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提供了一种用于治疗涉及皮肤或结缔组织

损伤的病症的药物组合物，其包含能够抑制氨甲

酰化的亲核化合物。还提供了用于治疗患者的涉

及皮肤或结缔组织损伤的病症的方法，所述方法

包括向所述患者施用所述药物组合物。
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1.一种用于治疗涉及皮肤或结缔组织损伤的病症的药物组合物，其包含能够抑制氨甲

酰化的亲核化合物。

2.一种用于治疗患者的涉及皮肤或结缔组织损伤的病症的方法，所述方法包括向需要

这种治疗的患者施用包含能够抑制氨甲酰化的亲核化合物的药物组合物。

3.根据权利要求1所述的用途的药物组合物或根据权利要求2所述的方法，其中所述组

合物是局部用组合物。

4.根据前述权利要求中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述病症

是皮肤病学病症。

5.根据前述权利要求中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述皮肤

病学病症选自皮肤红斑狼疮、局限性硬皮病、扁平苔藓、Dupuytren挛缩病、腕管综合征、硬

斑病、获得性穿通性皮肤病、外阴阴道萎缩、生殖器牛皮癣、生殖器特应性皮炎和硬化性苔

藓。

6.根据前述权利要求中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述亲核

化合物导致通过本文提供的体外蛋白质氨甲酰化测定测量的BSA氨甲酰化程度小于80％、

优选小于70％、更优选小于60％、甚至更优选小于50％。

7.根据前述权利要求中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述亲核

化合物是包含至少一个亲核部分的有机分子。

8.根据权利要求7所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述至少一个亲核部

分选自伯胺(‑NH2)、仲胺(‑NHR1‑)、胍基(‑NR1C(NR2)NR3R4)、脒基(‑C(NR2)NR3R4)、肼基(R1‑

NR2‑NR3R4)或硫醇(‑SH)。

9.根据前述权利要求中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述药物

组合物包含两种或更多种不同的氨基酸，例如三种或更多种不同的氨基酸。

10.根据前述权利要求中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述亲

核化合物是二肽、三肽或四肽，优选二肽。

11.根据前述权利要求中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述亲

核化合物是选自以下的二肽或四肽：Gly‑Gly、Lys‑Pro、Val‑Pro、Ile‑Pro、Tyr‑Pro、Ser‑

Pro、Pro‑Ser、Ala‑Gln、Ala‑Glu、Tyr‑Ala、Val‑Tyr、Gly‑Sar、Gly‑His、Gly‑Gly‑Gly‑Gly、

D‑Phe‑D‑Phe‑D‑Leu‑D‑Lys‑4‑氨基‑哌啶‑4‑羧酸TFA盐。

12.根据前述权利要求中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述亲

核化合物选自乙酰半胱氨酸、苯乙肼和西格列汀。

13.根据前述权利要求中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述亲

核化合物不是式(I)或(II)的化合物或其药学上可接受的盐、立体异构体或溶剂合物

权　利　要　求　书 1/2 页

2

CN 116322671 A

2



其中R1是H或C1‑C4烷基，

R2是H、‑COOH、‑COO(C1‑C4烷基)或‑CONHR5，其中R5是H、C1‑C4烷基、氨基酸基团、二肽基

团或三肽基团，R3和R4在每种情况下彼此独立地是H或OH，n是1、2、或3。

14.根据前述权利要求中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述亲

核化合物是亲核小分子。

15.根据前述权利要求中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述硬

化性苔藓为生殖器硬化性苔藓，优选外阴硬化性苔藓。

16.根据前述权利要求中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述组

合物还包含抗炎剂，例如皮质类固醇、钙调磷酸酶抑制剂、PDE4抑制剂或Janus激酶抑制剂，

优选皮质类固醇。

17.根据前述权利要求中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述治

疗包括与抗炎剂诸如皮质类固醇同时或连续施用所述亲核化合物。
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皮肤病学病症的治疗

技术领域

[0001] 本发明涉及药物组合物，其包含能够抑制氨甲酰化的亲核化合物，用于治疗涉及

皮肤或结缔组织损伤的病症，特别是皮肤病学病症。还提供了治疗患者的涉及皮肤或结缔

组织损伤的病症的方法，所述方法包括向所述患者施用包含能够抑制氨甲酰化的亲核化合

物的药物组合物。

背景技术

[0002] 硬化性苔藓(LS)(也称为硬化性萎缩性苔藓(LSA))是主要影响肛门区域的慢性炎

症性萎缩性皮肤病。LS也可以出现在大腿内侧、臀部、乳房下方、颈部、肩部和腋窝上。男性

和女性都有病例，虽然女性更常见。病因学未知，但是自身免疫和激素水平(特别是雌激素

水平)的变化被认为有助于该病症。

[0003] LS的体征和症状包括瘙痒、刺激、性交疼痛、排尿困难、尿道和阴道分泌物、性交困

难、大小便失禁(Bunker  CB等人，2013；Christmann‑Schmid等人，2018)。还有可能在受影响

的区域中发生疼痛性皮肤开裂、粘连形成、阴蒂包茎和皮肤增厚。

[0004] LS患者的皮肤的特征在于真皮上部具有无定形层(透明质化带)，具有玻璃态透明

质层的外观。透明质化带由厚的、扭曲的和片段化的胶原纤维组成且不存在弹性蛋白纤维

(Godoy等人，2015)。包括角质层在内的表皮是萎缩的。LS可导致某些癌症(例如外阴癌)的

风险增加。

[0005] 可用的LS治疗方法很少，包括激素和皮质类固醇治疗，在许多情况下，这些治疗方

法并不能缓解症状。大多数患者还会使用局部保湿剂来控制症状，但这些保湿剂并不能治

疗潜在的病症。EP3498276描述了依克多因(ectoine)和依克多因衍生物用于治疗和/或预

防外阴皮肤病的用途。

[0006] 因此，仍然需要有效治疗皮肤或结缔组织病症，例如，硬化性苔藓，特别是外阴硬

化性苔藓。

[0007] 氨甲酰化是由异氰酸根对蛋白质和氨基酸的亲核氨基的翻译后修饰。该反应优先

发生在氨基酸、肽或蛋白质的α‑氨基上，而在赖氨酸残基侧链的ε‑氨基上，由于它们较低的

pKa，则发生反应的速度降低100倍。该反应也可以发生在硫醇官能团上，并且在一些情况下

这可以是可逆的。导致异氰酸根形成的最常见途径是脲在水溶液中自发解离为氨和异氰酸

根，这在生理学条件下以约99:1的比例发生，有利于脲。异氰酸根也可由在过氧化氢存在下

通过髓过氧化物酶(MPO)转化硫氰酸盐产生(Wang等人，2007)。硫氰酸盐通过饮食引入，尤

其是通过水果和蔬菜以及牛奶副产品，以及通过吸烟引入。已知MPO是在炎症性细胞例如多

形核中性粒细胞和单核细胞/巨噬细胞中含量丰富的酶。已报道炎症、吸烟和尿毒症或肾功

能降低会增加氨甲酰化(Wang等人，2007)。

[0008] 蛋白质氨甲酰化由于在易感个体中形成针对氨甲酰化蛋白质的抗体(抗‑CarP抗

体)而可以导致耐受性丧失(Shi等人，2014)。已经在患有涉及皮肤或结缔组织表现的自身

免疫性炎症性疾病的患者的血清中检测到抗‑CarP抗体，所述疾病包括但不限于红斑狼疮
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(Ziegelasch等，2016)和系统性硬化、或硬皮病(Favoino等人，2018)。

[0009] 胶原蛋白是体内最丰富的蛋白质，不仅起到结构作用，还调节细胞生长、分化和迁

移。胶原由于其周转特别缓慢而成为氨甲酰化的主要靶标(Pietrement等，2013)。先前的研

究已经报道，氨甲酰化对胶原的结构和功能具有关键影响，包括热稳定性降低(Jaisson等

人，2006)、原纤维形成干扰(Jaisson等人，2006)、对胶原酶的易感性改变(Jaisson等人，

2007)和激活炎症性细胞的能力降低(Jaisson等人，2006，2008)。最近的结果表明，羟基赖

氨酸氨甲酰化通过竞争性抑制各种组织(包括皮肤)中的胶原交联形成而影响结缔组织的

机械性能(Taga等人。2017)。

发明内容

[0010] 已经发现，可以通过抑制氨甲酰化来治疗涉及皮肤或结缔组织损伤的病症(特别

是皮肤病学病症)。具体地，已经表明，患有外阴硬化性苔藓的患者在用含有亲核试剂的乳

膏治疗数周后已经实现了症状完全缓解、疼痛减轻和皮肤变化显著改善。存在以下基本原

理：源于相关的尿失禁，由脲衍生的异氰酸根，和/或炎症导致的由MPO介导的硫氰酸盐转化

增加，是由于皮肤和结缔组织(如弹性蛋白、胶原蛋白)的破坏性氨甲酰化所致硬化性苔藓

的一个原因。不受理论的束缚，本发明人认为，氨甲酰化影响胶原、弹性蛋白和锚定丝的分

子内桥和三维结构，这导致不仅在LS患者中，而且在具有皮肤和结缔组织临床表现的一系

列其他炎症性疾病中，都观察到萎缩、纤维化、开裂和角化过度，所述其他炎症性疾病包括

但不限于皮肤红斑狼疮、局限性硬皮病、扁平苔藓、Dupuytren收缩病、腕管综合征、硬斑病、

获得性穿通性皮肤病、和外阴阴道萎缩。

[0011] 此外，其他最近的研究已经在大多数硬化性苔藓患者中鉴定到针对细胞外基质1

蛋白(ECM1)的循环自身抗体(Tran等人，2019)。在表皮内，ECM1具有控制角质形成细胞分化

的作用。ECM1与作为主要的硫酸乙酰肝素蛋白聚糖的基底膜蛋白多糖(perlecan)结合。以

这种方式，ECM1可以在真皮中充当“生物胶水”，有助于调节基底膜和间质胶原纤维的宏观

组装和生长因子结合。ECM1还可能在其他获得性皮肤疾病和生理性皮肤变化中发挥作用。

可想而知，氨甲酰化也可能导致ECM1的失调，从而导致肝硬化和其他病症中的皮肤和结缔

组织损伤。

[0012] 用于各种组织的功能的另一种重要蛋白质是丝聚蛋白，其对于表皮稳态特别重要

(Thyssen和Maibach，2014)。类似地，丝聚蛋白的氨甲酰化可能引起功能丧失，导致皮肤和

结缔组织损伤。

[0013] 因此提供了一种药物组合物，所述药物组合物包含能够抑制氨甲酰化的亲核化合

物，用于治疗涉及皮肤或结缔组织损伤的病症(特别是皮肤病学病症)。还提供了一种治疗

患者的皮肤病学病症的方法，所述皮肤病学病症特别是涉及皮肤或结缔组织损伤的皮肤病

学病症，所述方法包括向所述患者施用包含能够抑制氨甲酰化的亲核化合物的药物组合

物。

[0014] 本技术的进一步细节在以下说明书文本、实施例和从属的权利要求中提供。

[0015] 附图简述

[0016] 图1说明了由不同途径形成的氰酸根或异氰酸根导致蛋白质侧链的氨甲酰化的机

制，这导致蛋白质功能改变或丧失。缩写MPO是指髓过氧化物酶。
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[0017] 图2显示了使用重构的人皮肤进行体外蛋白质氨甲酰化测定的结果。

[0018] 图3是用在图2中测试的各种亲核试剂处理的皮肤样品的苏木精和伊红(H&E)染色

的图片。

[0019] 发明详述

[0020] 药物组合物

[0021] 在第一方面，提供了一种药物组合物，其包含能够抑制氨甲酰化的亲核化合物，用

于治疗涉及皮肤或结缔组织损伤的病症，特别是皮肤病学病症。据信亲核化合物通过清除

氰酸根/异氰酸根来抑制氨甲酰化(如图1所示)。优选地，所述组合物是局部用组合物。

[0022] 术语“亲核试剂”和“亲核化合物”表示具有亲核部分的有机化合物，所述亲核部分

可以向另一分子或化学基团提供电子对以形成化学键。所有亲核试剂都是路易斯碱。在本

技术中，理论上，亲核化合物的亲核部分与患者皮肤中存在的异氰酸根反应，从而抑制异氰

酸根引起的蛋白质氨甲酰化。

[0023] 亲核化合物的亲核性质可以通过模型蛋白牛血清白蛋白(BSA)在所述亲核试剂存

在下的氨甲酰化程度来确定。

[0024] 在一个方面，所述亲核化合物在通过本文提供的体外蛋白质氨甲酰化测定测量时

产生的BSA氨甲酰化程度(相对于在Hank平衡盐溶液(HBSS)中的对照)小于80％，优选小于

70％，更优选小于60％，甚至更优选小于50％。根据该定义，不提供所需的BSA氨甲酰化程度

的化合物不被认为是“亲核化合物”。

[0025] 如上所述，亲核化合物适宜地是包含至少一个亲核部分的有机分子。亲核化合物

上可存在多于一个亲核部分，任选不同类型的多于一个亲核部分。

[0026] 在一个方面，至少一个亲核部分选自伯胺(‑NH2)、仲胺(‑NHR1‑)、胍基(‑NR1C(NR2)

NR3R4)、脒基(‑C(NR2)NR3R4)、肼基(R1‑NR2‑NR3R4)或硫醇(‑SH)。

[0027] 为了提供对BSA氨甲酰化的最佳抑制，在所述组合物或所述方法中，至少一个亲核

部分优选为其未质子化形式。这允许亲核部分作为游离路易斯碱充分反应。

[0028] 在特定情况下，亲核化合物是氨基酸。可使用任何天然或非天然氨基酸，但优选选

自组氨酸、赖氨酸或精氨酸的氨基酸。

[0029] 在一个优选方面，药物组合物包含两种或更多种不同的氨基酸，例如三种或更多

种不同的氨基酸。例如，已经显示，组氨酸、赖氨酸和精氨酸这三种氨基酸的组合特别有效

(参见实施例2)。

[0030] 亲核化合物在一些情况下可以是二肽、三肽或四肽，并且优选是二肽。二肽、三肽

和四肽具有以下优点：由于末端氨基的较低pKa值，它们是比单一氨基酸更强的亲核试剂

(Stark，1965)。

[0031] 感兴趣的特定二肽选自：Gly‑Gly、Lys‑Pro、Val‑Pro、Ile‑Pro、Tyr‑Pro、Ser‑Pro、

Pro‑Ser、Ala‑Gln、Ala‑Glu、Tyr‑Ala、Val‑Tyr、Gly‑Sar和Gly‑His。

[0032] 感兴趣的特定四肽选自Gly‑Gly‑Gly‑Gly和D‑Phe‑D‑Phe‑D‑Leu‑D‑Lys‑4‑氨基‑

哌啶‑4‑羧酸TFA盐(Difelikefalin)。

[0033] 在某些情况下，亲核化合物不是氨基酸。

[0034] 在一个特定方面，亲核化合物可以选自乙酰半胱氨酸(硫醇亲核试剂)、苯乙肼(肼

亲核试剂)、西格列汀(小分子氨基亲核试剂)。
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[0035] 一方面，亲核化合物不是式(I)或(II)的化合物或其药学上可接受的盐、立体异构

体或溶剂合物

[0036]

[0037] 其中R1是H或C1‑C4烷基，R2是H、‑COOH、‑COO(C1‑C4烷基)或‑CONHR5，其中R5是H、C1‑

C4烷基、氨基酸基团、二肽基团或三肽基团，R3和R4在每种情况下彼此独立地是H或OH，n是1、

2、或3。如实施例3中所示，相对于HBSS对照，依克多因导致高度的氨甲酰化(％)，并且不被

认为是在本发明的含义内的“亲核化合物”。

[0038] 一方面，亲核化合物是亲核小分子。术语“小分子”定义为MW小于500g/mol的有机

分子。

[0039] 亲核小分子可包含伯胺亲核部分(即‑NH2)。在这种情况下，亲核小分子可以选自

阿斯巴甜、邻氨基苯甲酸、N‑β‑氨基乙基‑Gly、西格列汀、沙格列汀、利格列汀、吉格列汀、阿

格列汀、金刚乙胺(rimantandine)、曲格列汀、奥格列汀、依格列汀、氨氯地平、甲基多巴、乌

苯美司(bestatin)、庆大霉素、环丝氨酸或氨苄青霉素。

[0040] 亲核小分子可以可选地或另外地包含仲胺(＞NH)亲核部分，优选吡咯烷基、哌啶

基或哌嗪基部分。在这种情况下，亲核小分子可以选自替格列汀、戈索列汀(gosogliptin)、

麻黄碱、呋塞米、沙丁胺醇、氯胺酮或环丙沙星。

[0041] 亲核小分子可以可选地或另外地包含胍基(‑NH‑C(＝NH)‑NH2)亲核部分。在这种

情况下，亲核小分子可以选自二甲双胍、丁双胍、苯乙双胍、氯胍(proguanil)、二氯胍

(chlorproguanil)或氯己定。

[0042] 亲核小分子可以可选地或另外地包含脒基(‑CH2‑C(＝NH)‑NH2)亲核部分，并且可

以优选地选自喷他脒、二脒那嗪、双脒苯脲或托西米定(xylamidine)。

[0043] 亲核小分子可以可选地或另外地包含硫醇(‑SH)亲核部分，并且可以优选地选自

乙酰半胱氨酸或卡托普利。

[0044] 亲核小分子可以可选地或另外地包含肼基(‑NH‑NH2)亲核部分。在这种情况下，亲

核小分子可以选自苯乙肼、肼屈嗪、双肼屈嗪或恩屈嗪。

[0045] 本文所述的化合物可含有若干不对称中心，并且可以光学纯的对映异构体、对映

异构体的混合物(例如，外消旋体)、非对映异构体的混合物、非对映异构外消旋体、或非对

映异构外消旋体的混合物的形式存在。

[0046] 通常，亲核化合物以0.1‑10％w/w，优选0.5‑4％w/w，更优选1‑3％w/w的浓度存在

于药物组合物中。

[0047] 根据本发明的药物组合物优选用于局部施用。它们可以是任何形式，例如溶液、悬

浮液、乳液、糊剂、软膏、凝胶、乳膏、洗剂、粉末、肥皂、含表面活性剂的清洁制剂、局部贴剂、

油、泡沫和喷雾剂。优选地，药物组合物为局部用乳膏或洗剂的形式，特别是水包油乳膏。根
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据本发明的药物组合物还可以通过其他施用途径给予，包括但不限于皮下注射。

[0048] 药物组合物可以以0.001mg/cm2至5mg/cm2皮肤表面，优选0.003mg/cm2至1mg/cm2

皮肤表面，更优选0.005mg/cm2至0.5mg/cm2皮肤表面的亲核试剂浓度施用至皮肤。

[0049] 本发明的药物组合物可包含不同于本文所述的亲核化合物的组分，即一种或多种

赋形剂。赋形剂可以是载体、佐剂和/或媒介物。合适的赋形剂可以是无菌液体，例如水和油

(包括石油、动物、植物或合成来源的那些，例如花生油、大豆油、矿物油、芝麻油等)、崩解

剂、润湿剂或稀释剂。这些赋形剂的选择和使用量将取决于药物组合物的施用形式。

[0050] 在一个优选的方面，药物组合物还包含一种或多种抗炎剂，例如皮质类固醇、钙调

磷酸酶抑制剂、PDE4抑制剂或Janus激酶抑制剂，优选选自氯倍他索、莫米松、倍他米松或氢

化可的松的皮质类固醇。

[0051] 根据本发明的特定药物组合物是局部用乳膏，其包含(以％w/w计)：

[0052] ‑组氨酸0.1‑1％

[0053] ‑精氨酸0.5‑1.5％

[0054] ‑赖氨酸0.50‑1.5％

[0055] ‑任选地，皮质类固醇0.01‑1.0％

[0056] 以整个药物组合物的重量计。

[0057] 治疗方法

[0058] 提供了一种用于治疗患者的涉及皮肤或结缔组织损伤的病症(特别是皮肤病学病

症)的方法。所述方法包括向需要这种治疗的患者施用包含能够抑制氨甲酰化的亲核化合

物的药物组合物。该方法中使用的“亲核化合物”如上所述。

[0059] 如本文所用，术语“治疗”通常包括病症发作后的根除、去除、逆转、缓解、改变或控

制。术语“治疗”包括预防性治疗(即，在病症发作之前)。术语“治疗”可以具体地指治疗或减

少对皮肤或结缔组织的损伤。此外，术语“治疗”可以指治疗或减轻症状，特别是与皮肤或结

缔组织损伤相关的症状。

[0060] 在一个具体的实施方案中，“治疗”包括减少弹性蛋白、胶原蛋白、丝聚蛋白和细胞

外基质蛋白1(所有这些都是对组织完整性重要的蛋白质)的变化/损伤。

[0061] 本文所用的术语“药物组合物”包括为除食品以外的任何用途制造的任何组合物，

其中本发明的亲核试剂在身体上或身体中使用以对人类或动物的疾病进行预防、诊断、缓

解、治疗、减轻其症状、或治愈。

[0062] 上述关于药物组合物的所有细节也与本文所述的治疗方法相关。特别地，本发明

方法中施用的药物组合物是局部用组合物。

[0063] 本发明的药物组合物和方法可用于选自皮肤红斑狼疮、局限性硬皮病、扁平苔藓、

Dupuytren挛缩病、腕管综合征、硬斑病、获得性穿通性皮肤病、外阴阴道萎缩、生殖器银屑

病、生殖器特应性皮炎和硬化性苔藓的皮肤病学病症。适宜地，所述硬化性苔藓为生殖器硬

化性苔藓，优选外阴硬化性苔藓。

[0064] 已知硬化性苔藓在某些情况下导致癌症(Paulis等人，2019)。氧化应激与硬化性

苔藓和潜在恶性肿瘤的发病机制有关(Sander等人，2004；Paulis等人，2019)。本领域技术

人员已知，与异氰酸根处于平衡状态的氰酸根增加细胞中的氧应激并且已经显示是致癌

的。因此，在一个实施方案中，用于本文公开的用途或方法中的药物组合物通过清除氰酸根
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治疗癌症，特别是由硬化性苔藓引起的癌症，例如鳞状细胞癌。

[0065] 在另一个实施方案中，本文公开用途或方法中的药物组合物用于治疗生殖器区域

中的银屑病和特应性皮炎，其存在皮肤和结缔组织损伤，并且在失禁患者中特别难以治疗。

在这两种疾病中，已知在表皮颗粒层中丝聚蛋白的形成显著降低(Thyssen和Maibach，

2014)。源于氨甲酰化的丝聚蛋白降解可能是致病性因素，因此用本发明的异氰酸根清除剂

治疗可以治疗与这些疾病相关的皮肤和结缔组织损伤。

[0066] 应该用药物组合物进行治疗，以便向患者提供“有效”量或“治疗有效量”的亲核化

合物(即，无毒性但足够提供所需效果的药物或活性剂的量)。在本发明的治疗中，亲核化合

物或其衍生物的“有效量”是有效提供所需效果的化合物的量。所述“有效”的量将根据受试

者而异，取决于个体的年龄和一般状况、特定的一种或多种活性剂等。因此，并不是总可以

指定确切的“有效量”。然而，本领域普通技术人员可以使用常规实验来确定在任何单独情

况下的适当“有效”量。例如，施用可以定期进行(例如每天一次、每天两次等)或结合特定事

件进行(例如排尿后)，或此类施用的组合。

[0067] 在特别感兴趣的方法中，所述治疗包括将所述亲核化合物与抗炎剂(例如选自氯

倍他索、莫米松、倍他米松或氢化可的松的皮质类固醇)同时或连续施用，适当地(但不必

定)在同一药物组合物中。

[0068] 用本发明的药物组合物治疗的皮肤或结缔组织可以是纤维性结缔组织，优选包含

胶原蛋白和/或弹性蛋白。适当地，所述治疗防止锚定丝降解。所要治疗的组织还包括本领

域技术人员已知的各种其他部分，包括但不限于血管和神经纤维，其也可以是治疗的靶标。

实施例

[0069] 实施例1：局部用乳膏

[0070] 本领域技术人员熟知的水包油乳膏基质，含有L‑组氨酸(0.50％w/w)、L‑精氨酸

(0.75％w/w)和L‑赖氨酸盐酸盐(0.70％)。

[0071] 实施例2：硬化性苔藓的临床病例

[0072] 病例表现

[0073] 患者为74岁女性，诊断患有硬化性苔藓6年。活检已证实诊断。患者有压力性失禁

倾向。

[0074] 所述疾病具有稳定的进展过程，并且在6年期间从未完全缓解。症状主要是疼痛和

较小程度的瘙痒。最初的客观症状是外阴区域的白色和红色斑块，随后是侵蚀、开裂和溃

疡。渐增的严重主观症状包括在例如排尿、步行或骑自行车期间的疼痛。皮肤变化严重影响

生活质量和性功能。观察到解剖学变化，包括小阴唇的硬化、阴蒂包埋和阴道周围发炎区域

中的黏连。

[0075] 临床史

[0076] 患者自从疾病开始以来一直接受医疗监督。她认真地保存了日记，包括常规照片

和基于视觉模拟量表(VAS)的以0‑10评分的疼痛登记。最初，在用本发明的氨基酸乳膏治疗

开始之前，VAS评分为7。

[0077] 药物治疗：

[0078] 在开始用本发明的氨基酸乳膏治疗前六个月，她重新开始每天两次用丙酸氯倍他
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索软膏的维持治疗，持续12周，没有获得令人满意的效果。在用氨基酸乳膏进行治疗干预的

过程中，每天一次继续治疗，每周三次。

[0079] 治疗干预

[0080] 患者开始用含有总共1.95％亲核氨基酸(0.5％组氨酸、0.7％赖氨酸、0.75％精氨

酸)的乳膏治疗。每天两次向外阴区域局部施用乳膏，每次排尿后补充施用。每月总共使用

约60g的氨基酸乳膏。

[0081] 结果

[0082] 用氨基酸乳膏治疗显示对排尿期间疼痛的快速起效。治疗1周后，疼痛显著降低。

治疗3周后，患者症状完全缓解，VAS评分为0‑1，允许正常的日常生活没有疼痛。治疗6周后

的客观观察显示出显著的改善。皮肤总体上色浅且光滑，所有的开裂和溃疡都被愈合而没

有疤痕，并且黏连最小化。阴道口处的发炎红色区域持续存在。在治疗总共3个月之后，患者

在6年中第一次完全缓解并且没有疼痛症状。不存在炎症或发红。所述硬化区域没有变化。

身体机能恢复正常并且治疗区域中的感觉已经恢复。

[0083] 实施例3：体外蛋白氨甲酰化测定

[0084] 将200μL  0 .5％BSA溶液、200μL测试溶液和100μL  5μCi/mL14C‑氰酸钾溶液在

Eppendorf管中混合(对应于终浓度为75μM  BSA、25μM  14C‑氰酸钾和10mM亲核试剂)。样品一

式三份操作(n＝3)。将Eppendorf管在37℃下保温72小时(如果没有另外说明)。

[0085] 保温后，将100μL体积的每种样品转移到含有100μL  10％三氯乙酸(TCA)的新

Eppendorf管中，并在4℃下保持过夜(用于BSA的沉淀)。随后，通过离心(10000rpm，30秒)将

沉淀的BSA与缓冲液分离。除去上清液并将BSA沉淀重悬于200μL的10％冷TCA溶液(4℃)中。

通过离心(10000rpm，30秒)回收沉淀并丢弃上清液。将BSA沉淀重悬于100μL纯化水(Milli 

Q)中并转移至闪烁瓶。用另外的100μL纯化水冲洗(先前包含BSA小球的)Eppendorf管，将其

转移到相关闪烁小瓶中。对于闪烁计数，将2mL闪烁流体(UltimaGold，PerkinElmer)添加到

每个闪烁小瓶中，并且在TRI‑Carb  2910闪烁计数器(Perkin  Elmer)上进行闪烁计数。不同

亲核试剂的结果示于表1中。

[0086] 表1.不同亲核试剂的体外蛋白质氨甲酰化测定结果

[0087]

说　明　书 7/14 页

10

CN 116322671 A

10



[0088]

[0089] a溶解在HBSS:DMSO  90:10中；b在使用前通过添加等摩尔量的NaOH进行中和。

[0090] 从表1可以明显看出，具有各种官能团的多种不同化合物都可用作本发明的亲核
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试剂。

[0091] 实施例4：使用重构的人皮肤的体外蛋白质氨甲酰化测定

[0092] 重构的人皮肤培养物的制备和处理程序

[0093] 在收货后立即将表皮全厚度(Epiderm  FT，MatTek  Corp.，USA)组织转移到含有

EpiDermTM全厚度维持培养基(MatTek  Corp.，USA)的B6托盘中，并在37℃和5％CO2下孵育24

小时。在最初的24小时孵育之后，通过在基底侧用5mL新鲜培养基替换维持培养基并向顶侧

添加400μL的不同处理溶液(参见下文处理溶液的列表)并在37℃和5％CO2下孵育来开始氨

甲酰化实验。氨甲酰化实验持续六天，每隔一天(第0天、第二天和第四天)更换基底侧的维

持培养基和顶侧的处理溶液。在第六天，从组织去除处理溶液和维持培养基，并加入预热的

磷酸盐缓冲盐水(DPBS，Sigma‑Aldrich)并去除，进行两次，然后送检组织用于ELISA和组织

学分析。在四种不同的组织上测试7种不同的条件，其中将每次处理的一个组织送检用于

ELISA，其余三个组织送用于组织学分析。

[0094] 添加到顶端隔室的处理溶液的概述

[0095] 1.对照(无治疗)

[0096] 2.  400μL  0.5M脲:异氰酸盐99:1

[0097] 3.  400μL  0.5M脲:异氰酸盐99:1+200μL  2％Ala‑Gln溶液

[0098] 4.  400μL  0.5M脲:异氰酸盐99:1+200μL  2％乙酰半胱氨酸溶液

[0099] 5.  400μL  0.5M脲:异氰酸盐99:1+200μL  2％苯乙肼硫酸盐溶液(使用前用1当量

NaOH中和)

[0100] 6.  400μL  0.5M脲:异氰酸盐99:1+200μL  2％His溶液

[0101] 7.  400μL  0.5M脲:异氰酸盐99:1+200μL  2％西格列汀溶液

[0102] 将脲和异氰酸盐的99:1混合物用于实验，以模拟生物条件下两种物质之间的平

衡。选择所用浓度以类似于尿液中脲的近似浓度(Liu等人，2012)。

[0103] 用于蛋白质氨甲酰化ELISA的蛋白质提取程序

[0104] 用于蛋白质提取的实验程序来自对Ross‑Hansen等人，2014和Palosuo等人，1998

所述程序的修改。从塑料填料圈切下细胞覆盖的EpidermFT过滤器(Mattek)，并用手术刀轻

轻地从膜剥离细胞层。将细胞层置于研钵中，加入250μl萃取缓冲液(1M磷酸钾，2mM 

Na2EDTA，0.1％叠氮化钠，1片完全Mini蛋白酶抑制剂片(每片50ml)，pH  6.9)加上0.07g石

英砂(Merck，目录号1.075360250)，研磨至得到光滑的糊状物。将糊状物转移到1.5ml管中，

用额外的250μl缓冲液洗涤研钵。将样品冷却并在最大设置下超声处理5分钟。将样品孵育1

小时，室温，旋转。随后将样品再冷却并再次超声处理。将混合物以5000xg离心15分钟，并将

上清液倾析到新鲜管中。为了脱脂，加入400μl的2‑溴‑氯‑1,1,1‑三氟乙烷(Merck，目录号

B4388‑125)，并将管在混合器上旋转1小时。以5000xg离心15min后，收集上清液，弃去中间

相和脂质溶剂相。将蛋白质提取物在PBS中在Slide‑A‑Lyzer  7K透析盒(Thermo  Fisher，目

录号66370)中透析过夜，并在‑20℃下储存。将未经稀释的样品于蛋白质氨甲酰化夹心

ELISA(Protein  Carbamylation  Sandwich  ELISA)(Cell  Biolabs  Inc，目录号STA‑877)中

进行分析。结果示于图2中。

[0105] 从图2中可以明显看出，根据本发明，一系列具有各种官能团的化学上不同的亲核

试剂都可以在重构的人皮肤模型中起到异氰酸根清除剂的作用。对于对照样品，与没有脲:
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异氰酸盐处理的对照样品相比，用脲和异氰酸盐的99:1混合物处理确实导致如预期的显著

的氨甲酰化。

[0106] 用于皮肤样品的组织学分析的程序

[0107] 将直径约1cm的EpiDermFT膜在福尔马林中固定5天。使用剪刀将膜切成两半，并放

置到组织凝胶基质中，以使切割表面作为组织切片表面。样品在酒精和二甲苯中脱水并使

用标准石蜡包埋程序包埋在石蜡中。以4μm切割切片，用于苏木精和伊红(H&E)染色和免疫

组织化学(IHC)。使用具有Zeiss  AxioScan的20x物镜获取图像。选择代表性区域用于呈现。

[0108] 通常，EpiDermFT皮肤样品包含三个特征隔室：具有角化层的表皮、厚真皮层和具

有增加的细胞密度的下真皮层。

[0109] 从图3中可以明显看出，用上述亲核试剂处理还导致减少了由脲:异氰酸盐所致的

皮肤变化和损伤。没有任何处理的对照样品显示完整的皮肤，其中表皮附着于真皮。用脲:

异氰酸盐处理的对照样品没有显示任何附着的表皮，表明用脲:异氰酸盐处理引起严重的

皮肤和结缔组织损伤，可想而知是由将真皮和表皮结合在一起的锚定纤维的氨甲酰化所

致。与仅用脲:异氰酸盐处理的对照样品相比，在还用不同亲核试剂处理的所有组中，表皮

的附着有不同程度的改善。这些结果表明，用不同的亲核试剂处理可以对抗由氨甲酰化引

起的皮肤和结缔组织损伤。用西格列汀的处理显示出最小的效果，这与来自ELISA的结果

(图2)相符，其中西格列汀未显示像其他亲核试剂那样完全抑制蛋白质氨甲酰化。

[0110] 提供以下编号的方面：

[0111] 方面1.一种用于治疗涉及皮肤或结缔组织损伤的病症的药物组合物，其包含能够

抑制氨甲酰化的亲核化合物。

[0112] 方面2.一种在患者中治疗涉及皮肤或结缔组织损伤的皮肤病学病症的方法，所述

方法包括向需要这种治疗的患者施用包含能够抑制氨甲酰化的亲核化合物的药物组合物。

[0113] 方面3.根据方面1所述用途的药物组合物或根据方面2所述的方法，其中所述组合

物是局部用组合物。

[0114] 方面4.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述

病症是皮肤病学病症。

[0115] 方面5.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中将所

述组合物以0.001mg/cm2至5mg/cm2皮肤表面、优选地0.003mg/cm2至1mg/cm2皮肤表面、并且

更优选地0.005mg/cm2至0.5mg/cm2皮肤表面的范围内的亲核试剂浓度施用到皮肤。

[0116] 方面6.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述

皮肤病学病症选自：皮肤红斑狼疮、局限性硬皮病、扁平苔藓、Dupuytren挛缩病、腕管综合

征、硬斑病、获得性穿通性皮肤病、外阴阴道萎缩、生殖器银屑病、生殖器特应性皮炎和硬化

性苔藓。

[0117] 方面7.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述

亲核化合物导致通过本文提供的体外蛋白质氨甲酰化测定测量的BSA氨甲酰化程度小于

80％、优选小于70％、更优选小于60％、甚至更优选小于50％。

[0118] 方面8.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述

亲核化合物是包含至少一个亲核部分的有机分子。

[0119] 方面9.根据方面6所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述至少一个亲
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核部分选自伯胺(‑NH2)、仲胺(‑NHR1‑)、胍基(‑NR1C(NR2)NR3R4)、脒基(‑C(NR2)NR3R4)、肼基

(R1‑NR2‑NR3R4)或硫醇(‑SH)。

[0120] 方面10.根据方面6‑7中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中在所

述组合物或所述方法中，所述至少一个亲核部分呈其未质子化形式。

[0121] 方面11.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所

述亲核化合物是氨基酸，例如选自组氨酸、赖氨酸或精氨酸的氨基酸。

[0122] 方面12.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所

述药物组合物包含两种或更多种不同的氨基酸，例如三种或更多种不同的氨基酸。

[0123] 方面13.根据方面10所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述药物组合

物包含组氨酸、赖氨酸和精氨酸，或组氨酸、赖氨酸和精氨酸中的一种或多种的组合。

[0124] 方面14.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所

述亲核化合物是二肽、三肽或四肽，优选二肽。

[0125] 方面15.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所

述亲核化合物是选自以下的二肽或四肽：Gly‑Gly、Lys‑Pro、Val‑Pro、Ile‑Pro、Tyr‑Pro、

Ser‑Pro、Pro‑Ser、Ala‑Gln、Ala‑Glu、Tyr‑Ala、Val‑Tyr、Gly‑Sar、Gly‑His、Gly‑Gly‑Gly‑

Gly、D‑Phe‑D‑Phe‑D‑Leu‑D‑Lys‑4‑氨基‑哌啶‑4‑羧酸TFA盐。

[0126] 方面16.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所

述亲核化合物不是式(I)或(II)的化合物或其药学上可接受的盐、立体异构体或溶剂合物

[0127]

[0128] 其中R1是H或C1‑C4烷基，

[0129] R2是H、‑COOH、‑COO(C1‑C4烷基)或‑CONHR5，其中R5是H、C1‑C4烷基、氨基酸基团、二

肽基团或三肽基团，R3和R4在每种情况下彼此独立地是H或OH，n是1、2、或3。

[0130] 方面17.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所

述亲核化合物是亲核小分子。

[0131] 方面18.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所

述亲核小分子包含伯胺亲核部分。

[0132] 方面19.根据方面18所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述亲核小分

子选自阿斯巴甜、邻氨基苯甲酸、N‑β‑氨乙基‑Gly、西格列汀、沙格列汀、利格列汀、吉格列

汀、阿格列汀、金刚乙胺(rimantandine)、曲格列汀、奥格列汀、依格列汀、氨氯地平、甲基多

巴、乌苯美司、庆大霉素、环丝氨酸、加巴喷丁、普瑞巴林或氨苄青霉素。

[0133] 方面20.根据方面1‑17中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所

述亲核小分子包含仲胺亲核部分，优选吡咯烷基、哌啶基或哌嗪基部分。

[0134] 方面21.根据方面20所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述亲核小分
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子选自替格列汀、戈索列汀(gosogliptin)、麻黄碱、呋塞米、沙丁胺醇、氯胺酮或环丙沙星。

[0135] 方面22.根据方面1‑17中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所

述亲核小分子包含胍基亲核部分。

[0136] 方面23.根据方面22所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述亲核小分

子选自二甲双胍、丁双胍、苯乙双胍、氯胍、二氯胍或氯己定。

[0137] 方面24.根据方面1‑17中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所

述亲核小分子包含脒基亲核部分，优选其中所述亲核小分子选自喷他脒、二脒那嗪、双脒苯

脲或托西米定(xylamidine)。

[0138] 方面25.根据方面1‑17中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所

述亲核小分子包含硫醇亲核部分，优选其中所述亲核小分子选自乙酰半胱氨酸或卡托普

利。

[0139] 方面26.根据方面1‑17中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所

述亲核小分子包含肼基亲核部分。

[0140] 方面27.根据方面26所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所述亲核小分

子选自苯乙肼、肼屈嗪、双肼屈嗪或恩屈嗪。

[0141] 方面28.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所

述硬化性苔藓是生殖器硬化性苔藓，优选外阴硬化性苔藓。

[0142] 方面29.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所

述组合物还包含抗炎剂，诸如皮质类固醇、钙调磷酸酶抑制剂、PDE4抑制剂或Janus激酶抑

制剂，优选选自氯倍他索、莫米松、倍他米松或氢化可的松的皮质类固醇。

[0143] 方面30.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所

述治疗包括将所述亲核化合物与抗炎剂(例如选自氯倍他索、莫米松、倍他米松或氢化可的

松的皮质类固醇)同时或连续施用。

[0144] 方面31.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，所述药

物组合物为局部用乳膏、凝胶或洗剂的形式，特别是水包油乳膏的形式。

[0145] 方面32.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，其中所

述亲核化合物以0.1‑10％w/w、优选0.5‑4％w/w、更优选1‑3％w/w的浓度存在于所述组合物

中。

[0146] 方面33.根据前述方面中任一项所述的用途的药物组合物或所述的方法，所述药

物组合物为局部用乳膏，包含(以％w/w计)：

[0147] 组氨酸0.1‑1％

[0148] 精氨酸0.5‑1.5％

[0149] 赖氨酸0.50‑1.5％

[0150] 任选地，皮质类固醇0.01‑1.0％。

[0151] 方面34.一种药物组合物，其包含能够抑制氨甲酰化的亲核化合物和抗炎剂诸如

皮质类固醇。

[0152] 方面35.根据方面33所述的药物组合物，其中所述亲核化合物如方面1‑27中任一

项所定义。
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