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(54) Combinatie de agonisti inversi ai receptorului histaminic 3 cu inhibitori ai
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(57) Rezumat:
1

Prezenta inventie se referd Ia
combinatia de agonist invers al receptorului
histamind-3 si inhibitor de acetilcolinesteraza.
De asemenea, prezenta inventie se referd la
agonistul invers al receptorului histamini-3
(H3R) sau a sdrurilor sale acceptabile
farmaceutic in combinatie cu sau ca adjuvant
la inhibitorul acetilcolinesterazei si utilizarea

2
lor in tratamentul tulburdrilor cognitive.
Prezenta inventic se referd suplimentar la
compozitia  farmaceuticA care  confine
combinatia mentionata.
Revendiciri: 18
Figuri: 7




(54) Combination of histamine-3 receptor inverse agonists with

acetylcholinesterase inhibitors
(57) Abstract:

1

The present invention relates to the
combination of histamine-3 receptor inverse
agonist and acetylcholinesterase inhibitor.
Also, the present invention provides histamine-
3 receptor (H3R) inverse agonist, or the
pharmaceutically acceptable salt(s) thereof in
combination with or as adjunct to

2
acetylcholinesterase inhibitor and their use in
the treatment of cognitive disorders. The
present invention further provides the
pharmaceutical composition containing the
said combination.

Claims: 18
Fig.: 7
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Descriere:
(Descrierea se publicii in redactia solicitantului)

DOMENIUL INVENTIEI

Prezenta inventie se referd la agonistii inversi ai receptorului histaminei 3 (HzR) sau la
sarurile lor acceptabile farmaceutic in combinatie cu sau pe 1angd inhibitorii acetilcolinesterazei.
Prezenta inventie se referd de asemenea la utilizarea combinatiei si a compozitiei farmaceutice
care contine combinafia respectivd in tratamentul tulburdrilor cognitive.

BAZA INVENTIEI

Boala Alzheimer (AD) este cauza cea mai comuni a dementei la nivel global. Se
estimeazi cd o crestere exponentiald a numdarului de cazuri AD in trecut si in urmdtoarele cateva
decenii va crea o mare presiune pe sistemele sociale si sanitare atit din economiile dezvoltate, cit
si cele in curs de dezvoltare. AD cauzeazi de asemenea o povard emotionald si financiard imensi
pentru familia pacientului si pentru comunitate.

Lista curentd a medicamentelor de imbunatifire cognitivd autorizate pentru AD nu este
lungd si, din perspectivd istoricd, s-a concentrat pe inhibitorii acetilcolinesterazei (donepezil,
rivastigmina si galantamina). Aceste medicamente inhiba hidroliza acetilcolinei (ACh) in acetat si
colind tintind enzima acetilcolinesteraza (AChE). Cresterea nivelurilor ACh in sinapsd poate
stimula receptorii colinergici, favorizand functia memoriei. Desi inhibitorii acetilcolinesterazei
(AChEI) pot intarzia temporar avansarea declinului cognitiv in AD, efectele sunt modeste. ACh
fiind prezentd in sistemul nervos atit central, cit si periferic, AChEI produc mai multe efecte
secundare nedorite cum ar fi tulburdri gastrointestinale, bradicardie si salivare in exces, asociate cu
o actiune asupra receptorilor colinergici muscarinici periferici (Expert Opinion on Drug Safety, 3,
2004, 425-440). Limitarile clasei de medicamente a inhibitorilor AChE sunt tolerabilitatea redusa,
eficienta pe termen scurt si necesitatea titrdrii constante a dozei pe masurd ce boala inainteazi
(Cochrane Database Systematic Reviews, 2006, CD005593), ducand la nerespectarea
tratamentului de citre pacienti. Incidenta si gravitatea acestor efecte secundare cresc odata cu doza
si in general sunt mai
pronuntate la debutul tratamentului sau dupa cresterea dozei. Prin urmare este inca
nevoie de terapie alternativa pentru tratarea bolilor cognitive.

H:;R este un receptor cuplat cu proteina G (GPCR), exprimat in principal in partea
anterioard a cortexului, hipocampului si a corpului striat. H3:R functioneaza att ca autoreceptori,
cat si ca heteroreceptori. Moduleazd sinteza si eliberarea mai multor neurotransmifétori care au un
rol important in cognifie, dispozitie si selectie senzoriald. Rapoartele preliminare din literaturd
sugereazd cd antagonistii/agonistii inversi HsR pot avea utilitate promititoare pentru tratarea
diferitelor afectiuni ale SNC inclusiv AD, schizofrenia, tulburarea de hiperactivitate cu deficit de
atentic (ADHD), epilepsia, narcolepsia, durerea neuropata si tulburdri metabolice. S-a aratat ca
antagonismul acestui receptor de citre mai multi compusi investigafi imbundtiteste invifarea si
memoria in modele animale.

Cererile de brevet WO02015032966, W02014136075 si US20150080379 descriu
combinatia de antagonist HzR si inhibitorii acetilcolinesterazei pentru tratamentul AD. Khan Nadia
et al: "The dual-acting H3 receptor antagonist and AChE inhibitor UW-MD-71 dose-dependently
enhances memory retrieval and reverses dizocilpine-induced memory impairment in rats"
Behavioural Brain Research. Vol 297, 20 octombrie 2015 (2015-10-20), pag. 155-164,
XP029331734, ISSN: 0166-4328 DOL: 10.1016/ j.bbr.2015.10.022. Totusi, nici una din aceste
combinatii nu sunt aprobate pentru tratamentul AD.

Tratamentul bolii AD fiind cronic, este nevoie disperatd de optiuni de tratament mai bune
si mai sigure. Tratamentul actual aprobat pentru AD include utilizarea antagonistului AChEI sau
NMDA individual sau ca o combinatie de antagonist AChEI si NMDA. Este insd nevoic de
medicamente/combinatie noi pentru tratarea pacientilor cu AD. O strategie terapeuticd pentru
pacientii AD este vizarea unei imbundtitiri cu un adjuvant a terapiilor existente, care ar aduce o
ameliorare suplimentara pentru pacienti, ar reduce povara ingrijitorilor si ar permite pacientilor sa
se bucure de o mai bund calitate a vietii fara a fi necesard ingrijire institutionald si/sau spitalizare.

Deoarece cauza si dezvoltarea dementei depind de mecanisme diferite, poate fi
avantajoasd folosirea combinatiei de medicamente care actioneaza in mecanisme diferite pentru
tratamentul AD. Aceasta ar putea ajuta la reducerea efectelor secundare cu o mai bund respectare a
tratamentului si asadar administrarea pe o perioadad indelungata.
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Compusii din prezenta inventie sunt agonisti inversi ai HizR cu afinitate mare si
selectivitate foarte mare fatd de subtipuri ale receptorilor strins inruditi si imbunititesc invitarea
si memoria la animale. Compusii agonisti inversi ai HzR mentionati aici sunt descrisi in
US9079888B2 (publicat ca US2014/135304). Prepararea acestor compusi este indicatd in brevetul
respectiv.

Prezenta inventie prevede agonisti inversi ai HzR sau sarurile lor acceptabile farmaceutic,
care pot mdri functia cognitivd a pacientilor care urmeazd tratament cu inhibitorii
acetilcolinesterazei. Prezenta inventie se bazeaza pe descoperirea cd acesti compusi cu afinitate de
agonisti inversi ai HsR cresc si prelungesc efectul inhibitorilor acetilcolinesterazei. Combinatia din
prezenta inventie demonstreazi un efect sinergetic in activitatea farmacologicd. Aceastd
administrare combinatd a agonistului invers al H3R si a inhibitorului acetilcolinesterazei poate
duce la un efect benefic pentru imbunatitirea eficientei terapeutice la om.

REZUMATUL INVENTIEI

Obiectivul prezentei inventii este prevederea unei terapii combinate imbundtitite pentru
tratarea bolilor cognitive, cum ar fi boala Alzheimer, schizofrenia, boala Parkinson, dementa cu
corpi Lewy, dementa vasculard, dementa fronto-temporald, sindromul Down sau sindromul
Tourette.

In primul aspect, prezenta inventie se referd la o combinatie de agonist invers al
receptorului histaminic 3 si inhibitor al acetilcolinesterazei; unde agonistul invers al receptorului
histaminic 3 este selectat dintre:

N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil ]-2-(morfolin-4-il)acetamida;
N-[4-(1-Ciclopropilpiperidin-4-iloxi)fenil ]-2-(morfolin-4-il )acetamida; si
N-[4-(1-Izopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida;

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestora.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la o combinatiec de agonist invers al
receptorului histaminic 3 si inhibitor al acetilcolinesterazei; unde agonistul invers al receptorului
histaminic 3 este N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida sau o sare
acceptabild farmaceutic a acesteia.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la o combinatic de agonist invers al
receptorului histaminic 3 si inhibitor al acetilcolinesterazei; unde agonistul invers al receptorului
histaminic 3 este N-[4-(1-Ciclopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida sau o sare
acceptabild farmaceutic a acesteia.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la o combinatie de agonist invers al
receptorului histaminic 3 si inhibitor al acetilcolinesterazei; unde agonistul invers al receptorului
histaminic 3 este N-[4-(1-Izopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida sau o sare
acceptabild farmaceutic a acesteia.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la o combinatiec de agonist invers al
receptorului histaminic 3 si inhibitor al acetilcolinesterazei; unde inhibitorul acetilcolinesterazei
este selectat dintre donepezil, galantamind si rivastigmini sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestora.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la o combinatie de N-[4-(1-
Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida si donepezil sau o sare acceptabila
farmaceutic a acestora.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la combinatia de N-[4-(1-
Ciclopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida si donepezil sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestora.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la combinatia de N-[4-(1-Izopropilpiperidin-
4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida si donepezil sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestora.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la combinatia respectivd pentru utilizare in
tratamentul tulburdrilor cognitive.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la combinatia respectivd pentru utilizare in
tratamentul tulburdrilor cognitive cum ar fi boala Alzheimer, schizofrenia, boala Parkinson,
dementa cu corpi Lewy, dementa vasculard, dementa fronto-temporald, sindromul Down sau
sindromul Tourette.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la un agonist invers al receptorului
histaminic 3 pentru utilizare in tratamentul adjuvant al tulburirilor cognitive cum ar fi boala
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Alzheimer, schizofrenia, boala Parkinson, dementa cu corpi Lewy, dementa vasculard, dementa
fronto-temporald, sindromul Down sau sindromul Tourette 1a pacienti care urmeaza tratament cu
un inhibitor al acetilcolinesterazei.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la compusul N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-
iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida sau o sare acceptabild farmaceutic a acesteia pentru
utilizare in tratamentul adjuvant al tulburirilor cognitive cum ar fi boala Alzheimer, schizofrenia,
boala Parkinson, dementa cu corpi Lewy, dementa vasculard, dementa fronto-temporald,
sindromul Down sau sindromul Tourette la pacienti care urmeaza tratament cu donepezil.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la compusul N-[4-(1-Ciclobutil-
piperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida sau o sare acceptabild farmaceutic a acesteia
pentru utilizare in combinatie cu sau pe langi un inhibitor al acetilcolinesterazei pentru tratamentul
tulburarilor cognitive cum ar fi boala Alzheimer, schizofrenia, boala Parkinson, dementa cu corpi
Lewy, dementa vasculard, dementa fronto-temporald, sindromul Down sau sindromul Tourette.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd utilizarea unei combinatii de agonist invers
al receptorului histaminic 3 si inhibitor al acetilcolinesterazei pentru tratamentul tulburdrilor
cognitive cum ar fi boala Alzheimer, schizofrenia, boala Parkinson, dementa cu corpi Lewy,
dementa vasculard, demenfa fronto-temporald, sindromul Down sau sindromul Tourette.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd utilizarea unei combinatii de N-[4-(1-
Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida si donepezil sau o sare acceptabila
farmaceutic a acestora pentru tratamentul tulburirilor cognitive cum ar fi boala Alzheimer,
schizofrenia, boala Parkinson, dementa cu corpi Lewy, dementa vasculard, dementa fronto-
temporald, sindromul Down sau sindromul Tourette.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la o compozitie farmaceuticd ce contine
agonistul invers al receptorului histaminic 3 si inhibitorul acetilcolinesterazei si excipienti
acceptabili farmaceutic sau o combinatie a acestora.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la o compozitie farmaceutici ce contine N-
[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida si donepezil sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestora si excipienfii acceptabili farmaceutic sau o combinatic a
acestora.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la o compozitie farmaceuticd ce contine
agonistul invers al receptorului histaminic 3 si inhibitorul acetilcolinesterazei sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestora impreund cu excipientii acceptabili farmaceutic sau o
combinatie a acestora pentru utilizare in tratamentul tulburirilor cognitive cum ar fi boala
Alzheimer, schizofrenia, boala Parkinson, dementa cu corpi Lewy, dementa vasculard, dementa
fronto-temporald, sindromul Down sau sindromul Tourette.

SCURTA DESCRIERE A DIAGRAMELOR

Figura 1a indica rezultatele efectului unui co-tratament cu compus 1 si donepezil

asupra proprietdtilor de crestere a cognitiei folosind modelul de recunoastere a

obiectelor.

Figura 1b indicd rezultatele efectului unui co-tratament cu compus 1 si galantamini asupra
proprietdtilor de crestere a cognitiei folosind modelul de recunoastere a obiectelor.

Figura 1c indicd rezultatele efectului unui co-tratament cu compus 1 si rivastigmind asupra
proprietdtilor de crestere a cognitiei folosind modelul de recunoastere a obiectelor.

Figura 2 indicd rezultatele efectului unui co-tratament cu compus 3 si donepezil asupra
proprietdtilor de crestere a cognitiei folosind modelul de recunoastere a obiectelor.

Figura 3 indici efectul compusului 1 in combinatie cu donepezil asupra nivelurilor extracelulare
ale acetilcolinei in cortexul prefrontal median al sobolanilor Wistar masculi.

Figura 4 indicd efectul compusului 1 in combinatie cu rivastigmind asupra nivelurilor
extracelulare ale acetilcolinei in cortexul prefrontal median al sobolanilor Wistar masculi.

Figura 5 indicd efectul compusului 2 in combinatie cu donepezil asupra nivelurilor extracelulare
ale acetilcolinei in cortexul prefrontal median al sobolanilor Wistar masculi.

Figura 6 indic efectul compusului 3 in combinatie cu donepezil asupra nivelurilor extracelulare
ale acetilcolinei in cortexul prefrontal median al sobolanilor Wistar masculi.

Figura 7 indic3 rezultatele efectului combinatiei de compus 1 si donepezil asupra nivelurilor theta
provocate prin stimulare in hipocampul dorsal al sobolanilor Wistar masculi anesteziati.
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DESCRIERE DETALIATA

Daci nu se indica altceva, urmdtorii termeni folositi in specificatie si in revendicdri au
in{elesurile indicate mai jos:
Termenul "agonist invers al receptorului histaminic 3", in sensul folosit in prezenta, se referd la un
ligand sau medicament care se leagd cu receptorii Hs constitutiv activi, 1i stabilizeazi si astfel
reduc activitatea (activitate intrinsecd negativd). Blocheazi sau inhiba functia / legarea agonistului
la receptorul Hs si exercita efectul farmacologic opus unui agonist al receptorului.

Exemplele de agonist invers al receptorului histaminic 3 includ

N-[4-(I-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil |-2-(morfolin-4-il )acetamida;,
N-[4-(1-Ciclopropilpiperidin-4-iloxi)fenil ]-2-(morfolin-4-il )acetamida; si
N-[4-(1-Izopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida;

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestora.

Exemplele de sare acceptabild farmaceutic a compusilor identificati mai sus includ
nelimitativ

N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil ]-2-(morfolin-4-il)acetamida diclorhidrat;
N-[4-(1-Ciclopropilpiperidin-4-iloxi)fenil ]-2-(morfolin-4-il)acetamida tartrat; si
N-[4-(1-Izopropilpiperidin-4-iloxi)fenil ]-2-(morfolin-4-il )Jacetamida tartrat.

Termenul "inhibitor al acetilcolinesterazei”, in sensul folosit in prezenta, Inseamnd un
compus chimic sau un medicament care inhibd descompunerea enzimei acetilcolinesteraza in
acetilcolind, crescAnd nivelul si durata de actionare ale neurotransmititorului acetilcolina.
Exemplele de inhibitori ai acetilcolinesterazei sunt donepezil, rivastigmina si galantamina. De
preferintd, inhibitorul acetilcolinesterazei este donepezil si rivastigmina. Mai preferabil inhibitorul
acetilcolinesterazei este donepezil.

Donepezil este un medicament aprobat pentru tratarea dementei usoare, moderate si
severe a bolii Alzheimer. Donepezil este un inhibitor reversibil al enzimei acetilcolinesteraza si
este comercializat sub marca Aricept® ca sare clorhidrat.

Rivastigmina este un medicament aprobat pentru tratarea dementei usoare, moderate si
severe a bolii Alzheimer. Rivastigmina este un inhibitor reversibil al colinesterazei si este
comercializat sub marca Exelon® si Exelon Patch® ca sare tartrat.

Galantamina este un medicament aprobat pentru tratarea dementei usoare, moderate si
severe a bolii Alzheimer. Galantamina este un inhibitor reversibil, competitiv al
acetilcolinesterazei si este comercializat sub marca Razadyne® ca sare brombhidrat.

Expresia "cantitate eficienta terapeutic" inseamni o cantitate a unui compus din prezenta
inventie care (i) trateaz boala, afectiunea sau tulburarea specificd, (ii) elimind unul sau mai multe
simptome ale bolii, afectiunii sau tulburdrii specifice si (iii) Intarzie declansarea unuia sau mai
multor simptome ale bolii, afectiunii sau tulburdrii specifice descrise in prezenta.

Termenul "sare acceptabild farmaceutic”, in sensul folosit in prezenta, se referd la sirurile
compusului activ, care se prepard prin reactie cu acidul organic sau anorganic sau derivatul acid
corespunzdtor, in functie de substituentii specifici care se gisesc pe compusii descrisi in prezenta.

Termenul "pacient", in sensul folosit in prezenta, se referd la un animal. De preferintd
termenul "pacient” se referd la un mamifer. Termenul mamifer include animale cum ar fi soareci,
sobolani, caini, iepuri, porci, maimute, cai si oameni. Mai preferabil pacientul este uman.

Termenul "boala Alzheimer", in sensul folosit in prezenta, se referd la o dementd care
cauzeaza probleme de memorie, gindire si comportament. Boala Alzheimer poate fi usoard,
moderata pand la severa.

Compusul 1 folosit in prezenta este N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-
(morfolin-4-il) acetamida diclorhidrat avand structura chimici

Y N
N~ TN .2 HC
L\\/j‘\ O// Lj (B(\ OO )

Compusul 2 folosit in prezenta este N-[4-(1-Ciclopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-
(morfolin-4-il) acetamida tartrat avand structura chimica
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Compusul 3 folosit in prezenta este N-[4-(1-Izopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-
4-il) acetamida avind structura chimica

PW i ~ OHO
AT T ga

Termenul "tratament” sau "tratare”, in sensul folosit in prezenta, se referd la orice
tratament al unei boli la un mamifer, inclusiv: (a) incetinirea sau oprirea dezvoltirii simptomelor
clinice; si/sau (b) determinarea regresiei simptomelor clinice.

Termenul "compus pentru utilizare”, in sensul folosit in prezenta, include una sau mai
multe dintre urmatoarele: (1) utilizarea unui compus, (3) utilizare in tratament sau (4) utilizare in
prepararea comporzitiei farmaceutice / medicamentului pentru tratament sau cuprinzind
asministrarea unei cantititi eficiente a compusului activ la un subiect in nevoie.

Termenul "boald cognitivd", in sensul folosit in prezenta, se referd la un grup de tulburari
de sinitate mintald care afecteazd in principal invatarea, memoria, perceptia si rezolvarea
problemelor si includ amnezie, dementa si delir. Tulburdrile cognitive pot fi cauzate de boals,
tulburare sau toxicitate. Exemplele de boli cognitive includ, nelimitativ, boala Alzheimer,
schizofrenia, boala Parkinson, dementa cu corpi Lewy (LBD), dementa vasculard, dementa fronto-
temporald (FTD), sindromul Down sau sindromul Tourette. De preferintd tulburarea cognitivi este
boala Alzheimer.

Termenul "adjuvant” sau "tratament adjuvant”, in sensul folosit in prezenta, se referd la
un tratament suplimentar al unui pacient care a primit deja cel pufin o alti terapie pentru tulburari
cognitive. Un medicament folosit ca terapic adjuvantd se administreazd unui pacient pentru a
imbunatiti actiunea tratamentului primar.

Aplicari

Prezenta inventie include nelimitativ toate combinatiile descrise In prezenta, insd
aspectele preferate si elementele invenfiei sunt discutate in prezenta sub forma urmdtoarelor
aplicari.

Intr-o aplicare, prezenta inventie se referd la combinatia de agonist invers al receptorului
histaminic 3 si inhibitor al acetilcolinesterazei; unde agonistul invers al receptorului histaminic 3
este N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il )Jacetamida diclorhidrat.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventie se referd la combinatia de agonist invers al
receptorului histaminic 3 si inhibitor al acetilcolinesterazei; unde agonistul invers al receptorului
histaminic 3 este N-[4-(1-Ciclopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida tartrat.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventie se referd la combinatia de agonist invers al
receptorului histaminic 3 si inhibitor al acetilcolinesterazei; unde agonistul invers al receptorului
histaminic 3 este N-[4-(1-Izopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida tartrat.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventiec se referd la combinatia de N-[4-(1-
Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida si rivastigmind sau o sare acceptabila
farmaceutic a acestora.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventic se referd la combinatia de N-[4-(1-
Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida si galantamind sau o sare acceptabila
farmaceutic a acestora.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventic se referd la combinatia de N-[4-(1-
Ciclopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida si  rivastigmind sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestora.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventic se referd la combinatia de N-[4-(1-
Ciclopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida si  galantamind sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestora.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventic se referd la combinatia de N-[4-(1-
[zopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida si rivastigmind sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestora.
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Intr-o altd aplicare, prezenta inventiec se referd la combinatia de N-[4-(1-
[zopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida si galantamind sau o sare acceptabild
farmaceutic a acestora.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventic se referd la combinatia de N-[4-(1-
Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida diclorhidrat si donepezil clorhidrat.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventic se referd la combinatia de N-[4-(1-
Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il )acetamida diclorhidrat si rivastigmina tartrat.

Intr-o altd aplicare, prezenta invenfie se referd la combinafia de N-[4-(1-
Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida diclorhidrat si galantamind
brombhidrat.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventic se referd la combinatia de N-[4-(1-
Ciclopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il )acetamida tartrat si donepezil clorhidrat.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventic se referd la combinatia de N-[4-(1-
Ciclopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida tartrat si rivastigmind tartrat.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventic se referd la combinatia de N-[4-(1-
Ciclopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il )acetamida tartrat si galantamind bromhidrat.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventic se referd la combinatia de N-[4-(1-
[zopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida tartrat si donepezil clorhidrat.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventic se referd la combinatia de N-[4-(1-
Izopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida tartrat si rivastigmind tartrat.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventic se referd la combinatia de N-[4-(1-
[zopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida tartrat si galantamina bromhidrat.

Intr-o alta aplicare, prezenta inventie prevede combinatia de agonist invers al receptorului
histaminic 3 si inhibitor al acetilcolinesterazei care este mai eficientd decit agonistul invers al
receptorului histaminic 3 si inhibitorul acetilcolinesterazei individual.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventie prevede combinatia de N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-
4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida diclorhidrat si donepezil clorhidrat care este mai eficienta
decat  N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida  diclorhidrat  si
donepezil clorhidrat individual.

Intr-o altd aplicare sarca acceptabild farmaceutic a agonistului invers al receptorului
histaminic 3 include, nelimitativ, sarea diclorhidrat, oxalat, succinat, tartrat etc.. De preferintd,
sarea acceptabild farmaceutic este diclorhidrat si tartrat. Mai preferabil, sarea acceptabild
farmaceutic este diclorhidrat.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventic se referd la combinatia de N-[4-(1-
Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida  diclorhidrat si  inhibitor  al
acetilcolinesterazei pentru utilizare in tratarea bolii Alzheimer.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-
2-(morfolin-4-il)acetamida sau o sare acceptabild farmaceutic a acesteia pentru utilizare in
tratamentul adjuvant al bolii Alzheimer la un pacient sub tratament cu inhibitorul
acetilcolinesterazei.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la N-[4-(1-Ciclopropilpiperidin-4-
iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida sau o sare acceptabild farmaceutic a acesteia pentru
utilizare in tratamentul adjuvant al bolii Alzheimer la un pacient sub tratament cu inhibitorul
acetilcolinesterazei.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la N-[4-(1-Izopropilpiperidin-4-iloxi)fenil ]-
2-(morfolin-4-il)acetamida sau o sare acceptabild farmaceutic a acesteia pentru utilizare in
tratamentul adjuvant al bolii Alzheimer la un pacient sub tratament cu inhibitorul
acetilcolinesterazei.

Intr-o altd aplicare, prezenta invenfic se referd la N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-
iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida diclorhidrat pentru utilizare in tratamentul adjuvant al bolii
Alzheimer la un pacient sub tratament cu donepezil sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Intr-o altd aplicare, prezenta invenfic se referd la N-[4-(1-Ciclopropilpiperidin-4-
iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida tartrat pentru utilizare in tratamentul adjuvant al bolii
Alzheimer la un pacient sub tratament cu donepezil sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventie se referd la N-[4-(1-Izopropilpiperidin-4-
iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida tartrat pentru utilizare in tratamentul adjuvant al bolii
Alzheimer la un pacient sub tratament cu donepezil sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventie se referd la utilizarea combinatiei de agonist invers
al receptorului histaminic 3 si inhibitor al acetilcolinesterazei in prepararea unui medicament
pentru tratamentul tulburarilor cognitive.
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Intr-o altd aplicare, prezenta inventie se referd la utilizarea combinatiei de agonist invers
al receptorului histaminic 3 si inhibitor al acetilcolinesterazei in prepararea unui medicament
pentru tratamentul tulburdrilor cognitive selectate dintre boala Alzheimer, schizofrenia, boala
Parkinson, dementa cu corpi Lewy, dementa vasculard, dementa fronto-temporald, sindromul
Down sau sindromul Tourette.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventie se referd la utilizarea combinatiei de agonist invers
al receptorului histaminic 3 si inhibitor al acetilcolinesterazei in prepararea unui medicament
pentru tratarea bolii Alzheimer.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventie se referd la utilizarea agonistului invers al
receptorului histaminic 3 in prepararea unui medicament pentru tratarea bolii Alzheimer in
combinatie cu inhibitorul acetilcolinesterazei.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventie se referd la utilizarea agonistului invers al
receptorului histaminic 3 in prepararea unui medicament pentru tratarea bolii Alzheimer pe 1anga
inhibitorul acetilcolinesterazei.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventie se referd la utilizarea N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-
iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamidei sau a unei sdri acceptabile farmaceutic a acesteia in
prepararea unui medicament pentru tratarea bolii Alzheimer in combinatie cu donepezil sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventie se referd la utilizarea N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-
iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida diclorhidratului in prepararea unui medicament pentru
tratarea bolii Alzheimer in combinatie cu donepezil sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventie se referd la utilizarea N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-
iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida diclorhidratului in prepararea unui medicament pentru
tratarea bolii Alzheimer in combinatie cu donepezil clorhidrat.

Intr-o alti aplicare, prezenta inventie se referd la combinatia pentru tratarea bolii
Alzheimer, unde boala Alzheimer este boala Alzheimer ugoara.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventic se referd la combinatia pentru tratarea bolii
Alzheimer, unde boala Alzheimer este boala Alzheimer moderata.

Intr-o alti aplicare, prezenta inventie se referd la combinatia pentru tratarea bolii
Alzheimer, unde boala Alzheimer este boala Alzheimer severa.

Intr-o altd aplicare, prezenta inventie se referd la combinatia in care ingredientele active
se pot administra unui pacient concomitent sau separat.

Intr-un alt aspect, ingredientele active ale combinafiei din prezenta invenfie se
administreazi In mod normal prin prepararea ingredientelor active intr-o compozitie farmaceutici
in conformitate cu practica farmaceuticd standard.

Intr-un alt aspect, ingredientele active ale combinatiei din prezenta inventie se pot
administra pe cale orald, nazald, locald, dermici sau parenterala.

Intr-un alt aspect, ingredientele active ale combinatiei din prezenta inventie se pot
administra pe cale identicd sau diferitd. De exemplu, agonistul invers al receptorului histaminic 3
din prezenta inventie se poate administra oral, iar inhibitorul acetilcolinesterazei se poate
administra transdermic.

Compozitiile farmaceutice din prezenta inventie se pot prepara intr-un mod conventional
folosind unul sau mai mulfi excipienti acceptabili farmaceutic. Excipientii acceptabili farmaceutic
sunt solventi, agenfi de descompunere, lianti, lubrifianti, agenti de imbunititire a curgerii,
polimeri, agenti de acoperire, solventi, co-solventi, conservanti, umectanti, agenti de ingrosare,
agenti antispumanti, indulcitori, aromatizanti, antioxidanti, coloranti, solubilizatori, plastifianti,
dispersanti etc.. Excipientii sunt selectati dintre celulozd microcristalind, manitol, lactozi, amidon
pre-gelatinizat, amidonglicolat de sodiu, amidon de porumb sau derivafi ai acestuia, povidond,
crospovidond, stearat de calciu, monostearat de gliceril, palmitostearat de gliceril, talc, dioxid de
siliciu coloidal, stearat de magneziu, sodiu lauril sulfat, sodiu stearil fumarat, stearat de zinc, acid
stearic sau ulei vegetal hidrogenat, guma arabici, magnezie, glucozd, griasimi, ceruri, uleiuri
naturale sau hidrogenate, apd, solutie de clorurd de sodiu fiziologicd sau alcooli, de exemplu,
etanol, propanol sau glicerol, solutii de zahar, cum ar fi solutii de glucoza sau solutii de manitol
etc. sau un amestec al diferitilor excipienti.

Intr-un alt aspect, compusii activi din inventie pot fi preparati sub forma de pilule, tablete,
tablete cu invelis, capsule, pulbere, granule, pelete, plasturi, implanturi, pelicule, lichide, semi-
solide, geluri, aerosoli, emulsii, elixire etc.. Aceste compozifii farmaceutice si procesele de
preparare a acestora sunt bine cunoscute in domeniu.

Intr-un alt aspect, compozifia farmaceutica din prezenta inventie contine 1 pAnd
1a 90%, 5
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pana la 75% si 10 pana la 60% din greutate compusi din prezenta inventie sau sarea acceptabila
farmaceutic a acestora. Cantitatea de compusi activi sau sarea acceptabila farmaceutic a acestora in
compozitiile farmaceutice poate varia de la circa 0.1 mg la circa 100 mg sau de la circa 0.1 mg la
circa 60 mg sau de la circa 0.1 mg la circa 30 mg sau in orice interval mai larg cuprins intre 0.1 mg
si 100 mg.

Intr-un alt aspect, compozifia farmaceuticd din combinatia din prezenta inventie poate fi o
formd conventionald, cum ar fi forme cu eliberare imediati, forme cu eliberare modificatd, cum ar
fi forme cu eliberare prelungitd, forme cu eliberare intirziatd si forme cu eliberare de durati, sau
sisteme de administrare noi, cum ar fi forme cu descompunere orald si plasturi transdermici.

Doza compusilor activi poate varia in functie de factori cum ar fi varsta si greutatea
pacientului, natura, calea de administrare si gravitatea bolii tratate, precum si alti factori. Prin
urmare, orice referire la cantitatea eficientd farmacologic a compusilor 1, 2 si 3 se referd la factorii
mentionafi mai sus.

Intr-un alt aspect, agonistul invers al receptorului histaminic 3 poate fi co-administrat cu
inhibitorul acetilcolinesterazei la o doza zilnici de 0.1 mg pani la 100 mg; cum ar fi 0.1, 0.5, 0.75,
1, 1.5, 3, 5, 6, 10, 20, 25, 30, 50, 75 si 100 mg, de preferintd la o doza zilnici de 0.1, 3, 5, 6, 10,
20, 25, 30 sau 50 mg si cel mai preferabil la o doza zilnica de 0.5, 3, 5, 10 sau 20 mg.

Intr-un alt aspect, inhibitorul acetilcolinesterazei poate fi co-administrat cu agonistul
invers al receptorului histaminic 3 1a o dozi zilnicd de 1 mg pand la 30 mg; cumarfi 1, 1.5, 2, 3, 4,
45,5, 6, 8,9.5,10, 12, 13, 13.3, 15, 16, 23, 24, 25 sau 30 mg, de preferintd la o doza zilnica de 1,
1.5,2,3,4,45, 5,6, 8,9.5, 10, 12, 13, 13.3, 16, 23, 24, sau 25 mg si cel mai preferabil la o doza
zilnici de 1.5, 3, 4,4.5,5,6, 8, 9.5, 10, 12, 13.3, 16, 23 sau 24 mg.

Intr-un alt aspect, inhibitorul acetilcolinesterazei, donepezil, poate fi co-administrat cu
agonistul invers al receptorului histaminic 3 la o doz3 zilnica de 2 mg pand la 30 mg; cum ar fi 2,
5, 10, 15, 23, 25 sau 30 mg, de preferinti la o doz3 zilnicad de 2, 5, 10, 23 sau 25 mg si cel mai
preferabil 1a o doza zilnica de 5, 10 sau 23 mg.

Intr-un alt aspect, inhibitorul acetilcolinesterazei, rivastigmina, poate fi co-administrat cu
agonistul invers al receptorului histaminic 3 la o dozi zilnica de 0.5 mg pana la 15 mg; cum ar fi
0.5,1,15,3,45,5,6,9.5, 10, 13.3, 15 mg, de preferintd la o dozd zilnicd de 1, 1.5, 3, 4.5, 5, 6,
9.5 sau 13.3 mg si cel mai preferabil 1a o doza zilnicd de 1.5, 3, 4.5, 6, 9.5 51 13.3 mg.

Intr-un alt aspect, inhibitorul acetilcolinesterazei, galantamina, poate fi co-administrat cu
agonistul invers al receptorului histaminic 3 la o doza zilnicd de 1 mg pand la 30 mg; cum ar fi 1,
2,4, 6,8, 12, 16, 24 si 30 mg, de preferintd la o doza zilnica de 2, 4, 6, 8, 12, 16 si 24 mg si cel
mai preferabil 1a o doz3 zilnicd de 4, 8, 12, 16 si 24 mg.

Intr-un alt aspect, tratamentul cuprinde administrarea la pacient a 0.1 mg pand la 100 mg
de N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida sau o sare acceptabila
farmaceutic a acesteia, pe zi.

Intr-un alt aspect, tratamentul cuprinde administrarea la pacient a 0.1 mg pand la 60 mg
de N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida sau o sare acceptabila
farmaceutic a acesteia, pe zi.

Intr-un alt aspect, tratamentul cuprinde administrarea la pacient a 0.1 mg pand la 30 mg
de N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida sau o sare acceptabila
farmaceutic a acesteia, pe zi.

Intr-un alt aspect, tratamentul cuprinde administrarea la pacient a 1 mg pani la 25 mg de
donepezil sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pe zi.

Intr-un alt aspect, tratamentul cuprinde administrarea la pacient a 5 mg pani la 25 mg de
donepezil sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pe zi.

Intr-un alt aspect, tratamentul cuprinde administrarea la pacient a 5, 10 sau 23 mg de
donepezil sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia, pe zi.

Intr-un alt aspect, tratamentul cuprinde administrarea compusilor activi la pacient o datd
pand la de trei ori pe zi, o datd pand la de trei ori pe sdptdmand sau o datd pand la de trei ori pe
Iuna. De preferintd, tratamentul cuprinde administrarea compusului la un pacient o datd pe zi, de
doud ori pe zi sau de trei ori pe zi. Mai preferabil, tratamentul cuprinde administrarea compusului
la un pacient o data pe zi.

Exemple

Exemplele indicate mai jos sunt prezentate exclusiv ilustrativ si prin urmare nu vor fi
interpretate ca limitand domeniul de aplicare al inventiei.

Abrevieri:
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ANOVA: analiza variantei

AP: anterior posterior

aCSF: lichid cefalorahidian

CaCl,. 2H,0: clorurd de calciu dihidrat

DV: dorsal ventral

DTT: ditiotreitol

ECso: concentratie eficientd semi-maxima
EDTA: acid etilendiaminotetraacetic

EEG: electroencefalogrami

GDP: guanozin difosfat

GPCR: receptor cuplat cu proteina G

HCI: acid clorhidric

h: ord(e)

HEPES: acid 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-etansulfonic
ip: intraperitoneal

Lv.: intravenos

KCI: clorurd de potasiu

Ks: constanta de legare

Ki: constanta inhibitorie

LC-MS/MS: cromatografic  lichidd-spectrometric de  masd/spectrometric  de
masi

mg: miligram

MgCly: clorurd de magneziu

min: minut(e)

ML: median lateral

mM: milimolar

nmol/L: nanomoli per litru

NaCl: clorurd de sodiu

NaH,PO,.2H,0: sodiu dihidrogen fosfat dihidrat
Na,HPO,.7TH,O: sodiu monohidrogen fosfat heptahidrat
NPO: nucleus pontis oralis

nM: nanomolar

p.o.: per oral

s.c.: subcutanat

S.E.M.: eroare standard a mediei

uM: micromolar

0: theta

Exemplul 1:

Determinarea valorii Kila receptorul histaminic-3 uman si de sobolan

Compusii testati au fost evaluati conform urmétoarelor proceduri pentru a determina

valoarea K; la receptor histaminic-3 uman si de sobolan.
Materiale si metode:

Sursa receptori: cortex frontal cerebral de sobolan sau cADN uman recombinant exprimat
in celule CHO
Radioligand: [3H] R-a-metilhistamina
Concentratie finala ligand: [3.0 nM]

Determinant nespecific: R-o-metilhistamina (100 pM)
Compus de referintd: R-o-metilhistamina

Control pozitiv: R-a-metilhistamina

Conditii de incubare:

Concentratii in crestere ale compusilor testati sau standard s-au incubat cu receptori
membranari si radioligand in 5 mM MgClL si 50 mM TRIS-HCI (pH 7.4) 60 de minute la
temperatura camerei. Reactia s-a incheiat prin filtrare rapida in vid pe filtre din fibra de sticld. S-a
determinat radioactivitatea captatd pe filtre si s-a comparat cu valorile de control pentru a
determina orice interactiuni ale compusilor testati cu situsul de legare a receptorului uman sau de
sobolan clonat.

Rezultate:
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Nr gExemplu K1 receptor  histaminic-3 {K; receptor histaminic-3 de
{uman (nM) sobolan (nM)
1 gCOmpus 1 87 98
2 Compus2 19.9 ND
3 (Compus3 |83 ND
ND-Neefectuat

Referinta:
Br J Pharmacol., 2008, 154(6): 1166-1181.

Exemplul 2:
Determinarea valorilor ICso la receptorul histaminic-3

Compusii testati au fost evaluati conform urmétoarelor proceduri pentru a determina
valorile ICso.
Materiale si metode:

Sursd receptor: §Uman recombinant (celule CHO-K1)
Radioligand: [35S]-GTPyS

Concentrafic finala ligand: [0.3 nM]

éCompus de referin{: iTioperamida

éControl pozitiv: §Ti0peramida

Conditii de incubare:

Concentratiile in crestere ale compusilor testati si/sau vehicul sunt pre-incubate cu
membrane (0.09 mg/mL) si 10 puM GDP in tampon HEPES modificat pH 7.4 (20 mM HEPES, pH
7.4, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 1 mM EDTA) 20 de minute, dupi care s¢ adauga
sfere SPA alte 60 de minute la 30°C. Reactia este initiati de 0.3 nM [>>S]GTPyS pe o perioadi de
incubare suplimentari de 30 de minute. Cresterea indusi de compusul testat a legirii [**S]GTPyS
cu 50% sau mai mult (>50%) fatd de rdspunsul 3 pM R(-)-a-metilhistaminei indicd activitate
posibild de agonist al receptorului histaminic-3. Inhibarea indusi de compusul testat a cresterii
induse de 0.03 uM R(-)-a-metilhistamina a legirii [**S]GTPyS cu 50% sau mai mult (>50%) indici
activitate de antagonist al receptorului. Aceste teste au fost efectuate si datele au fost analizate la
Eurofins Panlabs Taiwan Ltd, Taiwan, folosind tehnici standard de legare a radioliganzilor
descrise mai sus.

Rezultate:

Compusul 1 prezintd proprietdti de tip agonist invers in testul GTPyS pe receptor
histaminic-3 recombinant uman cu valoare ICso de 20 nM.
Referinta:

J. Neurochem., 1998, 71(2): 808-816.

Exemplul 3:
Modelul de recunoastere a obiectelor

Proprietafile de imbunatifire ale cognitiei ale compusilor din prezenta inventie au fost
estimate folosind acest model.

Ca animale experimentale s-au folosit sobolani Wistar masculi (in varstd de 8-10
saptimani). In fiecare cusca au fost incluse patru animale. Animalele au avut un regim alimentar
cu privare de 20% incepand cu o zi inaintea experimentului. Apa a fost disponibild la discretie pe
durata experimentului. Animalele au fost tinute la un ciclu lumind/intuneric de 12 ore intr-o
camerd cu temperaturd si umiditate controlate. Experimentul s-a efectuat intr-un camp deschis
realizat din acrilic. Sobolanii au fost obisnuiti cu arene individuale (cAmp deschis) in absenta
oricdror obiecte in ziua 1.

Sobolanii au primit vehicul, donepezil sau compus testat si AChEI (donepezil,
galantamind sau rivastigmind) inaintea testelor de familiarizare (T:) si alegere (T2). In faza de
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familiarizare (T1), sobolanii au fost amplasati individual in arend timp de 3 minute, in care au fost
pozitionate doud obiecte identice (a; si az) la 10 cm de la perete. La 24 de ore dupa T s-a efectuat
proba de memorie pe termen lung. Aceiasi sobolani au fost amplasati in aceeasi arena precum in
testul Ty. In timpul fazei de alegere (T»), sobolanii au fost lasafi sd exploreze arena timp de 3
minute in prezenta unei copii a obiectului familiar (as) si a unui obiect nou (b). In timpul testului
Ti si Ta, explordrile fiecirui obiect (definite ca adulmecare, lins, ros sau miscarea mustitilor cu
nasul orientat citre obiect 1a o distantd mai micd de 1 cm) au fost inregistrate cu un cronometru.

T este timpul total de explorare a obiectelor familiare (a; + as).
T este timpul total de explorare a obiectului familiar si a obiectului nou (az +b).

Testul de recunoastere a obiectelor a fost efectuat conform descrierii din Behavioural
Brain Research, 1988, 31, 47-59.

Rezultate:

Animalele tratate cu vehicul sau compus testat sau AChEI au petrecut un timp aproape
egal explorand obiectele noi si cele familiare. Grupurile tratate cu combinatia de compus testat si
AChEI (donepezil, galantaminid sau rivastigmind) au petrecut semnificativ mai mult timp
explorand obiectul nou si au deosebit obiectul nou de cel familiar. Acest efect procognitiv
sugereazd un efect potentiator al compusului testat fatd de efectul procognitiv al AChEI
(donepezil, galantamind sau rivastigmind) individual. Rezultatele acestui studiu sunt indicate in
figura 1a, 1b, 1c si 2.

Exemplul 4:
Evaluarea modulirii acetilcolinei in cortexul median prefrontal al sobolanilor Wistar
masculi

Sobolanii Wistar masculi (greutate corporald de 240 - 300 g) au primit stereotaxic un
implant cu o canuld de microdializ in cortexul median prefrontal (mPFC; AP: +3.2 mm, ML: -0.5
mm, DV: -3.0 mm) sub anestezie cu izofluran. S-au luat coordonatele conform atlasului pentru
creierul sobolanilor (Paxinos & Watson 2004) cu puncte de referinta luate de la bregma si vertical
de la craniu. Sobolanii au fost 1asafi sd se recupereze individual patru zile intr-un recipient din
plexiglas cu fund rotund, cu acces liber la hrana si apa.

Dupa recuperarea de 4 zile, sobolanii Wistar masculi au fost conectati la un centru rotativ
dual cu doud canale acoperite cu cuarf (Instech, UK) pe un balansier, care a permis miscarea
nerestrictionatd a animalului. Cu 16 ore inaintea debutului studiului, s-a introdus o sondd de
microdializi pre-echilibratd (membrana de dializd de 2 mm) in mPFC prin canula de ghidare. In
ziua studiului s-a efectuat o perfuzie cu lichid cefalorahidian artificial (aCSF; NaCl 147 mM, KCl
2.7 mM, MgCl, 1 mM, CaClL. 2H,O 1.2 mM, pH 7.4) la un debit de 1.5 pL./min si s-a mentinut o
perioadd de stabilizare de 2 ore. S-au colectat cinci probe bazale la intervale de 20 min inainte de
administrarea compusului testat (3 sau 10 mg/kg, p.o.) sau vehiculului. S-a administrat donepezil
(1 mg/kg, s.c.) sau rivastigmind (0.5 mg/kg, s.c.) la 30 min dupd administrarea compusului testat.
Probele de dializat s-au colectat o perioada suplimentard de 4 h post-tratament si s-au depozitat la
sub -50°C inaintea analizei.

Cuantificarea acetilcolinei

Concentratiile acetilcolinei in dializat s-au cuantificat folosind metoda pe bazi de LC-
MS/MS.

Analiza statistica:

Toate datele de microdializd pentru acetilcolind s-au reprezentat ca modificare
procentuald fati de concentratiile bazale medii de dializat, 100% fiind definit ca medie a cinci
valori pre-dozd. Modificarea procentuald a nivelurilor de acetilcolind dupd tratamentul combinat s-
a comparat cu donepezil sau rivastigmina prin analiza bifactoriald a variantei (timp si tratament),
urmatd de post-test Bonferroni. S-au calculat valorile zonei de sub curbd (AUC) pentru
modificarea procentuald a nivelurilor de acetilcolind si semnificatia statistica intre valoarea AUC
medie dupd tratamentul combinat s-a comparat cu valorile AUC dupd tratamentul individual cu
donepezil sau rivastigmind folosind testul "t" neimperecheat. Semnificafia statistici a fost
consideratd la o valoare p mai mica decat 0.05. Amplasarea incorectd a sondei a fost consideratad
criteriu de respingere a datelor de la animal.

Referinta:

1. Paxinos G. & Watson C. (2004) Rat brain in stereotaxic coordinates. Academic Press,
New York.

Rezultate:
Compus 1
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Tratamentul cu donepezil a produs cresterea nivelurilor de acetilcolind corticald de
referin{d si a ajuns la maxim 933 + 74% din nivelurile bazale. Compusul 1 in combinafie cu
donepezil a produs crestere semnificativi a nivelurilor de acetilcolind si nivelurile de varf au ajuns
pana la 1676 + 150% din nivelurile pre-doza (Figura 3(a)). Valorile medii ale zonei de sub curbd
(AUC) calculate dupd tratamentul combinat cu Compus 1 si donepezil au fost semnificativ mai
mari in comparatie cu donepezil individual (Figura 3(b)).

Tratamentul cu rivastigmind a produs cresterea nivelurilor de acetilcolind corticald de
referin{d si a ajuns la maxim 612 + 104% din nivelurile bazale. Compusul 1 in combinatie cu
rivastigmind a produs crestere semnificativd a nivelurilor de acetilcolind si nivelurile de varf au
ajuns pand la 1276 + 213% din nivelurile pre-doza (Figura 4(a)). Valorile medii ale zonei de sub
curbad (AUC) calculate dupa tratamentul combinat cu Compusul 1 si rivastigmind au fost mai mari
comparativ cu rivastigmind individual (Figura 4(b)).

Compus 2

Tratamentul cu donepezil a produs cresterea nivelurilor de acetilcolind corticald de
referin{d si a ajuns la maxim 1459 + 146% din nivelurile bazale. Compusul 2 in combinatie cu
donepezil a produs crestere semnificativi a nivelurilor de acetilcolind si nivelurile de varf au ajuns
pana la 3057 + 468% din nivelurile pre-doza (Figura 5(a)). Valorile medii ale zonei de sub curbd
(AUC) calculate dupa tratamentul combinat cu Compus 2 si Donepezil au fost semnificativ mai
mari in comparatie cu Donepezil individual (Figura Sb).

Compus 3

Tratamentul cu donepezil a produs cresterea nivelurilor de acetilcolind corticald de
referin{d si a ajuns la maxim 1170 £+ 161% din nivelurile bazale. Compusul 3 in combinatie cu
donepezil a produs crestere semnificativi a nivelurilor de acetilcolind si nivelurile de varf au ajuns
pana la 1874 + 184% din nivelurile pre-doza (Figura 6(a)). Valorile medii ale zonei de sub curbd
(AUC) calculate dupd tratamentul combinat cu Compus 3 si donepezil au fost semnificativ mai
mari in comparatie cu donepezil individual (Figura 6(b)).

Exemplul 5:
Evaluarea modulirii theta in hipocampul dorsal al sobolanilor Wistar masculi anesteziati

Sobolanii Wistar masculi (240-320 g) au fost anesteziati prin administrarea
intraperitoneald a urctanului (1.2 pand la 1.5 g/kg) pentru introducerea unui cateter in vena
femurald stinga. Animalul a fost asezat intr-un cadru stereotaxic pentru implantul unui electrod
(otel inoxidabil, Plastics One) in hipocampul dorsal (AP, -3.8 mm; ML, +2.2 mm; DV, -2.5 mm;
Paxinos & Watson, 2004). S-a implantat un electrod stimulant bipolar (fire de otel inoxidabil
nerdsucite, separate de 0.75-1.0 mm la varfuri, Plastics One) in nucleus pontis oralis (NPO; AP, -
7.8 mm; ML, 1.8 mm; DV, -6.0 mm; Paxinos & Watson, 2004). In plus, s-a implantat un electrod
in cerebel, avand rol de referintd. Ritmul 0 al hipocampului a fost evocat printr-o serie de stimulari
electrice de 6-s (20-160 pA, duratd impuls 0.3-ms, 250 Hz) furnizate la NPO la o viteza de 0.01
serii/s cu un stimulator Grass S88 si unitate de izolare a stimulilor PSIU6 (Grass Medical
Instruments, Quincy, MA). EEG s-a inregistrat la o vitezd de 1000Hz folosind software Ponemah
(versiune 5.2) si s-a memorat pentru analizd off-line folosind NeuroScore (versiune 3.0). Nivelul
de referinta al amplitudinii a fost atins folosind curentul necesar pentru a provoca ritmul 0 la 50%
din amplitudinea maximi in conditii de control. Dupa perioada de stabilizare de 1 h, s-a efectuat
inregistrarea de referintd 30 min, urmati de tratament cu vehicul sau compus 1 (1 mg/kg, i.v.).
Donepezil (0.3 mg/kg, i.v.) s-a administrat 30 min dupd tratamentul cu compus 1 si Inregistrarea a
continuat inci 1 h.

Analiza statistica:

S-a calculat puterea in frecventa ritmului 0 in perioada de stimulare in timpul perioadei de
referind de 30 min si s-au calculat modificdrile procentuale ale acestor misuratori post tratament.
Modificareca procentuald a puterii theta relative dupd tratamentul combinat s-a comparat cu
donepezil folosind analiza bifactoriald a variantei (timp si tratament), urmatd de post-test
Bonferroni. Semnificatia statisticd a fost consideratd la o valoare p mai micd decat 0.05.

Referinta:

1. Paxinos G. & Watson C. (2004) Rat brain in stereotaxic coordinates.
Academic Press, New York
Rezultate:

Tratamentul cu donepezil a produs cresterea puterii theta in hipocamp. Compusul 1 in
combinatie cu donepezil au produs crestere semnificativa a nivelurilor de putere theta si nivelurile
de varf au ajuns pand la 163 + 15 % din nivelurile pre-doz3 (Figura 7(a)). Valorile medii ale zonei
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de sub curbd (AUC) calculate dupa tratament cu compus 1 si donepezil au fost semnificativ mai
mari in comparatie cu donepezil (Figura 7(b)).

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

e KHAN NADIA ET AL: "The dual-acting H3 receptor antagonist and AChE inhibitor
UW-MD-71 dose-dependently enhances memory retrieval and reverses dizocilpine-
induced memory impairment in rats", BEHAVIOURAL BRAIN RESEARCH,
ELSEVIER, AMSTERDAM, NL, vol. 297, 20 October 2015 (2015-10-20), pages 155-
164, XP029331734, ISSN: 0166-4328, DOI: 10.1016/1.BBR.2015.10.022

e  WO-A1-2014/136075

e US-Al1-2014 135304

(87) Revendiciri:

1. O combinatie continand un agonist invers al receptorului histaminic 3 si un inhibitor al
acetilcolinesterazei; unde agonistul invers al receptorului histaminic 3 este selectat din grupul
constand din:

N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil ]-2-(morfolin-4-il)acetamida;
N-[4-(1-Ciclopropilpiperidin-4-iloxi)fenil ]-2-(morfolin-4-il )acetamida; si
N-[4-(1-Izopropilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida;

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestora.

2. Combinatia conform revendicdrii 1, unde inhibitorul acetilcolinesterazei este selectat din
grupul constind din donepezil, rivastigmind si galantamind sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestora.

3. Combinatia conform revendicirii 1, unde agonistul invers al receptorului histaminic 3
este N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida sau o sare acceptabild
farmaceutic a acesteia.
4. Combinatia conform revendicdrii 1 sau 3, unde sarea acceptabild farmaceutic a agonistului
invers al receptorului histaminic 3 este selectatd dintre

N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil ]-2-(morfolin-4-il)acetamida diclorhidrat;
N-[4-(1-Ciclopropilpiperidin-4-iloxi)fenil ]-2-(morfolin-4-il)acetamida tartrat; si
N-[4-(1-Izopropilpiperidin-4-iloxi)fenil ]-2-(morfolin-4-il )Jacetamida tartrat.

5. Combinatia conform revendicarii 1, 3 sau 4, unde agonistul invers al receptorului histaminic 3
este N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida

diclorhidrat.

6. Combinatia conform revendicdrii 1 sau 2, unde inhibitorul acetilcolinesterazei este
donepezil sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia sau unde inhibitorul acetilcolinesterazei
este donepezil clorhidrat.

7.0 combinatie continind  N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-
il)acetamida diclorhidrat si donepezil clorhidrat.

8. Combinatia conform oricireia dintre revendicdrile de la 1 la 7 pentru utilizare in
tratamentul tulburarilor cognitive 1a un pacient.

9. Combinatia pentru utilizare conform revendicarii 8, unde boala cognitivd este selectatd
dintre boala Alzheimer, schizofrenia, boala Parkinson, dementa cu corpi Lewy, dementa vasculard,
dementa frontotemporald, sindromul Down si sindromul Tourette.

10. Un compus, N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il) acetamida, sau
0 sare acceptabild farmaceutic a acestuia pentru utilizare in combinatie cu inhibitorul
acetilcolinesterazei pentru tratarea bolii Alzheimer la un pacient.

11. Compusul pentru utilizare conform revendicarii 10 ca un tratament adjuvant al unui
pacient care urmeaz3 tratament stabil cu un inhibitor al acetilcolinesterazei.
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12. Compusul pentru utilizare conform revendicdrii 10 sau 11, unde inhibitorul
acetilcolinesterazei este selectat dintre donepezil, rivastigmind si galantamini sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestora.

13. Compusul pentru utilizare conform revendicdrii 10 sau 11,

(a) unde tratamentul cuprinde administrarea la pacient a 0.1 mg pani la 100 mg de N-[4-(1-
Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamidd sau o sare acceptabild farmaceutic a
acesteia pe zi sau

(b) unde tratamentul cuprinde administrarea la pacient a 0.1 mg pani la 60 mg de N-[4-(1-
Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamidd sau o sare acceptabild farmaceutic a
acesteia pe zi sau

(c) unde tratamentul cuprinde administrarea la pacient a 0.1 mg pand la 30 mg de N-[4-(1-
Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamidd sau o sare acceptabild farmaceutic a
acesteia pe zi; sau

(d) unde tratamentul cuprinde administrarea la pacient a 1 mg pand la 30 mg de donepezil
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia pe zi.

14. O compozitie farmaceutica ce contine combinatia conform oricdreia din

revendicdrile de la 1 1a 7 si excipienti acceptabili farmaceutic sau o combinatie a

acestora.

15. Compozitia farmaceuticd conform revendicarii 14, pentru utilizare in tratamentul
tulburarilor cognitive selectate dintre boala Alzheimer, schizofrenie, boala Parkinson, dementa cu
corpi Lewy, dementa vasculard si dementa frontotemporala.

16. Compozitia farmaceuticd conform revendicdrii 14 sau 15,

(a) unde N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida sau o sare
acceptabild farmaceutic a acesteia este prezentd intr-o cantitate de 0.1 mg pani la 100 mg sau

(b) unde N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida sau o sare
acceptabild farmaceutic a acesteia este prezentd intr-o cantitate de 0.1 mg pand la 60 mg sau

(c) unde N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamida sau o sare
acceptabild farmaceutic a acesteia este prezentd intr-o cantitate de 0.1 mg pani la 30 mg; sau

(d) unde donepezil sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia este prezent intr-o cantitate
de 2 mg pani la 30 mg.

17. Compusul pentru utilizare conform revendicarii 10, unde tratamentul cuprinde
administrarea N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamidei sau a unei siri
acceptabile farmaceutic a acesteia la pacient pe cale orald, nazald, locald, dermici sau parenterala.

18. Compusul pentru utilizare conform revendicirii 10, unde tratamentul cuprinde
administrarea N-[4-(1-Ciclobutilpiperidin-4-iloxi)fenil]-2-(morfolin-4-il)acetamidei sau a unei siri
acceptabile farmaceutic a acesteia la pacient o dati pand la de trei ori pe zi, o datd pani la de trei
ori pe sdptimand sau o datd pand la de trei ori pe luni.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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Figure 3
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Figure 5: (a)
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Figure 6: (a)
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