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本发明提供一种在患者中治疗病理性炎症

的方法，所述方法包括：向患者施用包含多个拷

贝的治疗肽的多价结构多肽。本发明还提供一种

试剂盒，其包含：包含多个拷贝的治疗肽的多价

结构多肽；以及教导将多价结构多肽施用于特应

性皮炎患者的说明书。
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1.一种治疗患有中性粒细胞驱动的炎症性疾病的患者的方法，所述方法包括：

向患者施用包含至少两个拷贝的治疗肽的多价结构多肽；

其中所述治疗肽的序列由序列X1‑X2‑X3‑X4‑X5‑X6‑X7‑X8‑NQHTPR(SEQ  IDNO：10)组成，其

中X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8中的每一个独立地不存在或为任何氨基酸残基，

只要治疗肽包含至少7个氨基酸残基并且X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8中的至少一个是Q即

可。

2.根据权利要求1所述的方法，其中所述治疗肽作为谷氨酰胺转移酶的底物以诱导角

质层的交联，恢复表皮屏障，并保护患者免受环境病原体和过敏原的侵害。

3.根据权利要求1或2所述的方法，其进一步包括将患者鉴定为患有中性粒细胞驱动的

炎症性疾病。

4.根据权利要求1至3中任一项所述的方法，其中所述中性粒细胞驱动的炎症性疾病是

特应性皮炎(AD)、银屑病或哮喘。

5.根据权利要求4所述的方法，其中所述中性粒细胞驱动的炎症性疾病是AD。

6.根据权利要求1至5中任一项所述的方法，其中X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8中的至少两

个是Q，并且至少两个Q的氨基酸残基被两个氨基酸残基隔开。

7.根据权利要求1至6中任一项所述的方法，其中所述治疗肽由7至12个氨基酸组成。

8.根据权利要求7所述的方法，其中所述治疗肽包含VQATQSNQHTPR(SEQ  ID  NO：1)。

9.根据权利要求1至8中任一项所述的方法，其中所述多价结构多肽具有中心框架、接

头序列和至少两个臂，其中每个臂包含治疗肽，并且每个臂通过接头序列连接至中心框架。

10.根据权利要求9所述的方法，其中所述接头序列选自：GGGS(SEQ  ID  NO：3)、

GGGSGGGS(SEQ  ID  NO：4)、SSSS(SEQ  ID  NO：5)和SSSSSSSS(SEQ  ID  NO：6)。

11.根据权利要求1至10中任一项所述的方法，其中所述多价结构多肽是四价的。

12.根据权利要求11所述的方法，其中所述多价结构多肽包含svL4(SEQ  IDNO：7)或由

其组成。

13.根据权利要求1至11中任一项所述的方法，其中所述多价结构多肽包含至少两个包

含VQATQSNQHTPR(SEQ  ID  NO：1)的治疗肽和至少一个包含NPSHPLSG(SEQ  ID  NO：2)的治疗

肽。

14.根据权利要求1至13中任一项所述的方法，其中局部施用所述治疗肽。

15.根据权利要求1至14中任一项所述的方法，其中将所述多价结构多肽施用于存在皮

炎的区域。

16.根据权利要求1至15中任一项所述的方法，其进一步包括向患者施用至少一种局部

皮质类固醇和/或至少一种单克隆抗体。

17.根据权利要求16所述的方法，其中所述至少一种局部皮质类固醇选自曲安奈德、氢

化可的松及其组合。

18.根据权利要求16或17所述的方法，其中所述至少一种单克隆抗体选自度普利尤单

抗、奈莫利珠单抗、苏金单抗及其组合。

19.一种试剂盒，其包含：

包含至少两个拷贝的治疗肽的多价结构多肽；

其中所述治疗肽的序列由序列X1‑X2‑X3‑X4‑X5‑X6‑X7‑X8‑NQHTPR(SEQ  IDNO：10)组成，其
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中X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8中的每一个独立地不存在或为任何氨基酸残基，

只要治疗肽包含至少7个氨基酸残基并且X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8中的至少一个是Q即

可；以及

教导将多价结构多肽施用于患有中性粒细胞驱动的炎症性疾病的患者的说明书。

20.根据权利要求19所述的试剂盒，其中X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8中的至少两个是Q，并

且至少两个Q的氨基酸残基被两个氨基酸残基隔开。

21.根据权利要求19或20所述的试剂盒，其中所述治疗肽由7至12个氨基酸组成。

22.根据权利要求21所述的试剂盒，其中所述治疗肽包含VQATQSNQHTPR(SEQ  ID  NO：

1)。

23.根据权利要求22所述的试剂盒，其中所述多价结构多肽包含svL4(SEQ  IDNO：7)或

由其组成。

24.根据权利要求19至23中任一项所述的试剂盒，其进一步包含至少一种局部皮质类

固醇和/或至少一种单克隆抗体。

25.根据权利要求24所述的试剂盒，其中所述至少一种局部皮质类固醇选自曲安奈德、

氢化可的松及其组合；和/或

所述至少一种单克隆抗体选自度普利尤单抗、奈莫利珠单抗、苏金单抗及其组合。

26.根据权利要求19至25中任一项所述的试剂盒，其中所述中性粒细胞驱动的炎症性

疾病是特应性皮炎(AD)、银屑病或哮喘。

27.根据权利要求26所述的试剂盒，其中所述中性粒细胞驱动的炎症性疾病是AD。

28.一种药物组合物，其包含：

包含至少两个拷贝的治疗肽的多价结构多肽；

其中所述治疗肽的序列由序列X1‑X2‑X3‑X4‑X5‑X6‑X7‑X8‑NQHTPR(SEQ  IDNO：10)组成，其

中X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8中的每一个独立地不存在或为任何氨基酸残基，

只要治疗肽包含至少7个氨基酸残基并且X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8中的至少一个是Q即

可；以及

第二药物干预，其中所述第二药物干预是类固醇和/或单克隆抗体。

29.根据权利要求28所述的药物组合物，其中所述多价结构多肽包含svL4(SEQ  ID  NO：

7)或由其组成。

30.根据权利要求28或29所述的药物组合物，其中所述第二药物干预包括选自曲安奈

德、氢化可的松及其组合的局部皮质类固醇。

31.根据权利要求28至30中任一项所述的药物组合物，其中所述第二药物干预包括选

自度普利尤单抗、奈莫利珠单抗、苏金单抗及其组合的可注射单克隆抗体。
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中性粒细胞驱动的炎症性病理的治疗方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2020年7月28日提交的美国临时专利申请第63/057,741号的权益，

其内容通过引用整体并入本文。

[0003] 通过引用并入以电子方式提交的材料

[0004] 与本文同时提交的计算机可读核苷酸/氨基酸序列表通过引用整体并入本文，并

标识如下：名称为“Seq_List”的3655字节的ASCII(文本)文件，创建于2021年6月23日。

技术领域

[0005] 本发明涉及用治疗肽治疗由中性粒细胞过度浸润引起的上皮组织炎症性疾病，如

特应性皮炎(湿疹)、银屑病和哮喘。

背景技术

[0006] 本文档描述了中性粒细胞驱动的炎症性疾病(例如特应性皮炎(AD，其涵盖湿疹和

寻常型鱼鳞病)、银屑病和哮喘)的独特而有效的治疗。

[0007] 特应性皮炎(AD，湿疹)是最常见的炎症性疾患之一，影响多达20％的儿童，发病年

龄为3至5个月，并影响10％的成人(Langan等人，2020；Bitton等人，2020)。国家之间发病率

不同，美国为4.9％，日本为2.1％，但瑞典为20％(Urban等人，2021)。全世界有超过2.3亿人

经历湿疹。大约2％的世界人口(>1.25亿人)受到银屑病的影响，银屑病是一种免疫原性疾

病，在重度病例中影响身体超过10％(Lowes等人，2014；Chiang等人，2019)。AD中最强的遗

传风险因素是编码丝聚蛋白的基因突变，尽管只有20％至40％的患者具有FLG功能缺失突

变(Smith等人，2006)。其它遗传因素和环境因素导致大多数病例。与AD相反，银屑病在生命

中出现较晚，通常是成年早期，并且不会随着年龄的增长而改善(Guttman‑Yassky等人，

2011)。这些疾病对患者及其家庭的生活质量的影响是深远的和多方面的。

[0008] AD的一线治疗(特别是用于儿童)包括局部皮质类固醇和保湿剂以减轻炎症。以

IL‑4和IL‑13为主导因子的2型免疫反应是炎症的主要驱动因素。皮下注射单克隆抗体(度

普利尤单抗(dupilumab))对每隔一周接受一次剂量的患者有效(Hamilton等人，2015；Harb

和Chatila，2020)。该抗体与IL‑4Rα结合，IL‑4Rα是IL‑4和IL‑13受体的共同亚基，其介导

TH2分化和促过敏适应性免疫反应。然而，约三分之一接受抗体治疗的患者经历明显的眼部

不适，特别是结膜炎。数种类型的免疫细胞在银屑病中发挥作用，CD301b+树突状细胞(DC)

产生的IL‑23在激活的T细胞刺激IL‑17产生中发挥关键作用(Lowes等人，2014；Kim等人，

2017)。Munera‑Campos和Carrascosa(2019)以及Saini和Pansare(2019)列出了正在开发的

许多针对IL‑13、IL‑22、IL‑33和其它细胞因子的其它抗体，以及正在开发的大量用于局部

或口服应用的小分子。

[0009] 目前为实现有效治疗而开展的活动表明，需要特异性针对AD和银屑病的疗法，这

将减轻这种疾病造成的全球医疗保健费用负担和发病率。因此，需要更有效的AD治疗方法。
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发明内容

[0010] 本发明涉及一种治疗患有中性粒细胞驱动的炎症性疾病的患者的方法，所述方法

包括：向患者施用包含至少两个拷贝的治疗肽的多价结构多肽；其中所述治疗肽的序列由

序列X1‑X2‑X3‑X4‑X5‑X6‑X7‑X8‑NQHTPR(SEQ  ID  NO：10)组成，其中X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8
中的每一个独立地不存在或为任何氨基酸残基，只要治疗肽包含至少7个氨基酸残基并且

X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8中的至少一个是Q即可。

[0011] 在一些方面，治疗肽作为谷氨酰胺转移酶的底物以诱导角质层的交联，恢复表皮

屏障，并保护患者免受环境病原体和过敏原的侵害。

[0012] 在其它方面，所述方法进一步包括将患者鉴定为患有中性粒细胞驱动的炎症性疾

病。在一方面，中性粒细胞驱动的炎症性疾病是特应性皮炎(AD)、银屑病或哮喘。在另一方

面，中性粒细胞驱动的炎症性疾病是AD。

[0013] 在一些方面，X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8中的至少两个是Q，并且至少两个Q的氨基酸

残基被两个氨基酸残基隔开。在其它方面，治疗肽由7至12个氨基酸组成。在某一方面，治疗

肽包含VQATQSNQHTPR(SEQ  ID  NO：1)。

[0014] 在又其它方面，多价结构多肽具有中心框架、接头序列和至少两个臂，其中每个臂

包含治疗肽，并且每个臂通过接头序列连接至中心框架。在某些方面，接头序列选自：GGGS

(SEQ  ID  NO：3)、GGGSGGGS(SEQ  ID  NO：4)、SSSS(SEQ  ID  NO：5)和SSSSSSSS(SEQ  ID  NO：6)。

在一方面，多价结构多肽是四价的。在另一方面，多价结构多肽包含svL4(SEQ  ID  NO：7)或

由其组成。

[0015] 在一些方面，多价结构多肽包含至少两个包含VQATQSNQHTPR(SEQ  ID  NO：1)的治

疗肽和至少一个包含NPSHPLSG(SEQ  ID  NO：2)的治疗肽。

[0016] 在其它方面，局部施用治疗肽。在一些方面，将多价结构多肽施用于存在皮炎的区

域。

[0017] 在又其它方面，所述方法进一步包括向患者施用至少一种局部皮质类固醇和/或

至少一种单克隆抗体。在一方面，至少一种局部皮质类固醇选自曲安奈德、氢化可的松及其

组合。在另一方面，至少一种单克隆抗体选自度普利尤单抗、奈莫利珠单抗(nemolizumab)、

苏金单抗(secukinumab)及其组合。

[0018] 在某些方面，本发明涉及一种试剂盒，其包含：包含至少两个拷贝的治疗肽的多价

结构多肽；其中所述治疗肽的序列由序列X1‑X2‑X3‑X4‑X5‑X6‑X7‑X8‑NQHTPR(SEQ  ID  NO：10)

组成，其中X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8中的每一个独立地不存在或为任何氨基酸残基，只要治

疗肽包含至少7个氨基酸残基并且X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8中的至少一个是Q即可；以及教

导将多价结构多肽施用于患有中性粒细胞驱动的炎症性疾病的患者的说明书。

[0019] 在一些方面，X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8中的至少两个是Q，并且至少两个Q的氨基酸

残基被两个氨基酸残基隔开。在其它方面，治疗肽由7至12个氨基酸组成。在某一方面，治疗

肽包含VQATQSNQHTPR(SEQ  ID  NO：1)。在一方面，多价结构多肽包含svL4(SEQ  ID  NO：7)或

由其组成。

[0020] 在一些方面，试剂盒进一步包含至少一种局部皮质类固醇和/或至少一种单克隆

抗体。在一方面，至少一种局部皮质类固醇选自曲安奈德、氢化可的松及其组合；和/或至少

一种单克隆抗体选自度普利尤单抗、奈莫利珠单抗、苏金单抗及其组合。
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[0021] 在其它方面，本发明涉及一种药物组合物，其包含：包含至少两个拷贝的治疗肽的

多价结构多肽；其中所述治疗肽的序列由序列X1‑X2‑X3‑X4‑X5‑X6‑X7‑X8‑NQHTPR(SEQ  ID  NO：

10)组成，其中X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8中的每一个独立地不存在或为任何氨基酸残基，只

要治疗肽包含至少7个氨基酸残基并且X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8中的至少一个是Q即可；并

且本发明涉及第二药物干预，其中所述第二药物干预是皮质类固醇和/或单克隆抗体。

[0022] 在一方面，多价结构多肽包含svL4(SEQ  ID  NO：7)或由其组成。

[0023] 在一些方面，第二药物干预包括选自曲安奈德、氢化可的松及其组合的局部皮质

类固醇。

[0024] 在其它方面，第二药物干预包括选自度普利尤单抗、奈莫利珠单抗、苏金单抗及其

组合的可注射单克隆抗体。

附图说明

[0025] 本专利或申请文件含有至少一幅彩色附图。根据要求及支付必要的费用，官方将

提供带有彩色附图的本专利或专利申请公布的副本。

[0026] 图1A、图1B和图1C描绘了原始态 C57BL/6小鼠的皮肤。图1A描绘了苏木精和

伊红染色，显示薄的紫色表皮，其中基底层细胞中的细胞核强烈染色。真皮粉红色染色的强

度表明胶原蛋白的水平。图1B描绘了抗Ly6G的应用揭示了真皮基本上没有中性粒细胞。图

1C描绘了真皮，其富含用针对CD301b的抗体(MGL2)染色的细胞(DC和巨噬细胞)。标尺代表

100μm。

[0027] 图2A‑图2F描绘了用svL4处理期间皮肤的形态变化。在为期14天的研究结束时获

得图像。脱毛导致(图2A)厚表皮和(图2B)病变下方真皮中有丰富的中性粒细胞。每3天用

1％  SDS处理2h，随后将LPS添加至每日PBS敷料中，导致(图2C)厚表皮内频繁的坏死性病变

和(图2D)中性粒细胞的频率非常高。含LPS的敷料中包含1μM  svL4导致(图2E)形态正常，薄

表皮，真皮中的胶原蛋白更强烈染色，真皮(图2F)基本上没有中性粒细胞。标尺代表100μm。

[0028] 图3A和图3B描绘了图2A‑图2F所示图像的图形表示。图3A描绘了沿每只动物皮肤

切片的10个部位测量的表皮厚度(每组n＝4)。图3B描绘了如图3A所分析的每只动物的真皮

切片的5个独立划界的区域内中性粒细胞的计数。误差棒表示±S.E.M.。

[0029] 图4A‑图2H描绘了用葡萄球菌肠毒素B(SEB)和屋尘螨提取物(HDM)诱导皮炎后用2

μM  svL4处理5天的皮肤切片。图4A、图4C、图4E和图4G描绘了用抗Ly6G染色的切片以揭示中

性粒细胞的数量。图4B、图4D、图4F和图4H描绘了用抗CD301b染色的切片。图4A和图4B描绘

了来自诱导皮炎后用PBS处理的同一动物的切片，揭示了表皮和下层真皮中广泛的坏死和

密集的中性粒细胞群体。图4C和图4D描绘了来自用svL4处理的同一动物的切片，显示表皮

略微增厚，真皮中有许多CD301b+细胞但嗜中性粒细胞很少。图4E和图4F描绘了来自用svL4

加1μM地塞米松处理的动物的切片。图4G和图4H描绘了来自用1μM地塞米松处理的动物的切

片。标尺代表100μm和200μm之间的长度。

[0030] 图5描绘了SDS以及SDS加svL4对脱毛动物皮肤提取物中细胞因子的量的影响。在

第0天、第2天和第5天制备对照提取物(方形)。在第0天和第3天用1％  SDS处理皮肤2h。在第

一次用SDS处理后4h以及第2天和第5天制备提取物(三角形)，或在除了SDS以外还用PBS中

的1μM  svL4处理后制备提取物(圆形)。
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[0031] 图6描绘了大鼠中svL4的毒代动力学曲线。以12.5μmol/kg体重的剂量静脉内注射

肽svL4后，svL4血清浓度的变化显示于线性轴(顶部)和基于对数的曲线(底部)上。

[0032] 图7A和图7B描绘了与较短的(5‑mer)肽sv6B(圆形)相比，以12.5μmol/kg体重的剂

量静脉内注射肽svH1C(方形)后血清浓度的变化。图7A描绘了线性标度的曲线。图7B描绘了

基于对数的轴上的曲线。

[0033] 图8A和图8B描绘了svL4作为谷氨酰胺转移酶(TGase2)底物的测定。使用猪肝脏谷

氨酰胺转移酶和作为受体(acceptor)的聚赖氨酸在微量滴定孔中进行反应。在略有不同的

条件下进行了4次测定，但结果相同。图8A描绘了反应程度作为含有0.1M  Tris  HCl(pH 

7.5)缓冲液和10mM  CaCl2的混合物中svL4浓度的函数。图8B描绘了反应程度作为含有15mM 

CaCl2且含有50mM  HEPES(pH  7.2)缓冲液的混合物中浓度的函数。在相同条件下测定svL4

和sv6D。

[0034] 图9A至图9C描绘了四价肽svH1C(SEQ  ID  NO：9)(图9A)、sv6D(SEQ  ID  NO：8)(图

9B)和svL4(SEQ  ID  NO：7)(图9C)的结构。

[0035] 图10描绘了四价肽svL4的臂的空间填充模型，其中两个暴露的谷氨酰胺残基用圆

圈标识。

[0036] 图11描绘了在谷氨酰胺转移酶的催化下，将多价肽与多种蛋白质和/或细胞交联

以形成紧密的表皮表面屏障的效果，所述表皮表面屏障的功能是保护个体免受环境病原体

和过敏原的侵害。

具体实施方式

[0037] 在本发明的某些方面，我们描述了通过应用多价肽svL4作为谷氨酰胺转移酶

(TGase)的功能底物来局部治疗特应性皮炎。svL4提供的额外交联能力允许闭合病变并修

复表皮表面屏障。在每三天用1％  SDS作为渗透增强剂处理2小时后用脂多糖(LPS)在脱毛

小鼠皮肤上诱导皮炎。刺激物导致表皮增厚、许多坏死性病变以及病变下方真皮中丰富的

中性粒细胞。当局部治疗中包含svL4时，真皮中的中性粒细胞基本上不存在，并且在治疗14

天后皮肤恢复正常形态。用屋尘螨提取物和葡萄球菌肠毒素B诱导皮炎后，用svL4处理5天

导致部分消退，大部分为薄表皮，只有少数小病变，真皮基底或皮下中性粒细胞的频率低。

svL4是N‑乙酰半乳糖胺的模拟物，潜在地与鼠C型凝集素受体MGL2(CD301b)结合，所述鼠C

型凝集素受体MGL2是人CLEC10A的直系同源物，由真皮中的树突状细胞(DC)和巨噬细胞表

达。然而，表明消退机制的svL4的唯一特征是四价肽每个臂的N‑末端半部中的两个谷氨酰

胺残基(见图10)。这些谷氨酰胺残基是TGase的底物。因此，在一些方面，通过多功能底物

svL4提供的激活TGase活性来恢复表皮屏障功能，恢复表皮形态并减少真皮中的中性粒细

胞。这些数据支持svL4是一种适合于临床用途的小分子药物。

[0038] 小鼠皮肤广泛用于模拟AD的治疗(Jin等人，2009；Martel等人，2017)。小鼠表达两

种C型巨噬细胞半乳糖型凝集素同系物(Higashi等人，2002)，半乳糖(Gal)特异性CD301a

(MGL1)在巨噬细胞中表达最强烈，CD301b(MGL2)是人N‑乙酰半乳糖胺(GalNAc)特异性C型

凝集素受体CLEC10A(CD301)的小鼠直系同源物，CLEC10A是CD1c+DC的标志物(Singh等人，

2009；van  Kooyk等人，2015；Heger等人，2018；Villani等人，2017；Brown等人，2019)。

Kanemaru等人(2019)发现NC/Nga株小鼠在编码MGL1(CD301a)的Clec10a基因中具有功能缺
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失突变，所述突变导致对响应屋尘螨的AD的易感性，屋尘螨含有主要过敏原Der  f  2

(Johannessen等人，2005)，这是一种与谷氨酰胺转移酶3(TGase3)共享作为IgE的表位的同

源序列的蛋白质。尘螨过敏原诱导产生促炎细胞因子(如IL‑6和TNF‑α)，这是皮炎的特征，

由toll样受体4(TLR4)介导。这一观察结果之后，通过应用公知的TLR4配体脂多糖(LPS)诱

导皮炎。LPS由CD14介导而启动从TLR4开始的信号传导途径，所述途径导致激活NF‑κB和释

放炎性细胞因子(如TNF‑α、IL‑1β、IL‑6、IL‑8和IL‑12p40)以及巨噬细胞的M1极化(Lu等人，

2008；Liu等人，2017)。这些细胞因子是中性粒细胞的主要引诱剂，中性粒细胞大量浸润皮

肤，特别是在表皮发生坏死性病变的区域。

[0039] 我们启动了研究以确定CD301b的小分子配体是否会实现AD的消退。我们测试了肽

svL4和sv6D是否有效减少LPS诱导的小鼠皮肤炎症。我们发现局部应用1μM  svL4比0.1μM 

svL4或1μM  sv6D更有效。两者都是碱性肽，在角质层的酸性表面带10至12的正电荷(Behne

等人，2002；Hanson等人，2002)。一个可能的区别因素是亲水性指数(Hopp和Woods，1981)，

sv6D为0.4，但svL4为0.1。svL4的高正电荷和降低的亲水性可以促进易位至具有净负电荷

的皮肤中(Nguyen和Soulika，2019)。然而，这项研究中出现的特别重要的特征是存在于肽

每个臂的N‑末端附近的两个谷氨酰胺残基的作用。

[0040] 在一些方面，本发明涉及一种在患者中治疗中性粒细胞驱动的炎症性疾病的方

法。中性粒细胞驱动的炎症性疾病可以是呼吸系统病症或皮肤病症。

[0041] 在一些实施方案中，向患者施用包含治疗肽的多价结构多肽。在一些方面，多价结

构多肽包含至少两个拷贝的治疗肽。在一些实施方案中，多价结构多肽包含至少两种不同

的治疗肽。在某些实施方案中，多价结构多肽具有中心框架、接头序列和至少两个臂。每个

臂包含一个治疗肽，每个臂通过接头序列连接至中心框架。在某些实施方案中，多价结构多

肽的每个臂包含相同的治疗肽。在其它实施方案中，多价结构多肽的臂不包含相同的治疗

肽。在具体的实施方案中，多价结构多肽具有四个臂，因此是四价的。在一些方面，接头序列

具有包含GGGS(SEQ  ID  NO：3)、GGGSGGGS(SEQ  ID  NO：4)、SSSS(SEQ  ID  NO：5)或SSSSSSSS

(SEQ  ID  NO：6)的序列。

[0042] 在某些实施方案中，多价结构多肽是四价的。在一个示例性实施方案中，多价结构

多肽是svL4(SEQ  ID  NO：7)，其包含四个臂，每个臂包含由VQATQSNQHTPR(SEQ  ID  NO：1)组

成的治疗肽。

[0043] 所述方法可以进一步包括向患者施用用于治疗中性粒细胞驱动的炎症性疾病的

第二药物干预，例如类固醇或单克隆抗体。在一些方面，单克隆抗体靶向炎性细胞因子以减

少炎症性途径的激活。

[0044] 还描述了用于在患者中治疗中性粒细胞驱动的炎症性疾病的组合物和试剂盒。组

合物包含本文所述的治疗肽或多价结构多肽。在一些实施方案中，组合物进一步包含用于

治疗中性粒细胞驱动的炎症性疾病的第二药物干预。例如，第二药物干预是类固醇或单克

隆抗体。在一些方面，单克隆抗体靶向炎性细胞因子以减少炎症性途径的激活。试剂盒包含

教导施用治疗肽或多价结构多肽的说明书。

[0045] 特别令人痛苦的炎症性疾病影响肺部，从而影响患者有效呼吸的能力。不幸地，呼

吸系统的持续炎症频繁地导致一些不良疾病，如哮喘、COPD和肺纤维化。事实上，认为发炎

的肺中的中性粒细胞浸润是急性呼吸窘迫综合征(ARDS)的标志。
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[0046] 哮喘、ARDS、COPD和冠状病毒引起的病毒感染具有严重后果，这一直是鉴定用于治

疗的药物的重大努力的动机。在这些病症中，已经将中性粒细胞浸润至肺组织中鉴定为炎

症的主要原因。已经针对ARDS测试了大量药物，其中许多被批准用于临床，其它则正在开发

中。已经批准将一些用于治疗炎症性呼吸系统病症的单克隆抗体用于其它用途，如AD和银

屑病。因此，在某些实施方案中，在患者中治疗中性粒细胞驱动的炎症性疾病的方法进一步

包括向受试者施用第二药物干预。在一些方面，第二药物干预是靶向炎症性途径的单克隆

抗体或白三烯调节剂。有趣地，皮质类固醇在这些病症中是促炎的，不适合作为治疗剂。为

了改善患者的呼吸容易性，第二药物干预可以是β受体激动剂、白三烯调节剂、色甘酸钠或

茶碱。

[0047] 在具体的实施方案中，通过吸入向患者施用治疗肽或所描述的组合物。因此，包含

施用于患者的治疗肽的组合物可以被雾化或是干粉的形式。当组合物包含液体形式的治疗

肽时，通过雾化器递送组合物，使得可以通过吸入施用治疗肽。

[0048] Sa nof i开发了一种针对IL‑4和IL‑1 3受体的单克隆抗体度普利尤单抗

(Dupixent)，其成功治疗皮疹、哮喘和重度特应性湿疹。度普利尤单抗已成为过敏性疾病

(包括湿疹)的最成功的疗法。该抗体与IL‑4Rα结合，IL‑4Rα是IL‑4和IL‑13受体的共同亚

基，其介导TH2分化和促过敏适应性免疫反应。因此，该抗体减轻了IL‑13对periostin表达

和丝聚蛋白合成抑制的作用。然而，度普利尤单抗通过阻断IL‑4和IL‑13的活性而抑制巨噬

细胞替代活化为CD301b+M2a状态并阻断IL‑10+TH2群体的扩增，其损失对宿主严重有害。皮

肤环境诱导CD301b在吞噬细胞中的表达，其独立于IL‑4/IL‑13信号传导。在各种疾患中下

调TH2炎症的能力导致美国食品和药物管理局(FDA)批准度普利尤单抗用于治疗中度至重

度特应性皮炎，每隔一周皮下注射4个月后为大约三分之二的患者提供缓解。然而，只有

30％至40％的患者在治疗12周后经历皮肤光洁。

[0049] FDA批准用于治疗皮炎的另一种药物是克立硼罗，它也降低IL‑4的作用。克立硼罗

是磷酸二酯酶‑4的小分子抑制剂，其降低环AMP的水平，从而减少IL‑2、IL‑4和IL‑31的释

放，因此减少T细胞的增殖。其它用于治疗皮炎的小分子治疗药物包括基于大环内酯的钙调

磷酸酶抑制剂，如吡美莫司和他克莫司。尽管广泛的全身性免疫抑制剂环孢菌素有效治疗

AD，但尚未在美国或欧洲获得用于该目的的许可。

[0050] 已经研究了将数种肽用于治疗AD。奥米加南(Omiganan)是一种12‑mer抗菌肽，其

减少皮肤上的金黄色葡萄球菌(Staphylococcus  aureus)群体，但没有观察到临床改善。

CXCR4是SDF‑1(基质细胞衍生因子‑1，CXCL12)的受体，在特应性皮炎中过表达。发现一种血

清白蛋白的降解片段的12‑mer衍生物结合CXCR4，是一种局部应用于小鼠皮肤的有效治疗

剂。该肽有望破坏参与癌症和炎症性疾病的CXCR4/CXCL12信号传导。一些绿色蔬菜中色氨

酸代谢的小分子产物3,3’‑二吲哚甲烷通过转录因子NF‑κB抑制信号传导并促进调节性T细

胞的分化。数项研究报告了JAK1和JAK2抑制剂(如乌帕替尼(upadacitinib)和芦可替尼

(ruxolitinib))减少炎症。然而，JAK1和Tyk2响应IL‑10与其受体的结合而激活STAT3，这导

致NF‑κB的抑制和促炎基因的相关表达。因此，抑制JAK1和JAK2似乎与抗炎目标相反。IL‑10

对JAK1的激活也通过抑制STAT6的激活来抑制响应IL‑4和IL‑13的基因的表达。特别令人感

兴趣的是，发现将非致病性革兰氏阴性线状透明颤菌(Vitreoscilla  filiformis)应用于

小鼠皮肤会激活DC以产生IL‑10，并抑制NC/Nga小鼠特应性皮炎中TH2主导的超敏反应中的
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皮肤炎症。IL‑10是一种关键的调节性细胞因子，其限制并最终终止过度的T细胞反应，以防

止慢性炎症和组织损伤。

[0051] 在一些方面，将第二治疗剂与本文公开的肽组合(即同时或随后施用于受试者)。

这些第二治疗剂包括皮质类固醇、倍他米松、他克莫司、吡美莫司、窄谱UVB、PDE4抑制剂、托

法替尼(tofacitinib)、度普利尤单抗和奈莫利珠单抗。在非常具体的实施方案中，第二治

疗剂是倍他米松、吡美莫司或度普利尤单抗。

[0052] 银屑病皮肤表征为高表达IL‑17A和IL‑17F，它们参与中性粒细胞的积累。针对IL‑

17A的单克隆抗体在约50％的银屑病患者中显示出令人印象深刻的临床疗效。使用中和IL‑

17C的抗体(指定为MOR106)的临床研究由于治疗AD无效而被放弃。然而，抗IL‑17抗体(如苏

金单抗(Cosentyx，Novartis)、依奇珠单抗(ixekizumab)(Taltz，Lilly)和柏达鲁单抗

(brodalumab)(Siliq，Ortho  Dermatologics)在大约一半的受治疗患者中显示出疗效。在

过去几年中已经开发了针对IL‑23的抗体来治疗银屑病。古塞库单抗(Guselkumab)

(Janssen)和替曲吉珠单抗(tildrakizumab)(Ilumetri，Sun  Pharmaceuticals)已被FDA批

准。其它抗体(如乌司奴单抗(ustekinumab)(Janssen)、瑞莎珠单抗(risankizumab)

(Abbvie)和米吉珠单抗(minkizumab)(Lilly))正在临床试验中。这些抗体中的大多数结合

IL‑23复合物的亚基p19。类似的抗体正在开发中，这些抗体具有引起显著的免疫失衡或对

危险信号的反应受损的可能性。

[0053] 为了治疗皮肤病症，优选将治疗肽或多价结构多肽局部施用于据信存在皮肤病症

的区域。在一些方面，通过皮下注射施用治疗肽或多价结构多肽。在其它方面，通过局部应

用来局部施用治疗肽或多价结构多肽。在局部应用治疗肽或多价结构多肽的某些方面，将

肽掺入乳膏、软膏或洗剂中。在其它方面，将治疗肽溶解至用于局部应用的载体溶剂中。在

某些方面，将肽应用于放置在据信存在皮肤病症的区域上的纱布或绷带。

[0054] 在一些方面，治疗与中性粒细胞浸润相关的皮肤病症(例如AD、湿疹或银屑病)的

方法进一步包括向患者施用第二药物干预。第二药物干预可以是类固醇、喹啉衍生物、大环

内酯类、硫唑嘌呤、环磷酰胺、环孢菌素A、或三环麻醉化合物、或靶向炎症性途径的药物(如

单克隆抗体)，其用作皮肤病症的现有治疗方法。在一些方面，类固醇是局部皮质类固醇，例

如氢化可的松、曲安西龙、地塞米松、泼尼松及其衍生物、曲安奈德、倍他米松、氯倍他索、氟

轻松、fluocinoline。一些第二药物干预是使用类固醇组合(例如曲安西龙和氢化可的松)

的外用乳膏。靶向药物包括：减少IL‑2产生的基于大环内酯的钙调磷酸酶抑制剂(吡美莫

司，Eidel；和他克莫司，Protopic)、磷酸二酯酶‑4抑制剂(克立硼罗，Eucrisa)和单克隆抗

体(度普利尤单抗，Du p i x e n t，抗IL ‑ 4受体单克隆抗体(m A b) ；和曲罗芦单抗

(tralokinumab)，抗IL‑13mAb)。Dupixent与IL‑4Rα亚基结合，抑制IL‑4和IL‑13的作用。抗

体通过皮下注射递送，因此也作用于身体的其它组织，包括肺内膜。在一方面，同时施用治

疗肽和一种或多种局部皮质类固醇。在其它方面，依次施用治疗肽和一种或多种局部皮质

类固醇。

[0055] 用于包含与中性粒细胞浸润相关的皮肤病症的组合物和试剂盒包含如本文所述

的治疗肽或多价结构多肽。在一些实施方案中，组合物进一步包含用于治疗中性粒细胞驱

动的炎症性疾病的第二药物干预。例如，第二药物干预是类固醇或单克隆抗体。在一些方

面，单克隆抗体靶向炎性细胞因子以减少炎症性途径的激活。
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[0056] 通过以下实施例进一步说明本发明，这些实施例不应被解释为限制性的。本申请

全文中引用的所有参考文献、专利和公开的专利申请的内容以及附图通过引用整体并入本

文并用于所有目的。

[0057] 实施例

[0058] 实施例1.实验材料和方法

[0059] 肽

[0060] 先前描述了内毒素阴性的svL4和sv6D的合成和纯化(Eggink等人，2018)。

[0061] 动物

[0062] 研究在位于Watertown,MA的AAALAC认证设施Biomodels  LLC进行。这项工作已经

获得Biomodels  IACUC的批准(方案号17‑0613‑4)。10周龄雌性C57BL/6J小鼠获自The 

Jackson  Laboratory(Bar  Harbor,ME)并饲养于Biomodels。在第‑1天，用异氟烷麻醉小鼠，

用电动剪刀并用Nair化学处理以对背部皮肤进行脱毛。然后用70％乙醇和PBS清洗皮肤。在

第0天，再次麻醉小鼠，并用生物封闭敷料(Tegaderm)固定的1cm2纱布块中的0.2mL  1％ 

SDS处理2h。对于原始态小鼠，使用无菌水而不是SDS。再次麻醉小鼠，将皮肤吸干，并用含有

0.1mL的10μg/mL  LPS和0.1mL  PBS或2μM  svL4的混合物的纱布覆盖皮肤。每天更换处理溶

液，而每三天重复一次SDS处理。

[0063] 用葡萄球菌肠毒素B(100μg，Toxin  Technology,Inc.,Sarasota  FL)和屋尘螨提

取物(10μg，Greer  Laboratories,Inc.,Lenoir,NC)进行了类似的实验，在用SDS处理2小时

后将其应用于皮肤两天。进行第二次2天时间的SDS/过敏原处理。然后用PBS清洗皮肤，并继

续SDS处理，在SDS处理之间应用2μM  svL4，再持续5天。

[0064] 组织学分析

[0065] 在处理期结束时，通过吸入CO2处死小鼠，并切除皮肤的1cm2部分。一半在福尔马林

中固定，用于组织病理学分析，而另一半则快速冷冻。通过H&E染色、表皮厚度测量和免疫染

色进行组织学分析，由HistoTox  Labs,Inc.,Boulder,CO进行。用单克隆抗Ly‑6G(RB6‑8C5，

eBioscience)在固定切片上对中性粒细胞进行染色，而通过包埋于OCT化合物中来制备冷

冻样品进行切片，用单克隆抗CD301b(11A10‑B7，eBioscience)对切片进行染色。在10个没

有组织学伪影的部位测量每个样品的表皮厚度，垂直于切片的长度为9mm至13mm的长轴进

行测量，并取平均值以获得平均厚度。数据表示为每种处理的均值±均值标准误。通过非参

数T检验(Mann‑Whitney  U检验)分析半定量严重性评分。使用双尾检验，所有检验的显著性

设置为p≤0.05。

[0066] 皮肤处理和细胞因子分析

[0067] 在冷冻后粉碎每只动物的一个皮肤样品，然后进行均质化以制成100mg/mL匀浆，

离心以除去不溶性物质，并等分至96孔板中用于下游测定。使用小鼠TNFRSF14ELISA试剂盒

(HVEM)(AbCam，货号：ab213892)评估HVEM。使用小鼠Periostin/OSF‑2DuoSet  ELISA(R&D 

Systems，货号：DY2955)评估periostin。使用小鼠PDGF‑C  ELISA试剂盒(MyBioSource，货

号：MBS165969)评估PDGFc。使用小鼠/大鼠IGF‑I/IGF‑1DuoSet  ELISA(R&D  Systems，货号：

DY791)评估IGF1。使用小鼠IL‑24DuoSet  ELISA(R&D  Systems，货号：DY2786‑05)评估IL‑

24。使用多重ProcartaPlex测定(ThermoFisher  Scientific，货号：PPX‑03)评估IL‑10、IL‑

13和IL27。
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[0068] 谷氨酰胺转移酶测定

[0069] 在聚赖氨酸包被的微量滴定孔中测试两种反应混合物(50μL)。第一种含有100mM 

Tris  HCl，pH  7.5、10mM  CaCl2、5mM  DTT、1mM  EDTA、150mM  NaCl和0.05％Tween‑20。第二种

含有50mM  HEPES缓冲液，pH  7 .2，含有15mM  CaCl2、5mM  DTT、0.5mM  EDTA、125mM  NaCl和

0.05％  Tween‑20。添加肽以提供0μM至200μM的一系列浓度。将来自猪肝(Sigma‑Aldrich，

St.Louis，MO)的TGase2(10μ单位)添加至每个孔，孵育30min后，用水清洗孔3次。然后添加

50μL与辣根过氧化物酶偶联的0.1μg/mL链霉亲和素并孵育20min。然后用含有0.05％ 

Tween‑20的PBS清洗孔4次，并添加100μL的3,3’,5,5’‑四甲基联苯胺底物。允许反应进行

5min，然后用50μL  1N  H2SO4停止反应，并立即在450nm处读取。

[0070] 诱导皮炎

[0071] 对Kanemaru等人(2019)描述的模型的修改旨在测试肽用于治疗AD的活性。在原始

态且健康的小鼠皮肤中，表皮是薄的(图1A)，存在非常少的Ly6G+中性粒细胞(图1B)。真皮

含有丰富的CD301b+染色的细胞，CD301b+是DC和巨噬细胞的标志物(图1C)并且是svL4和

sv6D的潜在靶标。

[0072] 我们发现，如Kanemura等人(2019)所述，每三天用4％  SDS处理2小时对皮肤造成

广泛损害。因此，将破坏人皮肤屏障功能的1％  SDS( 等人，2008年)用作渗透增强剂

(Karande等人，2004)。在第‑1天，对小鼠的背部皮肤进行剃毛，用巯基乙酸酯和氢氧化钠

(Nair)进行脱毛，用70％乙醇清洗，随后用PBS清洗。当在第14天检查时，没有额外的刺激

物，该处理即引起表皮增厚和中性粒细胞的广泛浸润(图2A和图2B)。用1％  SDS进一步处理

皮肤2h。每3天重复一次SDS处理，在中间时期用PBS中的处理溶液润湿的纱布覆盖皮肤的

1cm2区域。向处理添加LPS加剧了病理，在病变区域内的真皮和表皮中，中性粒细胞的密度

高(图2C和图2D)。

[0073] 实施例2.svL4或svH1C处理缓解特应性皮炎

[0074] 由于真皮中的CD301b+细胞可能存在在皮炎的消退中发挥作用的可能性，测试了

N‑乙酰半乳糖胺(GalNAc)的模拟物svL4和sv6D(Eggink等人，2018)抑制皮炎的形态特征的

能力。消退被定义为恢复薄的表皮和没有中性粒细胞的真皮。局部测试了0.1μM、1.0μM或

2.0μM的肽或每天皮下注射1nmole/g体重的肽。测试了唾液酸的模拟物svH1C(Eggink等人，

2015)作为替代肽。当将1μM  svL4与LPS组合应用于皮肤时，14天处理结束时，表皮均匀具有

正常厚度，并且真皮几乎没有中性粒细胞(图2E和图2F)。svL4处理的皮肤还缺乏坏死性病

变。表皮厚度和中性粒细胞频率的图形表示示于图3A和图3B中。

[0075] 病理报告表明，局部应用1μM  svL4是克服对刺激物反应的唯一治疗(表1)。局部

0.1μM  svL4不如1μM  svL4有效，表皮增厚，坏死性病变频繁(未显示)。有趣地，局部应用或

皮下注射1μM  sv6D(svL4的C‑末端半部分)(Eggink等人，2018)是无效的。除了svL4以外的

每种处理均观察到中性粒细胞的广泛浸润。尽管在皮下注射1μM  svH1C后观察到皮炎水平

有一些降低，真皮中性粒细胞丰度显著降低，但局部应用无效。

[0076] 对于表1，对背部皮肤区域进行脱毛以提供1cm2表面用于用SDS(1％)、LPS(1μg/

0.2mL)和肽进行处理。每三天应用SDS，每天更换有或没有肽的含有LPS的敷料。每种治疗的

平均表皮厚度计算为该组中每只动物的10次测量均值的平均值。以1μM的浓度局部应用肽，

通过每天以1nmole/g的剂量皮下注射应用。原始态小鼠背部皮肤的厚度值来自Wei等人

说　明　书 9/18 页

12

CN 116194143 A

12



(2017)。组织病理学分析鉴定了表皮坏死性病变的频率，真皮胶原蛋白表征为真皮胶原束

密度增加和更强烈的曙红染色。值为±S.E.M.。

[0077] 表1.每种处理后皮肤的组织病理学参数

[0078] 处理 表皮厚度(μm) 坏死 胶原蛋白增加

原始态 14.9±1.5 ‑‑ ‑‑

脱毛 33.6±3.9 0.33±0.33 0

SDS/LPS 34.7±4.6 0.50±0.22 0.83±0.40

SDS/LPS+svL4(局部) 17.5±0.93 0 1.50±0.65

SDS/LPS+svL4(皮下) 33.2±4.7 1.25±0.75 2.00±0.71

SDS/LPS+sv6D(皮下) 40.7±6.4 0 2.00±0.58

SDS/LPS+svH1C(局部) 35.4±9.2 0.75±0.48 1.50±0.29

SDS/LPS+svH1C(皮下) 31.9±7.1 0 1.50±0.29

[0079] 为了深入了解处理过程，在4天期间不用svL4而用200μL的常遇到的过敏原屋尘螨

提取物(HDM，10μg)和葡萄球菌肠毒素B(SEB，100μg)的组合诱导皮炎(Kawakami等人，

2007)。如先前实验中的那样，在每次用这些过敏原处理2天之前先用1％SDS处理2小时。用

过敏原处理4天后，再用2μM  svL4±1μM地塞米松处理皮肤5天，预计这将提供消退的中期阶

段。与图3A和图3B中所示结果类似，在用HDM和SEB处理的动物的组织中，明显出现增厚的表

皮和广泛的坏死性病变，并且下层具有密集的中性粒细胞群体(图4A)。用svL4处理使表皮

厚度降低至接近正常，有表皮增厚的以及薄的区域，但只有少数小病变(图4C和图4D)。中性

粒细胞在真皮中(特别是在病变下层)几乎不存在，或者在真皮基底或皮下区域以低频率存

在(图4C)。用svL4加地塞米松处理的动物样品也获得了类似的结果(图4E和图4F)。与PBS相

比，单独用地塞米松处理几乎没有改善，具有数个坏死性病变，侧边区域几乎没有中性粒细

胞(图4G和图4H)。

[0080] 在中性粒细胞的密度高的病变下层真皮中没有检测到CD301b+细胞(图4B)。在处

理结束时，svL4处理的皮肤缺乏中性粒细胞，薄表皮下方的真皮中CD301b+细胞的丰度恢复

至初始频率(图4D)，这些事件显然发生在消退阶段。在高度炎性阶段，在病变附近没有检测

到CD301b+细胞。处理中包含地塞米松并没有显著增加CD301b+细胞的频率(图4F)。虽然单独

用地塞米松处理没有使表皮恢复至正常厚度，但真皮基底的CD301b+细胞表现得染色更强

烈(图4H)，这表明受体在较高水平上表达(van  Vliet等人，2006)。

[0081] 实施例3.svL4处理的细胞因子响应

[0082] 为了确定其它因素是否可能在表皮炎症的消退中发挥作用，我们对被鉴定为在特

应性皮炎和伤口愈合中很重要的数种关键细胞因子进行了调查。对于这项研究，将svL4局

部应用于脱毛皮肤并用SDS处理，但没有LPS。在第一次用SDS处理2  h后4小时、2天后和5天

后测量皮肤提取物中的细胞因子，并在第3天重复SDS处理。

[0083] IL‑13在特应性皮炎的病变皮肤中发挥主导作用(Furue等人，2019；Bitton等人，

2020)并上调periostin和IL‑24(Mitamura等人，2020)。

[0084] 在对照样品中，IL‑13水平在对皮肤进行脱毛后2天增加，并在第5天保持高水平。

在第0天和第2天，SDS暂时增加IL‑13水平，但在第5天，SDS和svL4/SDS抑制IL‑13水平，低于

脱毛皮肤对照组的水平。Periostin介导IL‑13对IL‑24的诱导，IL‑24是IL‑10细胞因子家族
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的亚组IL‑20家族的成员(Mitamura等人，2020)。虽然在第5天IL‑13水平较低，但在SDS的作

用的同时svL4/SDS处理继续增加periostin，这可能是IL‑24增加的原因。IL‑24水平在伤口

中上调，并通过periostin介导IL‑13的促炎和增殖作用，但在病毒感染中也具有免疫抑制

作用(Mitamura等人，2020)。IL‑20家族(包括IL‑24)抑制IL‑1β和IL‑17A的产生(Mitamura

等人，2020；Myles等人，2013)，并且可能是抑制角质形成细胞增殖和伤口愈合的关键因子

(Kolumam等人，2017；Menezes等人，2018)，从而减少表皮厚度。在第2天的峰值后，IL‑10的

释放受到抑制(图5)。

[0085] 肌成纤维细胞的脂肪细胞前体亚群的增殖是伤口愈合的基本过程，由CD301b+巨

噬细胞产生的血小板衍生生长因子C(PDGFc)和胰岛素样生长因子1(IGF1)诱导(Shook等

人，2018)。我们发现无论如何处理，皮肤中的PDGFc水平都没有变化，但svL4和SDS增加了

IGF1(图5)。IL‑27刺激角质形成细胞的增殖，可能参与表皮的早期增厚(Yang等人，2017)，

但在svL4处理的最初5天期间没有显著变化。这些结果表明，在处理的早期，相比于SDS，

svL4对细胞因子响应没有显著作用，只有IL‑24出现显著差异。

[0086] 实施例4.急性毒性研究

[0087] 10只雄性Hsd:Sprague 大鼠在第1天和第8天通过静脉注射给予

肽svL4或肽svHIC，剂量水平为每kg体重12.5μmol的测试品。该剂量比最大治疗剂量高100

倍。每组的剂量体积为2.5mL/kg。毒性评估基于死亡率、临床体征、体重、食物消耗、临床病

理学和肉眼观察。还收集了血液样品用于毒代动力学评估。第二次注射后血清中svL4浓度

的变化描绘于图6中。对svH1C进行相同的分析(图7A和图7B)并与较短的(5‑mer)肽sv6B进

行比较。血清中svL4和svH1C的寿命比较表明，注射后1小时血清中svL4的浓度比svH1C的浓

度高约100倍，svH1C的寿命显著长于较短的sv6B。

[0088] 没有观察到与测试品相关的临床体征、体重或体重变化差异或食物消耗改变。在

第9天，给予12.5μmol/kg/剂的雄性的血液学、凝血或临床化学测试结果中没有与测试品相

关的作用。预定尸检时没有明显的肉眼病变。肽对终末体重没有作用，没有可明确归因于测

试品的器官重量变化。

[0089] 该初步毒性研究在与Covance  Laboratories,Inc.的合同下进行，旨在证明安全

边际。由于与静脉注射相比，皮下施用的肽的生物利用度较低，因此该研究应当提供提议的

标准治疗剂量的至少1000倍的安全边际。使用2.5mL/kg的体积以12.5μmol/kg/剂将悬浮于

载体对照品(在无菌无热原水中制备的标准PBS)中的肽svL4或svH1C施用于雄性大鼠具有

良好的耐受性。没有表明与测试品相关的发现。

[0090] 实施例5.肽的稳定性/强制降解分析

[0091] 制造商报告肽的纯度为>95％，并得到独立确认。肽以干燥形式无限期稳定。纯化

后，制备PBS或150mM  NaCl中的肽溶液。当溶解于PBS中并在‑20℃储存三年并偶尔解冻时，

肽的质谱没有发生显著变化。与纯化后不久获得的谱图相比，svH1C在4℃储存1年后获得的

质谱没有显示出显著劣化。svH1C的分子量为4594Da。发现svL4(分子量6826Da)也具有类似

的稳定性。

[0092] 在经过一组特定的严格条件后，通过质谱法评估合成产物的稳定性。由Blue 

Stream  Laboratories进行的强制降解研究的总结示于表2中。

[0093] 关于svL4在血浆中的稳定性的研究表明，在室温经过48h在大鼠血浆中发生55％
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的损失，而在狗血浆中仅发生15％的损失。svH1C在大鼠和狗血浆中的稳定性表明，在室温

经过48h在大鼠血浆中发生完全降解，而在狗血浆中发生92％的损失。对于生物分析样品，

通过添加草酸钾、NaF和甲酸(2％)来防止血浆中肽的损失。

[0094] 表2.最初溶解于PBS，pH  7.4中的肽在压力条件下的稳定性。

[0095]

[0096] 实施例6.谷氨酰胺转移酶(TGase)参与svL4皮炎消退

[0097] 虽然svL4和sv6D是由DC和巨噬细胞表达的CD301b配体，并且CD301b+细胞在疗法

的消退阶段很丰富，但这些细胞在初始恢复阶段的作用不明显或没有作用。因此，我们考虑

了其它可能性。Liedén等人(2012)和Su等人(2020)表明特应性皮炎患者角质层下方TGase

的表达显著增加。因为TGase活性是形成正常表皮屏障所必需的，所以这种上调似乎是对炎

症和屏障功能障碍的反应。我们想到，四价svL4的每个臂中的谷氨酰胺残基可以为TGase提

供底物，从而提供额外的交联机会。如图8A和图8B所示，用svL4测定显示出与TGase2的强烈

反应。以sv6D为底物的活性最小，揭示了svL4使皮炎消退的能力仅与其作为TGase底物的能

力有关。在这种背景下，svL4中的谷氨酰胺作为底物对于酶是可接近的(见图9C和图10)。

TGase1在表皮的颗粒层中表达，是参与终末分化角质形成细胞的细胞质膜下方角化包膜形

成的主要酶(Kalinin等人，2001)。TGase1最初催化支架蛋白内披蛋白(involucrin)附接至

膜的内表面，随后角化包膜的主要蛋白兜甲蛋白(loricrin)发生交联。将细胞变为塌陷的

(collapsed)不溶性物理屏障，并伴随着用神经酰胺脂质替换细胞质膜以密封细胞之间的

空间。虽然TGase1仅限于细胞内部，但通过局部应用svL4使正常表皮形态消退意味着交联

细胞的细胞外反应。在坏死性病变中，细胞结构可能被充分破坏以使肽能够接近TGase1。或

者，普遍表达的TGase2从细胞分泌并参与细胞粘附和伤口愈合(Griffin等人，2002；Eckert

等人，2005)。因此，TGase2可以提供恢复表面屏障的关键活性。

[0098] svL4提供TGase底物以增强角质层的交联从而恢复表皮屏障并缓解特应性皮炎

[0099] 这些数据表明，svL4在AD恢复中的作用机制是提供TGase底物以增强角质层的交

联并恢复表皮屏障功能。

[0100] 已经鉴定了谷氨酰胺转氨酶同工酶1至6中每一种的序列特异性肽底物(Sugimura

等人，2008；Fukui等人，2013；Tanabe等人，2019)。这些研究人员通过单个肽和蛋白质之间

的共价异肽连接证明了酶的反应(Tanabe等人，2019)。然而，“单个”单价肽不会提供蛋白质

的交联，而只会将肽附接至一个蛋白质。本文公开的多价结构多肽(例如svL4)的臂提供附
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接至多个蛋白质(即潜在地为四价结构的四个蛋白质)并使其交联。只有用作TGase底物的

所公开的多价肽才能实现交联网状结构。因此，本发明提供了一种多价肽，其作为TGase交

联活性的底物以恢复紧密的、功能性的表皮表面屏障。本技术的该重要特征示于图11中。

[0101] 在鼠AD研究中，svL4恢复正常表皮形态的能力完全由四价肽每个臂的N‑末端半部

分的氨基酸提供，其中含有两个谷氨酰胺残基。谷氨酰胺残基提供了TGase的底物，我们提

出肽的多臂结构允许在角质层蛋白质之间形成额外的交联。因此，我们提出这些事件描述

了肽在恢复皮肤紧密屏障功能方面的作用机制。

[0102] 我们探讨了CD301b的配体是否将提供有效的AD治疗。CD301a+/CD301b+巨噬细胞是

小鼠皮肤真皮中的主要免疫细胞类型，占所有有核细胞的50％，其中大约7％为CD301b+DC

(Dupasquier等人，2004)。而DC是表达CD301b(MGL2)的主要细胞，Kanemaru等人(2019)表明

真皮DC也表达CD301a(MGL1)。类似地，虽然CD301a主要由鼠巨噬细胞表达，但对AD消退至关

重要的真皮巨噬细胞也表达CD301b。Kanemaru等人(2019)得出结论，小鼠模型中AD的主要

原因是中性粒细胞浸润，这可能也适用于其它炎症性疾病。如图2A‑图2F所描绘的，局部应

用肽svL4重写了皮肤对刺激物SDS和LPS的反应并允许恢复正常形态，即使在LPS的持续存

在下也是如此。对治疗的主要反应是真皮中的中性粒细胞数量减少。尽管CD301b+细胞似乎

不是启动恢复的重要因素，但在消退阶段，巨噬细胞可能是吞噬凋亡中性粒细胞的原因

(Greenlee‑Wacker，2016)。

[0103] 表皮屏障的恢复有助于形成Ca2+梯度并恢复正常表皮形态

[0104] Ca2+在调节表皮稳态中发挥主要作用。特征性Ca2+梯度在颗粒层内具有峰值浓度，

向外部的角质层和较深的基底层浓度下降(Elias等人，2002；Mauro等人，1998)。梯度由细

胞外、细胞质和细胞器游离Ca2+组成，但颗粒层只有2％是细胞外空间(Celli等人，2010；

Behne等人，2011)。由于细胞质Ca2+通常保持非常低(约0.1μM)，因此10μM至20μM的平均浓度

表明Ca 2 +在细胞质细胞器(即内质网和高尔基体结构)中大量储存。丝聚蛋白原

(profilaggrin)的N‑末端区域含有结合Ca2+的S100结构域(Osawa等人，2011)，其随着蛋白

质的降解而释放阳离子。

[0105] 虽然具有低Ca2+浓度(30μM)的培养基促进角质形成细胞的增殖，但在表皮的3‑D重

建过程中需要更高浓度(>100μM)以分化和形成外部细胞层(Bikle等人，2012；Lee和Lee，

2018；Lee，2020；Teshima等人，2020)。角质层屏障功能的破坏会使梯度消失。因此，诱导皮

炎时表皮扩张可能是由于外层Ca2+较低，治疗时正常而薄的表皮可能反映了Ca2+梯度恢复

时的角质形成细胞分化。酸性角质层可以用于将肽吸引至表皮表面(Behne等人，2002；

Hanson等人，2002)。局部而不是皮下应用svL4的观察结果支持肽物理存在于皮肤外表面的

作用。屏障功能的恢复以及由此产生的Ca2+梯度是角质形成细胞终末分化和表皮恢复正常

形态的先决条件(Behne等人，2011；Elsholz等人，2014；Lee，2020)。

[0106] 除非另有定义，否则本文中的所有技术和科学术语具有与本公开所属领域的普通

技术人员通常理解的相同含义。尽管在本公开的实践或测试中可以使用与本文描述的那些

相似或等效的任何方法和材料，但本文中描述了优选的方法和材料。引用的所有公布、专利

和专利公布均出于所有目的通过引用整体并入本文。

[0107] 所有标题都是为了方便读者，不应用于限制标题之后的文本的含义，除非如此说

明。
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[0108] 提供本文讨论的公布仅用于在本申请提交日期之前进行公开。本文中的任何内容

均不得解释为承认本发明无权根据在先发明提前进行此类公布。

[0109] 虽然已经结合其具体实施例描述了本发明，但将理解的是，本发明能够进一步修

改，并且本申请旨在涵盖一般地遵循本公开的原理的本发明的任何变化、使用或改编，并且

包括在本发明所属领域内的已知或惯常实践范围内、并且可以应用上文列出的和遵循所附

权利要求的范围的基本特征的对本发明的偏离。
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                          序列表

<110>  苏萨维恩生物科学公司

<120>  中性粒细胞驱动的炎症性病理的治疗方法

<130>   24667.047PCT2

<150>   63/057,741

<151>   2020‑07‑28

<160>   10

<170>   PatentIn  version  3.5

<210>   1

<211>   12

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成序列

<400>   1

Val  Gln  Ala  Thr  Gln  Ser  Asn  Gln  His  Thr  Pro  Arg

1                5                    10

<210>   2

<211>   8

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成序列

<400>   2

Asn  Pro  Ser  His  Pro  Leu  Ser  Gly

1                5

<210>   3

<211>   4

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成序列

<400>   3

Gly  Gly  Gly  Ser

1

<210>   4

<211>   8

<212>   PRT
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<213>  人工序列

<220>

<223>  合成序列

<400>   4

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Ser

1                5

<210>   5

<211>   4

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成序列

<400>   5

Ser  Ser  Ser  Ser

1

<210>   6

<211>   8

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成序列

<400>   6

Ser  Ser  Ser  Ser  Ser  Ser  Ser  Ser

1                5

<210>   7

<211>   3

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成序列

<220>

<221>   MISC_FEATURE

<222>   (1) ..(1)

<223>   VQATQSNQHTPRGGGS连接至N末端

<220>

<221>   MISC_FEATURE

<222>   (1) ..(1)

<223>   VQATQSNQHTPRGGGS连接至侧链赖氨酰基的末端

<220>
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<221>   MOD_RES

<222>   (2) ..(2)

<223>   AMIDATION

<220>

<221>   MISC_FEATURE

<222>   (3) ..(3)

<223>   VQATQSNQHTPRGGGS连接至N末端

<220>

<221>   MISC_FEATURE

<222>   (3) ..(3)

<223>   VQATQSNQHTPRGGGS连接至侧链赖氨酰基的末端

<400>   7

Lys  Lys  Lys

1

<210>   8

<211>   3

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成序列

<220>

<221>   MISC_FEATURE

<222>   (1) ..(1)

<223>   NQHTPRGGGS连接至N末端

<220>

<221>   MISC_FEATURE

<222>   (1) ..(1)

<223>   NQHTPRGGGS连接至侧链赖氨酰基的末端

<220>

<221>   MOD_RES

<222>   (2) ..(2)

<223>   AMIDATION

<220>

<221>   MISC_FEATURE

<222>   (3) ..(3)

<223>   NQHTPRGGGS连接至N末端

<220>

<221>   MISC_FEATURE

<222>   (3) ..(3)
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<223>   NQHTPRGGGS连接至侧链赖氨酰基的末端

<400>   8

Lys  Lys  Lys

1

<210>   9

<211>   3

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成序列

<220>

<221>   MISC_FEATURE

<222>   (1) ..(1)

<223>   NPSHPLSGGGGS连接至N末端

<220>

<221>   MISC_FEATURE

<222>   (1) ..(1)

<223>   NPSHPLSGGGGS连接至侧链赖氨酰基的末端

<220>

<221>   MOD_RES

<222>   (2) ..(2)

<223>   AMIDATION

<220>

<221>   MISC_FEATURE

<222>   (3) ..(3)

<223>   NPSHPLSGGGGS连接至N末端

<220>

<221>   MISC_FEATURE

<222>   (3) ..(3)

<223>   NPSHPLSGGGGS连接至侧链赖氨酰基的末端

<400>   9

Lys  Lys  Lys

1

<210>   10

<211>   14

<212>   PRT

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成序列
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<220>

<221>   X

<222>   (1) ..(8)

<223>   X等于任何氨基酸残基或不存在，只要序列包含

        至少7个氨基酸残基并且天冬酰胺之前的至少一

        个氨基酸残基是谷氨酰胺即可。

<400>   10

Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Asn  Gln  His  Thr  Pro  Arg

1                5                    10
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