 테스트, 또는 듀넷 포스트 호크 테스트(Dunnett post hoc test).[0177]

고지방 식이 섭취 마우스에서 당뇨병 및 비만의 발생에 대한 예방으로서 hBD-2의 결론:[0178]

- 일정한 체중 증가(낮은 집단 내 SD 포함)[0179]

- HFD-hBD2-섭취 마우스의 50%는 60% HFD를 섭취했음에도 불구하고, LFD 참조 마우스와 유사한 체지방률을 가졌[0180]

다. 몇몇의 마우스는 가장 낮은 LFD 참조 마우스보다 더 낮은 지방%를 가졌다.
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- 가장 잘 보호된 hBD2-섭취 마우스는 LFD 참조 마우스보다 동일하거나 또는 더 적은 내장 지방량을 가졌고,[0181]

60% HFD에서 매우 드문 경우이다!

- 개선된 인슐린 민감도! hBD2 섭취 마우스는 LFD 참조 마우스와 유의한 차이가 없었다. 인슐린 내성 테스트 및[0182]

HOMA-IR은 모두 개선된 인슐린 신호 전달을 나타낸다.

- 포도당 내성은 HFD 대조군 마우스와 비교하여 현저하게 개선되었다. 중요하게도, 포도당 공격(challenge) 동[0183]

안에 포도당 내성 및 포도당 자극 인슐린 반응 모두 개선되었다. 이는 hBD2-섭취 마우스가 HFD 대조군 마우스보

다 포도당 환약(bolus)을 처리하기 위해 인슐린을 덜 필요로 하였다.

고지방 식이 섭취 마우스에서 당뇨병 및 비만의 발생에 대한 예방으로서 HD5의 결론:[0184]

- HD5-섭취 마우스는 HFD-섭취 대조군 마우스보다 적은 체중이 증가하였지만(도 17A), 효과는 통계적으로 유의[0185]

하지 않았다. 또한 낮은 사료 효율(도 17B) 및 에너지 섭취량(도 17C)으로의 경향도 있었다.

- HD5-섭취 마우스는 HFD-섭취 대조군 마우스보다 경계선상의 더 적은 지방%(도 18A) 및 경계선상의 더 적은 내[0186]

장 지방량(도 18C)을 가졌다. 간 중량의 관점에서 통계적으로 유의한 차이는 발견되지 않았다(도 18B).

- 포도당 내성(도 19A), 포도당-자극 인슐린 분비(도 19B), 인슐린 내성(도 20A), 및 HOMA-IR(도 20B)에서 유[0187]

의한 개선은 없었지만, HD5 섭취 마우스는 HFD-섭취 대조군 마우스보다 잘 수행되었다. hBD2 및 HD5에서 수득된

결과의 차이는 hBD2 및 HD5 사이의 작용 방식의 차이를 암시한다.

미생물의 조절의 관점에서, 연구의 1주부터 도 21A의 결과는 미생물상의 변화가 연구의 첫 주 내에 이미 일어났[0188]

다는 것을 입증한다. 3개의 HFD 그룹은 LFD 그룹의 미생물상과 상이한 비교할만한 미생물상을 가진다.

10주 후 연구의 완료 시, HFD-HD5 그룹의 미생물상은 변화했고 LFD 그룹 및 미처리된 HFD 그룹 사이의 중간이었[0189]

다(도 21B). 결론은 HD5의 경구 투여가 미생물상의 부분 정상화를 유도하여 미처리된 그룹보다 LFD 그룹의 미생

물상과 더욱 유사하다는 것이다.

HFD 그룹에서, 종료시, 알파 디펜신(HD5)로 치료된 마우스는 치료되지 않은 마우스보다 장내 미생물에서 알로바[0190]

쿨룸(Allobaculum)  및 락토바실러스(Lactobacillus)의 증가된 풍부도 및 클로스트리디움(Clostridium)의 풍부

도의 감소로 미생물의 정상화를 보였다(도 21C). 알로바쿨룸(Allobaculum)은 짧은 사슬 지방산 생성 종이다. 락

토바실러스(Lactobacillus)는 항-염증성 특성을 지닌 박테리아이다.

결과는 HFD 그룹에서, 종결시, 알파, 베타 및 알파 및 베타 디펜신으로 치료된 마우스는 치료되지 않은 마우스[0191]

보다 장내 미생물에서 더 높은 유전자 풍부도 및 더 높은 수의 박테리아를 나타내는 것을 의미하는 것으로 해석

될 수 있다.

LFD 대조군에서, 종료시, 마우스는 장내 건강한 변경되지 않은 미생물을 나타낸다.[0192]

실시예 2. 디펜신에 의한 장 미생물의 조절.[0193]

무척추동물(Invertebrates):  생체 내에서 개념의 증명을 위해 무척추동물 왁스 나방 모델 갤러리아 멜로넬라[0194]

(Galleria mellonella (G. mellonella))를 사용할 수 있다. 배설물은 α- 및/또는 β-디펜신의 강제-사료 투여

후 분석될 수 있다(Giannouli et al. 2014)(Favre-Godal et al. 2014).

실시예 3. 비만 마우스에서 디펜신을 사용한 중재적 치료에 의한 장 미생물, 장 염증 및 대사 증후군 매개변수[0195]

의 조절.

마우스 및 식이. 실험은 식이-유도된 비만 마우스에서 대사 증후군(MetS)의 치료에서의 hBD-2 및 HD5의 효과를[0196]

설명한다.  마우스에게 전적으로 HFD(지방으로부터 60%의 에너지)의 사료가 공급된 13주의 런-인 기간(run-in

period)은  중재  전에  선행하였다.  런-인  기간  동안 최소 12그램의 체중 증가(초기 체중의 약  50%)의  기준

(criteria)을 충족시키는 마우스만 최종 분석에 포함되었다. 상기 기준을 충족시키지 못한 마우스는 계층 구조

의 '키퍼(keeper)'로서 각각의 케이지에 머물렀다. 이들은 모든 실험 테스트에 노출되었지만, 분석에서 제외되

었다.

치료 요법(도 1B). 중재 전에 모든 마우스는 MR 검사를 받았고 OGTT가 수행되었다. 마우스의 케이지는 이들의[0197]

지방량에 따라 실험 그룹에 배정되었다. 모든 후속 측정은 중재 전에 동일한 마우스로부터의 데이터와 쌍을 이

루게 되었다.
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LFD(저지방 식이) 참조 그룹은 병행하여 운영되고 있었다. 중재를 위한 대조군으로서 2개의 추가의 그룹이 포함[0198]

되었다: 1개의 전적으로 HFD 및 1개의 LFD. 실험 마우스는 중재 동안 전적으로 HFD에 머물렀다. 마우스는 10주

동안 실험 식이요법을 받았다. 이들은 실험 동안, 케이지 당 4마리 마우스, 그룹 당 3개의 케이지로, 공동으로

보관되었다. 모든 테스트는 1일 그룹 당 1케이지로, 3일 이상 실행하였다.

테스트. 인슐린 내성 테스트(ITT), 포도당-자극 인슐린 분비(GSIS) 테스트, 및 경구 포도당 내성 테스트(OGTT)[0199]

및 5시간의 공복 인슐린 테스트는 1일 그룹 당 1/3의 마우스에 3일에 걸쳐 수행되었고, 혼동 요인으로서의 1일

변이를 피하였다. 

미생물 분석은 장의 미생물 연구를 위해 수행될 수 있다. 종방향 16S 특성화는 60마리 마우스로부터 7개의 쌍,[0200]

총 240개의 샘플로 된 샘플에서 수행될 수 있다. 각각의 마우스는 식이 변경 전, 식이 변경 후 2주, 4주, 6주,

8주 및 종료 시 샘플링될 수 있고, 따라서 디펜신 치료의 결과로서 배설물의 미생물의 완전한 특성을 확인하였

다.

또한, 소장의 내용물은 종료 시(16S 또는 심층 서열분석(sequencing)을 통해) 분석될 수 있고, 따라서 영양소[0201]

섭취의 주요 지점에서 가능한 변경에 대한 가치있는 이해를 제공한다.

마지막으로,  맹장의  완잔한  대사적  특성은  미생믈의  변경을  전신  대사로의  전환으로  허용하도록  수행될  수[0202]

있다. 십이지장, 공장, 회장 및 결장에 대한 자세한 조직학적 및 면역조직학적 분석은 또한 수행될 수 있다.

고지방 식이 공급된 비만 마우스에서 대사 증후군의 치료로서 hBD-2:[0203]

결과[0204]

체중 변화. 표준 고지방 식이(HFD) 공급된 그룹은 전체의 연구 기간 동안 동일한 식이 섭취량을 보였고 첫 13주[0205]

에 동일한 지방 및 제자방량으로 동일한 체중 증가를 보였으며, 따라서 식이 중재 전 동일한 시작 지점을 가진

다. 체중 증가는 저지방 식이(LFD) 그룹보다 유의하게 더 컸다(*p<0.05 2-방향 분산분석)(도 13A). 식이 중재

후 HFD 그룹은 체중이 지속적으로 증가하였지만, HFD + hBD-2 그룹은 유의하지는 않았지만, 식이 중재 후 첫 4

주에 더 적은 체중이 증가하는 경향을 보였다(*p=0.07 2-방향 분산분석). 4주부터 연구 기간의 종료시까지 HFD

+ hBD-2 그룹은 표준 HFD 그룹과 유사한 체중을 증가시켰다(*p=0.82 2-방향 분산분석)(도 13B).

지방 비율. 전체 체중의 지방 비율은 연구 기간의 시작 시 3개의 실험 그룹 사이에 유사하였다. 식이 중재 시점[0206]

에서 2개의 HFD 공급 그룹의 지방 비율은 동일하였고 2개의 군 모두 LFD 공급 그룹보다 유의하게 더 컸으며, 이

는 식이 중재 후 10주 동안 일관되었다(*p<0.05 2-방향 분산분석)(도 14A). 식이 중재 후 4주째에 HFD + hBD-2

그룹의 ~75%는 중재 전에 더 적은 지방 비율을 가졌고, 모든 마우스가 증가된 지방 비율을 가졌던, 표준 HFD 그

룹과 극적으로 대조된다(도 14B). 지방 비율의 변화는 상기 시점에서 표준 HFD 그룹보다 HGD + hBD-2 그룹에서

유의하게 더 작았다(*p=0.003 2-방향 분산분석). 종료 시 간의 중량은 LFD 그룹과 비교하여 HFD 공급 그룹에서

유의하게 더 컸다(*p<0.05 1-방향 분산분석)(도 15A). 종료 시 내장 지방량(eWAT)은 또한 LFD와 비교하여 HFD

그룹에서 더 높았다(*p<0.05 1-방향 분산분석). HFD 공급 그룹 사이에서 내장 지방(eWAT)에 유의한 차이가 없었

다(도 15B).

포도당 내성 테스트. 포도당 내성은 HFD + hBD-2 그룹에서 식이 중재 시점부터 급속하게 개선되었으며, 이는 2[0207]

주 후에 이미 혈당에서 더 작은 피크뿐만 아니라 포도당의 더 빠른 제거를 보였다(도 16A). 상기 연구에서 가장

많은 포도당 내성이 없는 마우스는 표준 HFD로부터 HFD + hBD-2로의 전환된 후 첫 2주 동안 극적으로 개선되는

것으로 관찰되었다(도 16B).

인슐린 내성 테스트. LFD 그룹은 HFD 그룹 모두보다 인슐린에 유의하게 더욱 민감하였다(*p<0.05 2-방향 분산분[0208]

석). HFD + hBD-2그룹은 HFD 대조군과 비교하여 동시에 더 많은 인슐린 민감도가 있었고, 식이 중재 이후에 인

슐린 내성의 개선을 의미한다(*p<0.05 2-방향 분산분석)(도 16C).

고지방 식이 공급된 마우스에서 당뇨병 및 비만의 발생에 대한 중재로서 hBD-2의 결론:[0209]

- 전반적으로, hBD-2 공급된 마우스는 HFD 대조군 마우스보다 중재의 첫 4주에 더 적은 체중이 증가하였다(도[0210]

143).

- 비만 및 포도당 내성 마우스의 7/8은 단 2주간의 중재 후에 포도당 내성을 유의하게 개선시켰다(도 14a). 단[0211]

일 마우스는 50g의 체중 중에서 약 20g의 지방량으로 기준치에서 가장 포도당 내성이 있는 마우스였다. 상기 심

하게 건강에 해로운 표현형에도 불구하고, 마우스는 중재의 2주까지 포도당 불내성 측면에서 완전히 구제되었다
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(도 16B).

- 전신 수준에서, hBD-2 공급된 마우스는 HFD 대조군 마우스보다 더 낮은 인슐린 저항성이 있었다(도 16C). 이[0212]

는 심각한 전신의 인슐린 저항성이 극단적으로 역전되기 어렵고 인간 질환(예: 당뇨병, CVD, 다른 것 중 특정

암)의 치료에 주요 한계가 있다는 것이 핵심 포인트이다.

고지방 식이 공급된 비만 마우스에서 대사 증후군의 치료로서의 HD-5:[0213]

체중 변화. 모든 HFD 공급된 그룹은 연구 기간 동안 동일한 식이 섭취량을 가졌고 13주의 런-인 기간 동안 동일[0214]

한 체중 증가를 보였다(도 22A). 식이 중재 후 HFD + HD-5 공급된 그룹은 HFD 대조군보다 유의하게 더 적은 체

중이 증가하였다(*p<0.05 2-방향 분산분석)(도 22B). 또한, HFD + HD-5 그룹에서 지방 비율을 감소시키는 경향

이 관찰되었고(도 23A), HFD + HD-5에서 유의하게 더 적은 지방 비율은 HFD 대조군과 비교하여 식이 변화 4주

후에 측정되었다(*p=0.009 2-방향 분산분석)(도 23B). 종료 시 간의 중량은 HFD 대조군과 비교하여 HFD + HD-5

공급된 그룹에서 감소되는 경향이 있었다. 특히, 표준 HFD 공급된 마우스의 ~50%는 가장 높은 HFD + HD-5 공급

된 마우스보다 더 높은 수치였다(도 24A). 내장 지방의 무게는 LFD 공급된 그룹보다 HFD 공급된 그룹에서 더 컸

다(*p<0.05 1-방향 분산분석)(도 24B).

포도당 내성 테스트. 대표적인 케이지, 케이지 2에서 HFD + HD5 치료된 동물에 대한 포도당 내성은 중재의 개시[0215]

(13-0주)로부터 13.8주까지 시간 경과에 따라 개선되었다(도 25A).

인슐린 내성 테스트. LFD 그룹은 HFD 공급된 그룹보다 유의하게 더 인슐린 민감성이었다(*p<0.05 2-방향 분산분[0216]

석). HFD + HD-5 그룹은 HFD 대조군보다 더 인슐린 민감성이었고, 식이 중재 이후에 인슐린 내성의 개선을 나타

낸다(*p<0.05 2-방향 분산분석)(도 25B).

고지방 식이 공급된 마우스에서 당뇨병 및 비만 발생에 대한 중재로서 HD5의 결론:[0217]

- HD5-공급된 마우스는 HFD-공급된 대조군 마우스와 비교하여 체중 변화가 유의하게 감소하였다(도 22B).[0218]

- HFD-HD5-공급된 비만 마우스의 지방량을 감소시키는 일반적인 경향이 있었다(도 23A 및 B).[0219]

- 간 중량은 HFD-공급된 대조군 마우스와 비교하여 HD5-공급된 마우스에서 간 질량이 감소되는 경향을 보였다[0220]

(도 24a). 내장 및 피하 저장은 유의하게 상이하지 않았고(도 24b), 상기 관찰은 HD5 마우스에서 보통으로 감소

된 지방%가 간의 지질분해/지질 산화로 제한된다는 것을 제시한다.

- 포도당 내성이 HD5 공급된 마우스에서 시간에 지남에 따라 향상되었고(도 25A),[0221]

- HD5 공급된 마우스는 HFD-공급된 대조군 마우스보다 인슐린 내성이 더 낮았다(도 25b).[0222]

관찰된 변화는 치료되지 않은 마우스에서 보다 디펜신으로 치료된 HFD 그룹에서 장내 미생물에서 더 높은 유전[0223]

자 풍부도와 더 높은 수의 족과 일치한다.

실시예 4. 글루카곤 유사 펩타이드-1 유사체로 중재적 치료에 의한 장 미생물의 조절 및 장 염증의 치료.[0224]

재료 및 방법.[0225]

마우스. 4주된 C57Bl/6J DIO 수컷 마우스는 고지방 식이(HFD 60% 지방, SSNIFF (Diet #D12492)) 또는 퓨리나[0226]

음식물을 36주 동안 섭취하였다. HFD 공급된 그룹은 중재의 시작으로 약 55그랩의 평균 체중에 도달하였다. 마

우스는 -2주까지 케이지당 10그룹으로 수용되었다. -2주부터 마우스는 연구기간 동안 단일로 수용되었다. 사료

섭취량은 3pm에 등(light)이 꺼지기 직전에 매일 등록되었다. 각각의 마우스는 그룹 및 케이지 양쪽에 변경된

순서로의 실험 절차를 위해 수행되었다. 마우스는 SPT 표준 조건에서 12시간 명/암 주기 하에 상온에서 보관되

었다.

치료 요법(도 26). 마우스는 고지방 식이(HFD) 또는 저지방(LF) 제어 식이를 섭취g하였다. HFD는 2개의 하위 그[0227]

룹; 1 GLP-1 및 GLP-1의 보충없이 1 표준 HFD를 포함했다. GLP-1은 PBS에 용해되었고 0.1% BSA는 첨가되었다.

GLP-1은 0.2 mg/kg BID 피하 투여되었다. 

분석. 16S RNA 미생물 분석은 연구의 -1일 및 27일에 수행되었다. 장골로부터의 샘플은 사이토카인 IFNγ, TNF-[0228]

α, IL-1β, IL12p70, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 및 IL-10의 농도의 분석을 위해 맹장으로부터 약 2 cm를

채취하였고 액체 질소에서 급속 동결시켰다.

결과[0229]
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비가중 단일 분석(unweighted unifrac analysis) 즉, 박테리아 종의 상대적인 풍부도. 연구의 개시(1일)시에,[0230]

4개의 그룹은 예상했던 것과 비교할 만한 미생물상을 가진다. 그러나, 4주의 치료 후 고지방 식이 공급 및 GLP-

1(리라글루티드)의 중재적 치료로부터의 미생물은 대조군(비히클 처리된) 그룹과 유의하게 상이하였다(도 27A). 

장 미생물의 관찰된 변화는 아커만시아(Akkermansia) 및 알로프레보텔라(Alloprevotella)의 증가된 풍부도에 의[0231]

해 주로 주도된다(도 27B). 상기 박테리아의 양의 증가는 더욱 건강하거나 또는 정상화된 미생물을 나타내는 것

으로 간주된다.  공지된 짧은 사슬의 지방산은 내인성 GLP-1의  유도에 긍정적인 영향을 주는 것으로 알려져

있다. 

놀랍게도, GLP-1(리라글루티드)의 항-염증 효능은 3개의 연구 그룹 사이의 임의의 사이토카인에 대해 장골 내[0232]

사이토카인의 농도에 통계적인 차이가 없었기 때문에 관찰되지 않았다.

실시예 5.[0233]

경구 생체 이용률의 결정 및 NMRI 마우스로 4 mg/kg 투여의 단일 경구 위관 영양법(gavage)에 따라 hBD-2의 약[0234]

물 동태학적 특성을 확립하기 위한 약물 동태학 연구.

재료 및 방법[0235]

치료 요법. 21마리의 암컷 NMRI 마우스는 투여 당일에 수득된 각각의 체중에 따라 위관 영양 튜브를 사용하여[0236]

경구 위관 영양법 5 ml/kg에 의해 투여되었다. 소변은 복부의 사타구니 부위를 부드럽게 마사지함으로써 무작위

적 시점에서 샘플링되도록 하였다. 제 1의 혈액 샘플은 턱밑 아래 샘프링 방법을 사용하여 채취되었다. 제2의

혈액 샘플은 이소플루란(Isoflurane) 마취된 마우스로부터 수집되었다. 장 샘플은 안락사 후에 채취되었다. 각

각의 마우스의 복부는 개방되었고 장의 3개의 부분(공장, 십이지장, 결장)은 샘플링되었다.

결과[0237]

hBD-2는 모든 값이 10 pg/ml 미만의 검출 수준 이하로서 임의의 혈청 또는 소변 샘플에서 HPLC에 의해 검출될[0238]

수 없었기 때문에 건강한 장으로부터 흡수되지 않는 것처럼 보인다. 이는 hBD-2가 마우스에서 4 mg/kg의 경구

투여 후 전신적으로 이용가능하지 않음을 나타낸다. 

경구 투여된 hBD2는 투여 후 360분까지 결장 내용물 내에 검출 가능하도록 남아있다(도 28).[0239]

실시예 6.[0240]

NMRI 암컷 마우스로 1 mg/kg hBD-2(분자량 66437 Da)에 대한 몰 당량의 피하 또는 정맥 내 투여에 따르는 인간[0241]

혈청 알부민의 C-말단(분자량 71.336 Da) 또는 N-말단(분자량 71.666 Da)에 융합된 hBD-2의 약물동력학적 프로

파일의 조사 및 비교하기 위함.

재료 및 방법[0242]

치료 요법. 동물은 각각의 체중(30그램 마우스의 경우 300 μL)에 따르는 1.65 mg/ml의 스톡(stock) 농도의 10[0243]

ml/kg을 투여되었다. 제 1의 혈액 샘플은 턱밑 아래 샘플링 방법을 사용하여 취득하였고 제 2의 샘플은 이소플

루란 마취 및 안락사를 사용하였다.

결과[0244]

hBD-2는 1시간의 반감기를 나타내었고 2개의 융합된 단백질은 12시간의 반감기를 나타내었다. AUC는 극적으로[0245]

변경되었다. 신장 제거는 또한 hBD-2의 경우 10ml/mim(도 29)로부터 2개의 융합 단백질의 경우 0.5-2.2 ml/min

으로 변경되었다(도 30, 31)

실시예는 hBD2의 반감기가 알부민에 대한 C- 또는 N-말단 접합에 의해 현저하게 연장될 수 있음을 입증한다. [0246]

실시예 7.[0247]

마우스의 급성 10일 덱스트란 나트륨 설페이트 (DSS) 유도 대장염 모델에서 "hBD-2-알부민 융합 N-말단"의 항-[0248]

염증 효과를 결정 및 평가하기 위함.

재료 및 방법[0249]

치료 요법. "hBD-2-알부민 N-말단"은 꼬리 정맥(vein)을 통해 정맥 내 투여되었거나 또는 10 ml/kg 체중의 투여[0250]

용량으로 멸균 25G 바늘을 사용하여 피하에 투여되었다. 동물은 실행의 10일 동안 매일 1용량으로 투여받았다.
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활성 대조군인 덱사메타존(DEX)은 10 ml/kg 체중 OD의 투여 용량의 1 mg/kg의 용량으로 피하 투여되었다. 

결과[0251]

"hBD-2 알부민 N-말단"으로의 치료는 정맥 내 경로를 통해 1.65 mg/kg의 용량으로 투여되었을 때 질환 활성 지[0252]

수(DAI)의 유의한 저해를 야기하였다(p<0.05). 또한, 10일에 "hBD-2 알부민 N-말단"은 각각 1.65 mg/kg의 용량

및 125 mg/kg의 용량으로 피하로 매일 투여되었을 때 DAI 점수의 유의한 저해가 관찰되었다(p<0.05).

덱스트란 나트륨 설페이트의 투여는 조직학적 검사 후 입증된 바와 같이 결장 조직의 유의한 염증 및 손상을 야[0253]

기하였다. "hBD-2 알부민 N-말단"의 치료는 상기 조직학적 손상의 임의의 통계적으로 유의한 감소를 야기하지

않았지만, 유사하게 활성 대조군 DEX는 조직학적 손상을 유의하게 감소시키지 못했다.

결과는 2일 및 3일째에 체중의 일시적인 감소에도 불구하고 "hBD-2 알부민 N-말단"으로 치료된 동물에서 7일째[0254]

체중의 유의한 증가를 보여주었다. 대조적으로, DEX 처리 동물은 5일째부터 체중의 매우 유의한 감소를 보였다

(p<0.01). 이는 "hBD-2 알부민 N-말단"이 정상적인 미생물을 유지하고 이에 따라 체중 보존 효과를 가진다는 것

을 나타낸다.

실시예는 hBD2-알부민 융합 N-말단이 염증성 상태의 동물 모델에서 생물학적으로 활성이 있음을 입증한다.[0255]

실시예 8.[0256]

마우스의 급성 10일 덱스트란 나트륨 설페이트(DSS) 유도 대장염 모델에서 "hBD-2-알부민 융합 C-말단"의 항-염[0257]

증 효과를 측정 및 평가하기 위함.

재료 및 방법[0258]

치료 요법. "hBD-2-알부민 C-말단"은 꼬리 정맥을 통해 정맥 내 투여되었거나 또는 10 ml/kg 체중의 투여 용량[0259]

으로 멸균 25G 바늘을 사용하여 피하에 투여되었다. 동물은 실행의 10일 동안 매일 1용량으로 투여받았다. 활성

대조군인 프레드니솔론(Pred)은 10 ml/kg 체중 OD의 투여 용량의 1 mg/kg의 용량으로 위관 영양법에 의해 경구

로 제공되었다. 

결과[0260]

"hBD-2-알부민 C-말단"으로의 치료는 정맥 내 경로를 통해 1.6 mg/kg의 용량으로 매일 투여되었을 때 DAI의 유[0261]

의한 저해를 야기하였다(p<0.05). 또한 "hBD-2-알부민 C-말단"은 정맥 내 경로를 통해 1.6 mg/kg의 용량으로 0,

2, 4, 6, 8 및 10일의 격일로 투여되었을 때 DAI의 유의한 저해를 야기하였다(p<0.05). 프레드니솔론으로의 매

일의 치료는 9일째에 DAI의 유의한 저해를 야기하였다(p<0.05).

덱스트란 나트륨 설페이트의 투여는 조직학적 검사 후 입증된 바와 같이 결장 조직의 유의한 염증 및 손상을 야[0262]

기하였다. 1.6 mg/kg의 용량으로 "hBD-2-알부민 C-말단"으로의 치료는 상기 조직학적 손상의 통계적으로 유의한

감소를 야기하였다(p<0.05). 유사하게도, 2, 4, 6, 8, 및 10일에 1.6 mg/kg 및 16.5 mg/kg의 용량으로 "hBD-2-

알부민 C-말단"으로의 매일의 치료는 결장에 대한 조직학적 손상의 유의한 감소를 야기하였다(p<0.01). 활성 대

조군 프레드니솔론으로의 치료는 결장의 근위부(proximal part)에서 조직 손상을 유의하게 감소시키지 못했지만

말초(distal) 결장의 손상을 감소시켰다(p<0.01).

결과는 추가로 "hBD-2-알부민 C-말단"으로 치료된 동물에서 체중의 유의한 증가를 보여주었다(p<0.05).  이는[0263]

"hBD-2-알부민 C-말단"이 정상적인 미생물을 유지하고 이에 따라 체중 보존 효과를 가진다는 것을 나타낸다.

실시예는 hBD2-알부민 융합 C-말단이 염증성 상태의 동물 모델에서 생물학적으로 활성이 있음을 입증한다.[0264]
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Pro Ile Arg Cys Pro Gly Ser Met Lys Gln Ile Gly Thr Cys Val Gly
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Arg Ala Val Lys Cys Cys Arg Lys

         35                  40

<210>    2

<211>    34

<212>    PRT

<213>    Gallus gallus

<400>    2

Leu Phe Cys Lys Gly Gly Ser Cys His Phe Gly Gly Cys Pro Ser His

  1               5                  10                  15 

Leu Ile Lys Val Gly Ser Cys Phe Arg Ser Cys Cys Lys Trp Pro Trp
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Asn Ala

       

<210>    3

<211>    44

<212>    PRT

<213>    Pongo pygmaeus

<400>    3

Val Phe Gly Asp Ile Ser Asn Pro Val Thr Cys Leu Arg Ser Gly Ala

  1               5                  10                  15 

Ile Cys His Pro Gly Phe Cys Pro Arg Arg Tyr Lys His Ile Gly Thr

             20                  25                  30 

Cys Gly Leu Ser Val Ile Lys Cys Cys Lys Lys Pro

         35                  40                

<210>    4

<211>    36

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    4

Asp His Tyr Asn Cys Val Ser Ser Gly Gly Gln Cys Leu Tyr Ser Ala
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Cys Pro Ile Phe Thr Lys Ile Gln Gly Thr Cys Tyr Arg Gly Lys Ala
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Lys Cys Cys Lys
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<210>    5
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<212>    PRT

<213>    Homo sapiens
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Pro Val Phe Cys Pro Arg Arg Tyr Lys Gln Ile Gly Thr Cys Gly Leu

             20                  25                  30 

Pro Gly Thr Lys Cys Cys Lys Lys Pro

         35                  40    

<210>    6

<211>    45
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Arg Cys Ala Val Leu Ser Cys Leu Pro Lys Glu Glu Gln Ile Gly Lys

             20                  25                  30 

Cys Ser Thr Arg Gly Arg Lys Cys Cys Arg Arg Lys Lys
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Pro Gly Thr Lys Cys Cys Arg Lys
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Pro Pro Val Lys Cys Cys Arg Lys
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Pro Arg Thr Glu Ser
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<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    17

Pro Val Thr Cys Leu Lys Ser Gly Ala Ile Cys His Pro Val Phe Cys
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Pro Arg Arg Tyr Lys Gln Ile Gly Thr Cys Gly Leu Pro Gly Thr Lys
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Cys Cys Lys Lys Pro
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