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DESCRIPCION

Combinaciones farmacéuticas que comprenden un inhibidor de histona desacetilasa y un inhibidor de BCL-2 y
métodos de uso de las mismas

ANTECEDENTES

El documento de Patente US 2015/150871 se refiere a combinaciones que comprenden un inhibidor de HDAC y un
farmaco inmunomodulador para el tratamiento de linfoma en un sujeto que lo necesita. Juliana M. Benito et al., Cell
Reports, vol. 13, n.° 12, 1 de diciembre de 2015, paginas 2715-2727, XP055694455, US ISSN: 2211 -1247, DOI:
10.1016/j.celrep.2015.12.003 se refiere a un articulo titulado "MLL-Rearranged Acute Lymphoblastic Leukemias
Activate BCL-2-Specific Antagonist ABT-199".

La inhibicion de la histona desacetilasa (HDAC) puede causar la detencién del crecimiento de las células
cancerosas. Sin embargo, la inhibiciéon pan-HDAC conduce a efectos adversos significativos, y es deseable un perfil
de inhibicion de HDAC alternativo.

HDACG6 es una HDAC de clase Ilb y se conoce por retirar grupos acetilo de numerosas proteinas celulares,
incluyendo a-tubulina y HSP90. Se ha informado que la hiperacetilacion de HSP90 desestabiliza sus proteinas
diana, incluyendo ER y EGFR. Los inhibidores de HDAC6 tienen una actividad antiproliferativa de cancer
demostrada en diversos tipos de cancer. Se ha mostrado que el bloqueo de la actividad de HDAC6 causa la
inhibicion del crecimiento de las células cancerosas a través de diversos mecanismos.

A pesar de las numerosas opciones de tratamiento para pacientes de cancer, aun existe la necesidad de opciones
terapéuticas eficaces y seguras. En particular, existe la necesidad de métodos eficaces de tratamiento o prevencion
de canceres, especialmente los canceres que han sido resistentes y/o refractarios a las terapias actuales. Esta
necesidad puede satisfacerse mediante el uso de terapias de combinacion tales como las descritas en el presente
documento.

SUMARIO

En el presente documento se proporciona una combinacion farmacéutica que comprende un inhibidor de histona
desacetilasa 6 (denominada "HDACG6" en el presente documento) y un inhibidor de linfoma de linfocitos B 2
(denominado "BCL-2" en el presente documento).

En un aspecto, la invencion proporciona en el presente documento una combinacién farmacéutica que comprende:

(a) un inhibidor de histona desacetilasa 6 (HDACG6) de Férmula I:

0 0
N,l I_I‘I/\/\/\)J\H.#-OH
N R
I
R4

)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

en donde,

el anillo B es arilo o heteroarilo;

R1 es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido con OH, halo, o alquilo Ci.
6,

y

R es H o alquilo C16; y

(b) un inhibidor de BCL-2, en donde el inhibidor de BCL-2 es 2-((1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)oxi)-4-(4-((4'-cloro-5,5-
dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)piperazin-1-il)-N-((3-nitro-4-(((tetrahidro-2H-piran-4-
il)metil)amino)fenil)sulfonil)benzamida (venetoclax) o sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

La invencién se define mediante las reivindicaciones. Cualquier materia objeto que caiga fuera del alcance de las
reivindicaciones se proporciona unicamente con fines de informacién. Cualquier referencia en la descripcién a
métodos de tratamiento se refiere a la composicién farmacéutica y el medicamento de acuerdo con la presente
invencion para uso en un método para tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia.
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En diversas realizaciones de la combinacion farmacéutica, el anillo B es arilo.

En diversas realizaciones de la combinacion farmacéutica, R1 es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales puede
estar opcionalmente sustituido con halo.

En una realizacion de Férmula I, R es un arilo que esté sustituido con OH, halo, o alquilo C1..

En otra realizacion de Férmula |, Ry es arilo Cs-C7 que esta sustituido con OH, halo, o alquilo C1.

En otra realizacion de Férmula |, Ry es heteroarilo C4-C7 que esta sustituido con OH, halo, o alquilo C1s.
En otra realizacion mas de Formula |, Ry es fenilo que esta sustituido con OH, halo, o alquilo C1..

En otra realizacion mas de Férmula |, R¢ es fenilo que esta sustituido con halo.

En otra realizacion mas de Férmula |, R¢ es fenilo que esta sustituido con cloro.

En otra realizacion de Formula |, el anillo B es arilo Cs-Cs.

En otra realizacion de Férmula |, el anillo B es heteroarilo C4-C5.

En otra realizacion mas de Férmula I, el anillo B es fenilo.

En diversas realizaciones de la combinacion farmacéutica, el inhibidor de HDACG6 de Férmula | es:

0 0
oK
H H
NA‘N

(A)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En diversas realizaciones de la combinacion farmacéutica, el inhibidor de HDACG6 de Férmula | es:

(B)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El inhibidor de BCL-2 es 2-((1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)oxi)-4-(4-((4'-cloro-5,5-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-bifenil]-
2-il)metil)piperazin-1-il)-N-((3-nitro-4-(((tetrahidro-2H-piran-4-il)metil)amino)fenil)sulfonil)benzamida  (venetoclax) o
sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

En diversas realizaciones de la combinacion farmacéutica, el inhibidor de HDACSG y el inhibidor de BCL-2 estan en la
misma formulacion. En otras realizaciones de la combinacion farmacéutica, el inhibidor de HDACG6 y el inhibidor de
BCL-2 estan en formulaciones separadas.

En diversas realizaciones de la combinacion farmacéutica, la combinacion es para administracion simultanea o
secuencial.

En diversas realizaciones, la combinacion farmacéutica es para uso en el tratamiento de cancer en un sujeto que lo
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necesita.

En otras realizaciones diversas, la combinacion farmacéutica es para uso en la preparacion de un medicamento para
el tratamiento de cancer.

En diversas realizaciones de la combinacion farmacéutica, el cancer es un cancer hematologico.

En diversas realizaciones de la combinacion farmacéutica, el cancer es leucemia mielégena aguda (LMA), leucemia
linfocitica cronica (LLC), linfoma no Hodgkin (por ejemplo, linfoma de células del manto), mieloma multiple, o
sindrome mielodisplasico (SMD).

En diversas realizaciones de la combinacion farmacéutica, el cancer es refractario o resistente al tratamiento con al
menos una terapia anterior.

En un aspecto, la invencién proporciona en el presente documento una cantidad terapéuticamente eficaz de

(a) un inhibidor de histona desacetilasa 6 (HDACG6) de Férmula I:
0]
O
>~
.

R

0
e~~~ AK, OH
N
H

(h

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

en donde,

el anillo B es arilo o heteroarilo;

R1 es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido con OH, halo, o alquilo C1.
[

y

R es H o alquilo C16; ¥

(b) un inhibidor de BCL-2, en donde el inhibidor de BCL-2 es 2-((1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)oxi)-4-(4-((4'-cloro-5,5-
dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)piperazin-1-il)-N-((3-nitro-4-(((tetrahidro-2H-piran-4-
il)metil)amino)fenil)sulfonil)benzamida (venetoclax) o sales farmacéuticamente aceptables del mismo,

para uso en el tratamiento o prevencion de cancer en un sujeto que lo necesita.

En diversas realizaciones del uso, el cancer es un cancer hematolégico.

En diversas realizaciones del uso, el cancer es leucemia mielégena aguda (LMA), leucemia linfocitica crénica (LLC),
linfoma no Hodgkin (por ejemplo, linfoma de células del manto), mieloma mudltiple, o sindrome mielodisplasico
(SMD).

En diversas realizaciones del uso, el cancer es refractario o resistente al tratamiento con al menos una terapia
anterior.

En diversas realizaciones del uso, el inhibidor de HDACS6 y el inhibidor de BCL-2 se administran aproximadamente al
mismo tiempo. En otras realizaciones del uso, el inhibidor de HDAC6 y el inhibidor de BCL-2 se administran en
diferentes momentos.

En el presente documento se proporciona una combinacion farmacéutica como se describe en el presente
documento para uso en un método de disminucion de crecimiento y viabilidad de células de leucemia, que
comprende poner en contacto la célula con la combinacién farmacéutica proporcionada en el presente documento, y
en donde la célula es una célula de leucemia.

También se desvela una composicion farmacéutica que comprende:

(a) un inhibidor de histona desacetilasa 6 (HDACG6) de Férmula I:
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O
SR ’

R4
(I

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

en donde,

el anillo B es arilo o heteroarilo;

R1 es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido con OH, halo, o alquilo C1.

[
y
R es H o alquilo C16; y
(b) un inhibidor de BCL-2.
En una realizacién de la composicion, la composicion farmacéutica comprende ademas uno 0 mas excipientes.

En una realizacion de la composicion, el anillo B es arilo. En diversas realizaciones, R es arilo o heteroarilo, cada
uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido con halo.

En otra realizacion de la composicion, el compuesto de Férmula | es:

Q5] e

@ (A)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otra realizacion de la composicion, el compuesto de Féormula | es:

CI

(B)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El inhibidor de BCL-2 es 2-((1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)oxi)-4-(4-((4'-cloro-5,5-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-bifenil]-
2-il)metil)piperazin-1-il)-N-((3-nitro-4-(((tetrahidro-2H-piran-4-il)metil)amino)fenil)sulfonil)benzamida  (venetoclax) o
sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las Figuras 1A, 1B, y 1C muestran el porcentaje de viabilidad de las siguientes lineas celulares: MOLM-13 (Figura
1A), Kasumi-1 (Figura 1B), y MV-4-11 (Figura 1C), tras exposicion al Compuesto B solo, ABT-199 (también

denominado "venetoclax" en el presente documento) solo, o la combinacién de Compuesto B y ABT-199 en las
concentraciones indicadas.
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Las Figuras 2A y 2B muestran la extension de apoptosis en células MV-4-11 (Figura 2A) y células HL-60 (Figura 2B)
medida mediante tincion con Anexina V en funcion de la administracion de Compuesto B solo, ABT-199 (también
denominado "venetoclax" en el presente documento) solo, o la combinacién de Compuesto B y ABT-199 en las
concentraciones indicadas.

DESCRIPCION DETALLADA

En el presente documento se proporciona una combinacion farmacéutica que comprende un inhibidor de histona
desacetilasa (HDAC) y un inhibidor de BCL-2. Especificamente, en el presente documento se proporciona una
combinacién farmacéutica que comprende:

(a) un inhibidor de histona desacetilasa 6 (HDACG6) de Férmula I:

O (0]
.\TAN ; :

R4
(1

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

en donde,

el anillo B es arilo o heteroarilo;

R1 es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido con OH, halo, o alquilo C1.
[

y

R es H o alquilo C16; y

(b) un inhibidor de BCL-2, en donde el inhibidor de BCL-2 es 2-((1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)oxi)-4-(4-((4'-cloro-5,5-
dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)piperazin-1-il)-N-((3-nitro-4-(((tetrahidro-2H-piran-4-
il)metil)amino)fenil)sulfonil)benzamida (venetoclax) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

A continuacion, se describen ciertos términos usados en el presente documento. Los compuestos de la presente
invencion se describen usando nomenclatura convencional. A menos que se definan de otro modo, todos los
términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el mismo significado que entiende
habitualmente el experto en la materia a la que pertenece la presente invencion.

El término "alquilo" se refiere a restos hidrocarburo saturados de cadena lineal o ramificada que contienen, en ciertas
realizaciones, entre uno y seis, o uno y ocho atomos de carbono, respectivamente. Algunos ejemplos de restos
alquilo C4 incluyen restos metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, terc-butilo, neopentilo, n-hexilo; y algunos
ejemplos de restos alquilo Cis incluyen restos metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, terc-butilo, neopentilo, n-
hexilo, heptilo, y octilo. El nUmero de atomos de carbono en un sustituyente alquilo puede indicarse con el sufijo "Cy.
y', donde x es el nimero minimo e y es el numero maximo de atomos de carbono en el sustituyente.

Como se usa en el presente documento, el término "halo" o "halégeno"”, solo o como parte de otro sustituyente,
significa, a menos que se indique de otro modo, un atomo de fluor, cloro, bromo o yodo, preferentemente fluor, cloro
0 bromo, mas preferentemente cloro.

El término "arilo" se refiere a un sistema anular carbociclico mono o policiclico que tiene uno o mas anillos
aromaticos, condensados o no condensados, incluyendo fenilo, naftilo, tetrahidronaftilo, indanilo, idenilo, y similares.
En algunas realizaciones, los grupos arilo tienen 6 atomos de carbono. En algunas realizaciones, los grupos arilo
tienen de seis a diez atomos de carbono. En algunas realizaciones, los grupos arilo tienen de seis a dieciséis atomos
de carbono. En una realizacion, se proporcionan grupos arilo Cs-C7 en el presente documento.

El término "heteroarilo" se refiere a un sistema anular o resto mono o policiclico (por ejemplo, bi o triciclico o mas),
condensado o no condensado, que tiene al menos un anillo aromatico, donde uno o mas de los atomos formadores
de anillo son un heteroatomo tal como oxigeno, azufre o nitrégeno. En algunas realizaciones, el grupo heteroarilo
tiene aproximadamente de uno a seis atomos de carbono y, en realizaciones adicionales, de uno a quince atomos de
carbono. En algunas realizaciones, el grupo heteroarilo contiene de cinco a dieciséis atomos de anillo de los que un
atomo de anillo se selecciona entre oxigeno, azufre y nitrégeno; cero, uno, dos o tres atomos de anillo son
heteroatomos adicionales seleccionados independientemente entre oxigeno, azufre y nitrogeno; y los atomos de
anillo restantes son carbono. Heteroarilo incluye piridinilo, pirazinilo, pirimidinilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo,
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tiazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, tiazolilo, tiadiazolilo, oxadiazolilo, tiofenilo, furanilo, indolilo, quinolinilo, isoquinolinilo,
benzimidazolilo, benzoxazolilo, quinoxalinilo, acridinilo, y similares. En una realizacion, se proporcionan grupos
heteroarilo C4-C7 en el presente documento.

El término "combinacion”, y las expresiones "combinacién terapéutica" o "combinacion farmacéutica", como se usan
en el presente documento, se refieren a una combinacion fijja en una forma de dosificacion unitaria, o una
combinacion no fija, o un kit de partes para la administracion combinada donde dos o mas agentes terapéuticos
pueden administrarse independientemente, al mismo tiempo o en intervalos de tiempo separados, especialmente
donde estos intervalos de tiempo permiten que los compafieros de combinacion muestren un efecto cooperativo, por
ejemplo, sinérgico.

La expresion "terapia de combinacion" se refiere a la administracion de dos o mas agentes terapéuticos para tratar
una afeccion o trastorno terapéutico descrito en la presente divulgacion. Tal administracion incluye administracion
conjunta de estos agentes terapéuticos de forma basicamente simultanea, tal como en una formulacion individual
que tiene una proporcion fija de ingredientes activos o en formulaciones separadas (por ejemplo, capsulas y/o
formulaciones intravenosas) para cada ingrediente activo. Ademas, tal administracién también incluye el uso de cada
tipo de agente terapéutico de forma secuencial o separada, aproximadamente en el mismo momento o en momentos
diferentes. Independientemente de si los ingredientes activos se administran como una formulacion individual o en
formulaciones separadas, los farmacos se administran al mismo paciente como parte del mismo curso de terapia. En
cualquier caso, el régimen de tratamiento proporcionara efectos beneficiosos en el tratamiento de las afecciones o
trastornos descritos en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, la expresion "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a derivados de
los compuestos desvelados en donde el compuesto precursor se modifica convirtiendo un resto de acido o base
existente en su forma de sal. Algunos ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales de acidos
minerales u organicos de restos basicos tales como aminas; sales de alcali u organicas de restos acidos tales como
acidos carboxilicos; y similares. Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente invencion incluyen las sales
no toxicas convencionales del compuesto precursor formadas, por ejemplo, a partir de acidos inorganicos u
organicos no toxicos. Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente invencién pueden sintetizarse a partir
del compuesto precursor que contiene un resto basico o acido mediante métodos quimicos convencionales. En
general, tales sales pueden prepararse haciendo reaccionar las formas de acido o base libre de estos compuestos
con una cantidad estequiométrica de la base o el acido apropiados en agua o en un disolvente organico, o en una
mezcla de los dos; generalmente, son preferentes medios no acuosos tales como éter, acetato de etilo, etanal,
isopropanol o acetonitrilo. Se encuentran listas de sales adecuadas en Remington's Pharmaceutical Sciences, 172
ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa., 1985, pag. 1418 y Journal of Pharmaceutical Science, 66, 2 (1977). A
menos que se especifique de otro modo, o se indique claramente mediante el texto, la referencia a agentes
terapéuticos utiles en la combinacion farmacéutica proporcionada en el presente documento incluye tanto la base
libre de los compuestos como todas las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos.

La expresion "farmacéuticamente aceptable”, como se usa en el presente documento, se refiere a los compuestos,
materiales, composiciones y/o formas de dosificacién que son, dentro del alcance del juicio médico razonable,
adecuados para el contacto con los tejidos de un animal de sangre caliente, por ejemplo, un mamifero o un ser
humano, sin excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica u otras complicaciones o problemas, que se
corresponde con una proporcién beneficio/riesgo razonable.

Las expresiones "combinacion fija", "dosis fija" y "formulacion individual", como se usan en el presente documento,
se refieren a un excipiente o vehiculo o forma de dosificacion individual formulado para suministrar una cantidad, que
es terapéuticamente eficaz en su conjunto para el tratamiento de cancer, de ambos agentes terapéuticos a un
paciente. El vehiculo individual se disefia para suministrar una cantidad de cada uno de los agentes, junto con
cualquier vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, el vehiculo es un
comprimido, capsula, pildora, o un parche. En otras realizaciones, el vehiculo es una solucién o una suspension.

Las expresiones "combinacién no fija", "kit de partes" y "formulaciones separadas" significan que los ingredientes
activos, es decir, el inhibidor de HDACG6 y el inhibidor de BCL-2, se administran a un paciente como entidades
separadas de forma simultanea, concurrente o secuencial sin limite de tiempo especifico, en donde tal
administracion proporciona niveles terapéuticamente eficaces de los dos compuestos en el cuerpo del sujeto que lo
necesita. Esto ultimo también se aplica a la terapia de coéctel, por ejemplo, la administracion de tres o mas
ingredientes activos.

Una "forma de dosificacién oral" incluye una forma de dosificaciéon unitaria prescrita o destinada para administracion
oral. En una realizacion de las combinaciones farmacéuticas proporcionadas en el presente documento, el inhibidor
de HDACEG6 (por ejemplo, los Compuestos A o B) se administra en forma de una forma de dosificacion oral.

El término "tratar" o "tratamiento", como se usa en el presente documento, comprende un tratamiento que alivia,

reduce o mitiga al menos un sintoma en un sujeto o que efectua un retraso del progreso de una enfermedad. Por
ejemplo, tratamiento puede ser la disminucion de uno o varios sintomas de un trastorno o la erradicacién completa
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de un trastorno, tal como cancer.
El término "previene", "prevenir" o "prevencion”, como se usa en el presente documento, comprende la prevencion
de al menos un sintoma asociado a o causado por la patologia, enfermedad o trastorno que se previene.

La expresion "cantidad farmacéuticamente eficaz", "cantidad terapéuticamente eficaz" o "cantidad clinicamente
eficaz" de una combinacion de agentes terapéuticos es una cantidad suficiente para proporcionar una mejora
observable o clinicamente significativa con respecto a signos y sintomas basales clinicamente observables de los
trastornos tratados con la combinacién.

La expresién "activo conjunta y terapéuticamente" o "efecto terapéutico conjunto”, como se usa en el presente
documento, significa que los agentes terapéuticos pueden administrarse por separado (de forma cronolégicamente
gradual, especialmente en forma de secuencia especifica) en intervalos de tiempo tales como los preferentes, en los
animales de sangre caliente, especialmente seres humanos, que se tratan, mostrando aun una interaccion
(preferentemente sinérgica) (efecto terapéutico conjunto). Puede determinarse si este es el caso, entre otras
maneras, siguiendo los niveles sanguineos de los compuestos, mostrando que ambos compuestos estan presentes
en la sangre del ser humano que se trata al menos durante ciertos intervalos de tiempo.

El término "sujeto" o "paciente", como se usa en el presente documento, pretende incluir animales, que pueden
padecer o estan aquejados de un cancer o cualquier trastorno que implique, directa o indirectamente, un cancer.
Algunos ejemplos de sujetos incluyen mamiferos, por ejemplo, seres humanos, simios, monos, perros, vacas,
caballos, cerdos, ovejas, cabras, gatos, ratones, conejos, ratas y animales no humanos transgénicos. En una
realizacion, el sujeto es un ser humano, por ejemplo, un ser humano que padece, o se encuentra en riesgo de
padecer, o es potencialmente capaz de padecer, canceres.

Como se usa en el presente documento, el término "resistente" o "refractario" a un agente terapéutico, cuando se
refiere a un paciente de cancer, significa que el cancer tiene una resistencia innata, o adquirida, a los efectos del
agente terapéutico como resultado del contacto con el agente terapéutico. Dicho de otro modo, el cancer es
resistente al estandar habitual de asistencia médica asociada al agente terapéutico particular.

Los términos "comprender" e "incluir" se usan en el presente documento en su sentido indefinido y no limitante a
menos que se indique de otro modo.

Se ha de interpretar que, en el contexto de la descripcidon de la invencién (especialmente en el contexto de las
siguientes reivindicaciones), los términos "un", "una", "uno”, "la" y "el" y las referencias similares incluyen tanto el
singular como el plural, a menos que se indique de otro modo en el presente documento o el contexto lo contradiga
claramente. Cuando se usa la forma en plural para compuestos, sales y similares, esta se ha de interpretar como un
compuesto, sal o similar, individual.

Los expertos en la materia objeto pertinente entienden generalmente los términos "alrededor" o "aproximadamente",
pero en ciertas circunstancias pueden significar dentro de un 20 %, dentro de un 10 %, o dentro de un 5 % de un
valor o intervalo dado. Alternativamente, especialmente en sistemas biologicos, el término "aproximadamente"
significa dentro de aproximadamente un log (es decir, un orden de magnitud) o dentro de un factor de dos de un
valor dado.

La expresion "efecto sinérgico", como se usa en el presente documento, se refiere a la accion de dos agentes tales
como, por ejemplo, un compuesto de Férmula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un inhibidor de
BCL-2 (por ejemplo, venetoclax), para producir un efecto, por ejemplo, ralentizar la progresion sintomatica de cancer
o sintomas del mismo, que es mayor que la suma simple de los efectos de cada farmaco administrado por si mismo.
Un efecto sinérgico puede calcularse, por ejemplo, usando métodos adecuados tales como la ecuacion Sigmoidea-
Emsx. (Holford, N. H. G. y Scheiner, L. B., Clin. Pharmacokinet. 6: 429-453 (1981)), la ecuacion de aditividad de
Loewe (Loewe, S. y Muischnek, H., Arch. Exp. Pathol Pharmacol. 114: 313-326 (1926)) y la ecuacién de efecto de
mediana (Chou, T. C. y Talalay, P., Adv. Enzyme Regul. 22: 27-55 (1984)). Cada ecuacion indicada anteriormente
puede aplicarse a datos experimentales para generar un grafico correspondiente para ayudar a evaluar los efectos
de la combinacién de farmacos. Los correspondientes graficos asociados a las ecuaciones indicados anteriormente
son la curva de concentracion-efecto, curva de isobolograma y curva de indice de combinacion, respectivamente.
Las combinaciones farmacéuticas proporcionadas en el presente documento exhiben efectos sinérgicos en relacion
con el crecimiento y viabilidad celulares en relacién con lineas celulares de leucemia (véanse, por ejemplo, los
Ejemplos 3 y 4). En algunas realizaciones, las combinaciones farmacéuticas proporcionadas en el presente
documento se administran en cantidades que dan como resultado efectos sinérgicos. En algunas realizaciones, las
combinaciones farmacéuticas proporcionadas en el presente documento se administran en cantidades que dan
como resultado mas que los efectos aditivos.

La expresion "histona desacetilasa" o el término "HDAC" se refiere a enzimas que retiran grupos acetilo de restos de

lisina en histonas centrales, conduciendo de ese modo a la formacién de una cromatina condensada y
transcripcionalmente silente. En la actualidad, se conocen 18 histona desacetilasas, que se clasifican en cuatro
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grupos. Las HDAC de Clase |, que incluyen HDAC1, HDAC2, HDAC3, y HDACS, estan relacionadas con el gen
RPD3 de levadura. Las HDAC de Clase Il, que incluyen HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAC7, HDAC9, y HDAC10,
estan relacionadas con el gen Hda1 de levadura. Las HDAC de Clase lll, que también se conocen como sirtuinas,
estan relacionadas con el gen Sir2 e incluyen SIRT1-7. La HDAC de Clase IV, que contiene solo HDAC11, tiene
caracteristicas de las HDAC de Clase tanto | como Il. El término "HDAC" se refiere a una cualquiera o mas de las 18
histona desacetilasas conocidas, a menos que se indique de otro modo.

La expresién "inhibidor de histona desacetilasa" (inhibidores de HDAC, HDACI, HDI), como se usa en el presente
documento, se refiere a un compuesto que fijja como diana selectivamente, disminuye o inhibe al menos una
actividad de una histona desacetilasa.

Inhibidores de histona desacetilasa

En el presente documento se proporcionan combinaciones farmacéuticas que comprenden un inhibidor de histona
desacetilasa 6 (HDACG6) de Férmula | (también denominado "compuestos de Férmula I" en el presente documento):

O @]
N?Z | N’\/\/\)\ﬁ/OH
A R

a—=

)

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

en donde,

el anillo B es arilo o heteroarilo;

R1 es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido con OH, halo, o alquilo C1.
6’

y
R es H o alquilo C1..

En una realizacion del compuesto de Férmula |, el anillo B es arilo. En diversas realizaciones, Ry es arilo o
heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido con halo.

En una realizacién de Formula I, R1 es un arilo que esté sustituido con OH, halo, o alquilo C1..

En otra realizacion de Férmula |, Ry es arilo Cs-C7 que esta sustituido con OH, halo, o alquilo C1..

En otra realizacion de Férmula |, Ry es heteroarilo C4-C7 que esta sustituido con OH, halo, o alquilo C1s.

En otra realizacion mas de Férmula |, R¢ es fenilo que esta sustituido con OH, halo, o alquilo C1s.

En otra realizacion mas de Férmula |, R¢ es fenilo que esta sustituido con halo.

En otra realizacion mas de Férmula |, R1 es fenilo que esta sustituido con cloro.

En otra realizacion de Formula |, el anillo B es arilo Cs-Cs.

En otra realizacion de Férmula |, el anillo B es heteroarilo C4-C5.

En otra realizacion mas de Férmula I, el anillo B es fenilo.

En una realizaciéon especifica, el compuesto de Férmula | es el Compuesto A, o una sal farmacéuticamente

aceptable del mismo, o el Compuesto B, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como se muestra en la
Tabla 1:



10

15

20

25

30

35

40

ES2925197 T3

Tabla 1.
o} O o} 0
/\/\/\)‘k ~OH /\/\/\)L ~OH
QI : s8en :
N)%N N N
i Cl
Compuesto A Compuesto B
2-(difenilamino)-N-(7-(hidroxiamino)-7- 2-((2-clorofenil)(fenil)amino)-N-(7-
oxoheptil)pirimidina-5-carboxamida (hidroxiamino)-7-oxoheptil)pirimidina-5-
Clso (nM) HDACG6 = 10 HDAC3 = 84 carboxamida
Clso (nM) HDAC6 = 4 HDAC3 =76

Por conveniencia, el grupo de inhibidores de histona desacetilasa 6 de Férmula | o sus sales se denominan
conjuntamente compuestos de Férmula |, lo que significa que la referencia a los compuestos de Formula | se referira
a cualquiera de los compuestos o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos en la alternativa.

Los compuestos de Formula | (por ejemplo, los Compuestos A y B) se conocen como inhibidores de HDACSG, y se
describen en el documento de Publicacion PCT n.° WO2011/091213. Los Compuestos A y B se estan investigando
en la actualidad en desarrollo clinico en Fase 1b para el tratamiento de mieloma multiple.

En el presente documento, también se describe la preparacion de los Compuestos A y B en el Ejemplo 1.
Preferentemente, los compuestos A y B estan en forma de base libre.

Las sales de los compuestos de Foérmula | son preferentemente sales farmacéuticamente aceptables; los
contraiones adecuados que forman las sales farmacéuticamente aceptables se conocen en el campo.

Inhibidores de BCL-2

La expresion "inhibidor de BCL-2", como se usa en el presente documento, se refiere a un compuesto que fija como
diana selectivamente, disminuye o inhibe al menos una actividad de BCL-2. La familia de proteinas de linfoma de
linfocitos B 2 (Bcl-2) son reguladores clave de la ruta mitocondrial (también denominada "intrinseca") de la apoptosis.
Véase, Danial, N. N. y Korsmeyer, S. J. Cell (2004) 116, 205-219. La regulacion defectuosa de BCL-2 esta implicada
en una gran diversidad de canceres, particularmente canceres hematoldgicos tales como linfoma folicular, linfoma
macrocitico difuso y leucemia linfocitica crénica. Adams, J. M. y Cory, S. Science (1998) 281, 1322-1326.

Algunos ejemplos de inhibidores de BCL-2 incluyen, por ejemplo, 4-[4-[[2-(4-clorofenil)-5,5-dimetil-1-ciclohexen-1-
illmetil]-1-piperazinil]-N-[[4-[[(1 R)-3-(4-morfolinil)-1-[(feniltio)metil]propilJamino]-3-[(trifluorometil)sulfonillfenil]sulfonil]
benzamida (navitoclax o ABT-263); tetrocarcina A; antimicina; gosipol (por ejemplo, (-)-gosipol acido acético);
obatoclax (GX15-070); 2-amino-6-bromo-4-(1-ciano-2-etoxi-2-oxoetil)-4H-cromeno-3-carboxilato de etilo (HA 14-1);
oblimerseno; un péptido Bak BH3; 4-[4-[(4'-cloro[1,1'-bifenil]-2-il)metil]-1-piperazinil]-N-[[4-[[(1 R)-3-(dimetilamino)-1-
[(feniltio)metil]propillamino]-3-nitrofenil]sulfonil]-benzamida (ABT-737); 2-((1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)oxi)-4-(4-((4'-
cloro-5,5-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-[1, 1'-bifenil]-2-il)metil)piperazin-1-il}-N-((3-nitro-4-(((tetrahidro-2H-piran-4-
il)metil)amino)fenil)sulfonil)benzamida (venetoclax); y S55746 (BCL201).

Puede usarse venetoclax en las combinaciones farmacéuticas proporcionadas en el presente documento.

En la Tabla 2 se muestran las estructuras de ciertos inhibidores de BCL-2:
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Inhibidor de BCL-2

Estructura
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(continuacion)

Inhibidor de BCL-2 Estructura
NO.
i
o=y
OxNH
/l R
S
NT Ol
venetoclax ENj
M
Cl I

El inhibidor de BCL-2 es venetoclax (también denominado "ABT-199"), o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

Venetoclax esta aprobado por la FDA para el tratamiento de pacientes con leucemia linfocitica crénica (LLC) con
delecion 17p, detectada mediante un ensayo aprobado por la FDA, que habian recibido al menos una terapia
anterior (véase, por ejemplo, el prospecto de la FDA para VENCLEXTA™ http://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda
docs/label/2016/208573s000Ibl.pdf).

Los datos proporcionados en el presente documento muestran que la terapia de combinacién proporcionada en el
presente documento (por ejemplo, inhibidores de HDAC6 y un inhibidor de BCL-2) redujo sinérgicamente la
viabilidad de ciertas lineas celulares de cancer (véase, por ejemplo, el Ejemplo 3). Ademas, la terapia de
combinacion proporcionada en el presente documento aumenta sinérgicamente la apoptosis de ciertas lineas
celulares de cancer (véase, por ejemplo, el Ejemplo 4).

Los compuestos de Formula | o el inhibidor de BCL-2, o ambos, pueden administrarse en forma libre o en forma de
sal farmacéuticamente aceptable.

En el presente documento también se proporciona un envase comercial que comprende, como agentes terapéuticos,
la combinacion proporcionada en el presente documento, junto con instrucciones para administracion simultanea,
separada o secuencial de los mismos para uso en el retraso de progreso o el tratamiento de un cancer.

Usos para tratamiento

En el presente documento se proporciona una cantidad terapéuticamente eficaz de una combinacion farmacéutica
proporcionada en el presente documento, es decir, una combinacion farmacéutica que comprende:

(a) un inhibidor de histona desacetilasa 6 (HDACG6) de Férmula I:

@] 0]
N | ,]J/\/\/\)LNfOH
AR i

a—=

U

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

en donde,

el anillo B es arilo o heteroarilo;

R1 es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido con OH, halo, o alquilo C1.;
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y
R es H o alquilo C16; y

(b) un inhibidor de BCL-2, en donde el inhibidor de BCL-2 es 2-((1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)oxi)-4-(4-((4'-cloro-5,5-
dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)piperazin-1-il)-N-((3-nitro-4-(((tetrahidro-2H-piran-4-
il)metil)amino)fenil)sulfonil)benzamida (venetoclax) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

para uso en el tratamiento o prevencion de cancer en un sujeto que lo necesita.

En una realizacion especifica de los usos, el inhibidor de HDAC6 es el Compuesto B, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

Los usos proporcionados en el presente documento pueden usarse tanto para tumores soélidos como para tumores
liquidos. Ademas, dependiendo del tipo de tumor y la combinacién particular usada, puede obtenerse una
disminucion del volumen tumoral. La combinacién desvelada en el presente documento también es adecuada para
prevenir la extension metastasica de tumores y el crecimiento o desarrollo de micrometastasis. La combinacién
desvelada en el presente documento es adecuada para el tratamiento de pacientes con mal pronéstico.

En diversas realizaciones del uso, el cancer es un cancer hematoldgico. Los canceres hematoldgicos incluyen
leucemias, linfomas y mielomas.

En diversas realizaciones del uso, el cancer es leucemia mielégena aguda (LMA), leucemia linfocitica crénica (LLC),
linfoma no Hodgkin, mieloma multiple, o sindrome mielodisplasico (SMD). En una realizacion mas, el cancer es
linfoma de células del manto (LCM). En otra realizacion mas, el cancer es un linfoma de linfocitos B.

En diversas realizaciones del uso, el cancer es refractario o resistente al tratamiento con al menos una terapia
anterior.

En el presente documento se desvela un método para tratar un cancer en un sujeto que lo necesita, que comprende
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de HDAC de Foérmula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de BCL-2. En el
presente documento se desvela un método para tratar un cancer en un sujeto que lo necesita, que comprende
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de Compuesto A, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, y una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de BCL-2.

En el presente documento se desvela un método para tratar un cancer hematoldgico en un sujeto que lo necesita,
que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de HDAC de Férmula |, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de BCL-2, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En el presente documento se desvela un método para tratar un
cancer hematolégico en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de Compuesto A, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y una cantidad
terapéuticamente eficaz de un inhibidor de BCL-2, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En el presente documento se desvela un método para tratar una leucemia en un sujeto que lo necesita, que
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de HDAC de Férmula |, o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de BCL-2, o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En el presente documento se desvela un método para tratar una
leucemia en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de
Compuesto A, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y una cantidad terapéuticamente eficaz de un
inhibidor de BCL-2, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Se desvela un método para tratar un cancer en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto una
cantidad terapéuticamente eficaz de Compuesto A, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y una
cantidad terapéuticamente eficaz de venetoclax, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Esta realizacion
exhibe sinergia, de modo que pueden usarse en el método cantidades subterapéuticas de Compuesto A o de
venetoclax.

Se desvela un método para tratar un cancer hematolédgico en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar
al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de Compuesto A, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
y una cantidad terapéuticamente eficaz de venetoclax, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Se desvela un método para tratar una leucemia en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto
una cantidad terapéuticamente eficaz de Compuesto A, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y una
cantidad terapéuticamente eficaz de venetoclax, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En el presente documento se desvela un método para tratar un cancer hematoldgico en un sujeto que lo necesita,
que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de Compuesto B, o una sal
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farmacéuticamente aceptable del mismo, y una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de BCL-2, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En el presente documento se desvela un método para tratar una leucemia en un sujeto que lo necesita, que
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de Compuesto B, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de BCL-2, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

Se desvela un método para tratar un cancer en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto una
cantidad terapéuticamente eficaz de Compuesto B, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y una
cantidad terapéuticamente eficaz de venetoclax, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Esta realizacion
exhibe sinergia, de modo que pueden usarse en el método cantidades subterapéuticas de Compuesto B o de
venetoclax.

Se desvela un método para tratar un cancer hematolédgico en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar
al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de Compuesto B, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
y una cantidad terapéuticamente eficaz de venetoclax, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Se desvela un método para tratar una leucemia en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto
una cantidad terapéuticamente eficaz de Compuesto B, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y una
cantidad terapéuticamente eficaz de venetoclax, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El sujeto considerado en el presente documento es habitualmente un ser humano. Sin embargo, el sujeto puede ser
cualquier mamifero para el que se desee tratamiento. De ese modo, los usos descritos en el presente documento
pueden aplicarse a aplicaciones tanto humanas como veterinarias.

Combinaciones y composiciones farmacéuticas

En el presente documento se proporciona una combinacion farmacéutica que comprende un inhibidor de histona
desacetilasa (HDAC) y un inhibidor de BCL-2.

En un aspecto, en el presente documento se proporciona una combinacion farmacéutica que comprende:

(a) un inhibidor de histona desacetilasa 6 (HDACG6) de Férmula I:

0] 0
)N;| E/\/\/\)\H/OH
N N
L

)

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

en donde,

el anillo B es arilo o heteroarilo;

R1 es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido con OH, halo, o alquilo C1.
6,

y

R es H o alquilo C16; ¥

(b) un inhibidor de BCL-2, en donde el inhibidor de BCL-2 es 2-((1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)oxi)-4-(4-((4'-cloro-5,5-
dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)piperazin-1-il)-N-((3-nitro-4-(((tetrahidro-2H-piran-4-
il)metil)amino)fenil)sulfonil)benzamida (venetoclax), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En diversas realizaciones de la combinacion farmacéutica, el anillo B es arilo.

En diversas realizaciones de la combinacion farmacéutica, R1 es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales puede
estar opcionalmente sustituido con halo.

En diversas realizaciones de la combinacion farmacéutica, el compuesto de Férmula | es el Compuesto A, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. En otra realizacion, el compuesto de Férmula | es el Compuesto B, o una
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sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El inhibidor de BCL-2 es 2-((1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)oxi)-4-(4-((4'-cloro-5,5-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-bifenil]-
2-il)metil)piperazin-1-il)-N-((3-nitro-4-(((tetrahidro-2H-piran-4-il)metil)amino)fenil)sulfonil)benzamida  (venetoclax) o
sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

En una realizacion especifica de la combinacién farmacéutica, el inhibidor de HDAC6 es el Compuesto B, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En diversas realizaciones de la combinacion farmacéutica, el inhibidor de HDACG y el inhibidor de BCL-2 estan en la
misma formulacion. En otras realizaciones de la combinacion farmacéutica, el inhibidor de HDACG6 y el inhibidor de
BCL-2 estan en formulaciones separadas.

En diversas realizaciones de la combinacion farmacéutica, la combinacion es para administracion simultanea o
secuencial.

En diversas realizaciones, la combinacion farmacéutica es para uso en el tratamiento de cancer en un sujeto que lo
necesita.

En una realizacion, la combinacion de la invencion se usa para el tratamiento o prevencion de cancer que
comprende administrar al sujeto una terapia de combinacion, que comprende una cantidad eficaz del inhibidor de
HDACG6 (es decir, los compuestos de Formula |) y una cantidad eficaz del inhibidor de BCL-2. Preferentemente,
estos compuestos se administran en dosificaciones terapéuticamente eficaces que, cuando se combinan,
proporcionan un efecto beneficioso. La administracion puede comprender la administracion separada de cada
componente, simultanea o secuencialmente.

En diversas realizaciones, la combinaciéon farmacéutica es para uso en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento o prevencion de cancer. En una realizacion mas, la combinacion farmacéutica es para uso en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de cancer.

La combinacion farmacéutica proporcionada en el presente documento también puede inhibir el crecimiento tanto de
tumores solidos como de tumores liquidos. Ademas, dependiendo del tipo de tumor y la combinacion particular
usada, puede obtenerse una disminucion del volumen tumoral. La combinacion desvelada en el presente documento
también es adecuada para prevenir la extension metastasica de tumores y el crecimiento o desarrollo de
micrometastasis. La combinacion desvelada en el presente documento es adecuada para el tratamiento de
pacientes con mal pronéstico.

En otras realizaciones diversas, la combinacion farmacéutica es para uso en la preparacion de un medicamento para
el tratamiento de cancer.

En diversas realizaciones de la combinaciéon farmacéutica, el cancer es un cancer hematolégico. Los canceres
hematolégicos incluyen leucemias, linfomas y mielomas.

En diversas realizaciones de la combinacion farmacéutica, el cancer es leucemia mielégena aguda (LMA), leucemia
linfocitica crénica (LLC), linfoma no Hodgkin, mieloma multiple, o sindrome mielodisplasico (SMD). En una
realizacion mas, el cancer es linfoma de células del manto (LCM). En otra realizacion mas, el cancer es un linfoma
de linfocitos B.

En diversas realizaciones de la combinacion farmacéutica, el cancer es refractario o resistente al tratamiento con al
menos una terapia anterior.

En el presente documento se proporcionan combinaciones farmacéuticas que comprenden un inhibidor de histona
desacetilasa (HDAC) y un inhibidor de BCL-2.

Como se usa en el presente documento, la expresion "composicién farmacéutica" se define en el presente
documento para referirse a una mezcla o soluciéon que contiene el agente o agentes terapéuticos que se administran
a un sujeto, por ejemplo, un mamifero o ser humano, con el fin de prevenir o tratar una enfermedad o afeccion
particular que afecta al mamifero.

En el presente documento se proporciona una combinacion farmacéutica que comprende:

(a) un inhibidor de histona desacetilasa 6 (HDACG6) de Férmula I:
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

en donde,

el anillo B es arilo o heteroarilo;

R1 es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido con OH, halo, o alquilo C1.;

y
R es H o alquilo C16; y

(b) un inhibidor de BCL-2 en donde el inhibidor de BCL-2 es 2-((1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)oxi)- 4-(4-((4'-cloro-5,5-
dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)piperazin-1-il)-N-((3-nitro-4-(((tetrahidro-2H-piran-4-
il)metil)amino)fenil)sulfonil)benzamida (venetoclax) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una realizacion de la composicion, el anillo B es arilo. En diversas realizaciones, R es arilo o heteroarilo, cada
uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido con halo.

En otra realizacion de la composicion, el compuesto de Formula | es el Compuesto A, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo. En otra realizacion de la composicion, el compuesto de Férmula | es el Compuesto B, o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El inhibidor de BCL-2 es 2-((1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)oxi)-4-(4-((4'-cloro-5,5-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-bifenil]-
2-il)metil)piperazin-1-il)-N-((3-nitro-4-(((tetrahidro-2H-piran-4-il)metil)amino)fenil)sulfonil)benzamida (venetoclax)) o
sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

En una realizacidon especifica de la composicién, el compuesto de Férmula | es el Compuesto A, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una realizacidon especifica de la composicién, el compuesto de Férmula | es el Compuesto B, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una realizacién de la composicion, la composicion farmacéutica comprende ademas uno o0 mas excipientes.
Como se usa en el presente documento, la expresion "excipiente farmacéuticamente aceptable" o "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion, revestimientos,
tensioactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes antibacterianos, agentes antifungicos), agentes
isoténicos, agentes de retraso de absorcidon, sales, conservantes, farmacos, estabilizantes de farmacos,
aglutinantes, excipientes, agentes de disgregacion, lubricantes, agentes edulcorantes, agentes aromatizantes,
colorantes, y similares y combinaciones de los mismos, bien conocidos por los expertos en la materia (véase, por
ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing Company, 1990, pag. 1289-1329). Siempre
que cualquier vehiculo convencional sea compatible con el ingrediente activo, se contempla su uso en las
composiciones terapéuticas o farmacéuticas.

La composicidon farmacéutica puede contener de aproximadamente un 0,1 % a aproximadamente un 99,9 %,
preferentemente de aproximadamente un 1 % a aproximadamente un 60 % del agente o agentes terapéuticos.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la terapia de combinacion para administracion enteral o
parenteral son, por ejemplo, aquellas en formas de dosificacion unitarias, tales como comprimidos revestidos con
azucar, comprimidos, capsulas o supositorios, o ampollas. Si no se indica de otro modo, estas se preparan de forma
conocida en si misma, por ejemplo por medio de diversos procesos convencionales de mezcla, trituracion,
compresion directa, granulacion, revestimiento con azucar, disolucion, liofilizacion, granulacion en estado fundido, o
técnicas de fabricacion muy evidentes para los expertos en la materia. Se ha de entender que el contenido unitario
de un compafiero de combinaciéon contenido en una dosis individual de cada forma de dosificacién no necesita
constituir en si mismo una cantidad eficaz dado que la cantidad eficaz necesaria puede alcanzarse por
administracion de una pluralidad de unidades de dosificacion.
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Administracion/dosis

El uso para tratar cancer de acuerdo con la presente divulgacion proporcionado en el presente documento puede
comprender (i) administracion del inhibidor de HDACG6 (a) en forma libre o de sal farmacéuticamente aceptable vy (ii)
administracion del inhibidor de BCL-2 (b) en forma libre o de sal farmacéuticamente aceptable simultdnea o
secuencialmente, en cualquier orden, en cantidades terapéutica y conjuntamente eficaces, preferentemente en
cantidades sinérgicamente eficaces, por ejemplo, en dosificaciones diarias o intermitentes. Los compafieros de
combinacion individuales de la combinacidon farmacéutica proporcionada en el presente documento pueden
administrarse por separado en diferentes momentos durante el curso de la terapia o simultaneamente en formas de
combinacion divididas o individuales. Por tanto, se ha de entender que el uso proporcionado en el presente
documento incluye la totalidad de tales regimenes de tratamiento simultaneo o alternante y el término "administrar"
se ha de interpretar en consecuencia.

Por ejemplo, en una realizacion del uso, el inhibidor de HDACG6 se administra primero, seguido del inhibidor de BCL-
2. En ofra realizacion del uso, el inhibidor de BCL-2 se administra primero, seguido del inhibidor de HDACS.

Los compuestos de Férmula | pueden administrarse por via oral en una cantidad de aproximadamente 10 mg a
aproximadamente 1000 mg (incluyendo, por ejemplo, de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 500 mg, por
dia en dosis individuales o multiples. De ese modo, en una realizacion de los usos para el tratamiento proporcionado
en el presente documento, el compuesto de Férmula | se administra con una dosificacion de aproximadamente
10 mg, 20 mg, 30 mg, 40 mg, 50 mg, 60 mg, 70 mg, 80 mg, 90 mg, 100 mg, 110 mg, 120 mg, 130 mg, 140 mg,
150 mg, 160 mg, 170 mg, 180 mg, 190 mg, 200 mg, 210 mg, 220 mg, 230 mg, 240 mg, 250 mg, 260 mg, 270 mg,
280 mg, 290 mg, 300 mg, 310 mg, 320 mg, 330 mg, 340 mg, 350 mg, 360 mg, 370 mg, 380 mg, 390 mg, 400 mg,
410 mg, 420 mg, 430 mg, 440 mg, 450 mg, 460 mg, 470 mg, 480 mg, 490 mg, o 500 mg por dia. En una realizacion
mas, el compuesto de Formula | se administra con una dosificacion de aproximadamente 20 mg, 30 mg, 40 mg,
50 mg, 60 mg, 70 mg, 80 mg, 90 mg, 100 mg, 110 mg, 120 mg, 130 mg, 140 mg, 150 mg, 160 mg, 170 mg, 180 mg,
190 mg, 0 200 mg por dia. En una realizacion de la combinacion farmacéutica, el Compuesto A esta en una cantidad
de aproximadamente 600mg a 3000mg (por ejemplo, aproximadamente 600, aproximadamente 800,
aproximadamente 1000, aproximadamente 1200, aproximadamente 1400, aproximadamente 1600,
aproximadamente 1800, aproximadamente 2000 mg). En una realizacion mas de la combinacion farmacéutica, el
Compuesto A esta en una cantidad de aproximadamente 600 mg a 2000 mg. En una realizaciéon preferente de la
combinacién farmacéutica, el Compuesto A esta en una cantidad de aproximadamente 180 mg a 480 mg.

En otra realizacién de la combinacion farmacéutica, el Compuesto A esta en una cantidad de aproximadamente
5 mg a 600 mg (por ejemplo, aproximadamente 5, aproximadamente 25, aproximadamente 50, aproximadamente
100, aproximadamente 200, aproximadamente 300, aproximadamente 400, aproximadamente 500,
aproximadamente 600 mg). En otra realizacion de la combinacion farmacéutica el Compuesto A estd de 10 mg a
200 mg.

En una realizacion de la combinacién farmacéutica, el Compuesto B esta en una cantidad de aproximadamente
600 mg a 3000 mg (por ejemplo, aproximadamente 600, aproximadamente 800, aproximadamente 1000,
aproximadamente 1200, aproximadamente 1400, aproximadamente 1600, aproximadamente 1800,
aproximadamente 2000 mg). En una realizacién mas de la combinacién farmacéutica, el Compuesto B esta en una
cantidad de aproximadamente 600 mg a 2000 mg. En una realizacion preferente de la combinacion farmacéutica, el
Compuesto B esta en una cantidad de aproximadamente 180 mg a 480 mg.

En otra realizacién de la combinacion farmacéutica, el Compuesto B esta en una cantidad de aproximadamente
5 mg a 600 mg (por ejemplo, aproximadamente 5, aproximadamente 25, aproximadamente 50, aproximadamente
100, aproximadamente 200, aproximadamente 300, aproximadamente 400, aproximadamente 500,
aproximadamente 600 mg). En otra realizacion de la combinacion farmacéutica el Compuesto B estd de 10 mg a
200 mg.

En una realizacién de la terapia de combinacion proporcionada en el presente documento, se administra venetoclax
por via oral. En una realizacion mas, la dosificacion diaria de venetoclax esta entre aproximadamente 10 y
aproximadamente 500 mg por dia (incluyendo por ejemplo, aproximadamente 10 mg a aproximadamente 400 mg,
aproximadamente 10 mg a aproximadamente 300 mg, o aproximadamente 10 mg a aproximadamente 200 mg) por
dia en dosis multiples u individuales.

En otras realizaciones de la terapia de combinacion proporcionada en el presente documento, el inhibidor de BCL-2
(venetoclax) se administra con una dosificacion de aproximadamente 10 mg, 20 mg, 30 mg, 40 mg, 50 mg, 60 mg,
70 mg, 80 mg, 90 mg, 100 mg, 110 mg, 120 mg, 130 mg, 140 mg, 150 mg, 160 mg, 170 mg, 180 mg, 190 mg,
200 mg, 210 mg, 220 mg, 230 mg, 240 mg, 250 mg, 260 mg, 270 mg, 280 mg, 290 mg, 300 mg, 310 mg, 320 mg,
330 mg, 340 mg, 350 mg, 360 mg, 370 mg, 380 mg, 390 mg, 400 mg, 410 mg, 420 mg, 430 mg, 440 mg, 450 mg,
460 mg, 470 mg, 480 mg, 490 mg, o 500 mg por dia. En una realizacion mas, el inhibidor de BCL-2 se administra
con una dosificacion de aproximadamente 10 mg, 20 mg, 30 mg, 40 mg, 50 mg, 60 mg, 70 mg, 80 mg, 90 mg,
100 mg, 110 mg, 120 mg, 130 mg, 140 mg, 150 mg, 160 mg, 170 mg, 180 mg, o 200 mg por dia. En una realizacién
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de la combinacion farmacéutica, la proporcion del compuesto de Férmula | con respecto al inhibidor de BCL-2 esta
en el intervalo de 700:1-1:40. En otra realizacion, la proporcion del compuesto de Férmula | con respecto al inhibidor
de BCL-2 esté en el intervalo de 2:1 a 1:2, por ejemplo, 2:1, 1:1, 0 1:2; 170:1 a 150:1, por ejemplo, 170:1, 160:1 o
150:1; 3:1 a 1:1, por ejemplo, 3:1, 2:1 o0 1:1; 4:1 a 1:1, por ejemplo, 4:1, 3:1, 2:1 0 1:1; 0 30:1 a 10:1, por ejemplo,
30:1, 20:1 0 10:1.

En otra realizacion de la combinacién farmacéutica, la proporciéon del Compuesto A con respecto al inhibidor de BCL-
2 esta en el intervalo de 700:1-1:40. En otra realizacion, la proporcion del Compuesto A con respecto al inhibidor de
BCL-2 esta en el intervalo de 2:1 a 1:2, por ejemplo, 2:1, 1:1, 0 1:2; 170:1 a 150:1, por ejemplo, 170:1, 160:1 0 150:1;
3:1 a 1:1, por ejemplo, 3:1, 2:1 0 1:1; 4:1 a 1:1, por ejemplo, 4:1, 3:1, 2:1 0 1:1; 0 30:1 a 10:1, por ejemplo, 30:1, 20:1
o0 10:1.

En otra realizacion de la combinacién farmacéutica, la proporciéon del Compuesto B con respecto al inhibidor de BCL-
2 esta en el intervalo de 700:1-1:40. En otra realizacion, la proporcion del Compuesto B con respecto al inhibidor de
BCL-2 estd en el intervalo de 2:1 a 1:2, por ejemplo, 2:1, 1:1, 0 1:2; 170:1 a 150:1, por ejemplo, 170:1, 160:1 0 150:1;
3:1 a 1:1, por ejemplo, 3:1, 2:1 0 1:1; 0 30:1 a 10:1, por ejemplo, 30:1, 20:1 o 10:1.

En otra realizacion de la combinacion farmacéutica, la proporcion del Compuesto A con respecto al venetoclax esta
en el intervalo de 700:1-1:40. En otra realizacion, la proporcion del Compuesto A con respecto al venetoclax esta en
el intervalo de 2:1 a 1:2, por ejemplo, 2:1, 1:1, 0 1:2; 170:1 a 150:1, por ejemplo, 170:1, 160:1 o 150:1; 3:1 a 1:1, por
ejemplo, 3:1, 2:1 0 1:1; 0 30:1 a 10:1, por ejemplo, 30:1, 20:1 0 10:1.

En otra realizacion de la combinacion farmacéutica, la proporcion del Compuesto B con respecto al venetoclax esta
en el intervalo de 700:1-1:40. En otra realizacion, la proporcion del Compuesto B con respecto al venetoclax esta en
el intervalo de 2:1 a 1:2, por ejemplo, 2:1, 1:1, 0 1:2; 170:1 a 150:1, por ejemplo, 170:1, 160:1 o 150:1; 3:1 a 1:1, por
ejemplo, 3:1, 2:1 0 1:1; 0 30:1 a 10:1, por ejemplo, 30:1, 20:1 0 10:1.

Puede mostrarse mediante modelos de ensayo establecidos que una combinacion farmacéutica proporcionada en el
presente documento da como resultado los efectos beneficiosos descritos anteriormente en el presente documento.
El experto en la materia estd completamente capacitado para seleccionar el modelo de ensayo pertinente para
probar tales efectos beneficiosos. La actividad farmacoldgica de las combinaciones farmacéuticas proporcionadas en
el presente documento puede demostrarse, por ejemplo, en un estudio clinico o en un modelo animal.

En una realizaciéon, la combinacién o composicion farmacéutica, o ambas, proporcionadas en el presente
documento, presentan un efecto sinérgico.

En una realizacién mas, en el presente documento se proporciona una combinacién sinérgica para administracion a
un sujeto que comprende la combinacién de la invencidon, donde el intervalo de dosis de cada componente
corresponde a los intervalos sinérgicos sugeridos en un modelo tumoral o estudio clinico adecuado.

En la determinacion de una interaccion sinérgica entre uno o mas componentes, el intervalo éptimo para el efecto y
los intervalos de dosis absoluta de cada componente para el efecto pueden medirse definitivamente mediante
administracion de los componentes en intervalos de proporcién p/p y dosis diferentes a pacientes con necesidad de
tratamiento. Para seres humanos, la complejidad y coste de realizar estudios clinicos en pacientes puede hacer que
no sea practico el uso de esta forma de ensayo como modelo primario de sinergia. Sin embargo, la observaciéon de
sinergia en ciertos experimentos puede ser predictiva del efecto en otras especies, y existen modelos animales que
pueden usarse para cuantificar adicionalmente un efecto sinérgico. Los resultados de tales estudios también pueden
usarse para predecir intervalos de proporcion de dosis eficaz y las dosis absolutas y concentraciones en plasma.

En una realizacién mas, en el presente documento se proporciona una combinacién sinérgica para administracion a
un sujeto que comprende la combinacién de la invencion, donde el intervalo de dosificacién de cada componente
corresponde a los intervalos sinérgicos sugeridos en un modelo tumoral o estudio clinico adecuado.

La dosificacion eficaz de cada uno de los comparieros de combinacion empleados en la combinacion de la invencion
puede variar dependiendo del compuesto particular o la composicion farmacéutica empleada, el modo de
administracion, la afeccidon que se trata, y la gravedad de la afeccion que se trata. De ese modo, el régimen de
dosificaciéon de la combinacion de la invencion se selecciona de acuerdo con una diversidad de factores que incluyen
la ruta de administracion y la funcién renal y hepatica del paciente.

Las proporciones, dosificaciones individuales y combinadas y concentraciones optimas de los compafieros de
combinacion (por ejemplo, el compuesto de Férmula | y el inhibidor de BCL-2) de la combinacién proporcionada en
el presente documento que proporcionan eficacia sin toxicidad se basan en la cinética de la disponibilidad de los
agentes terapéuticos en los sitios diana, y se determinan usando métodos conocidos por los expertos en la materia.

La dosificacion eficaz de cada uno de los compafieros de combinacion puede requerir administracion mas frecuente
de uno de los compuestos en comparacion con los otros compuestos de la combinacion. Por tanto, para permitir una
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dosificacién apropiada, los productos farmacéuticos envasados pueden contener una o mas formas de dosificacion
que contengan la combinacidon de compuestos, y una o mas formas de dosificacién que contengan uno de los
compuestos, pero no el otro compuesto de la combinacion.

Cuando los compafieros de combinaciéon que se emplean en la combinacién de la invencion se aplican en la forma
comercializada como farmacos individuales, su dosificacion y modo de administracién puede ser de acuerdo con la
informacion proporcionada en el prospecto del respectivo farmaco comercializado, si no se menciona de otro modo
en el presente documento.

La dosificacion optima de cada compariero de combinacién para el tratamiento de un cancer puede determinarse
empiricamente para cada individuo usando métodos conocidos y dependera de una diversidad de factores, que
incluyen: el grado de avance de la enfermedad; la edad, peso corporal, estado general de salud, género y dieta del
individuo; el momento y la ruta de administracion; y otras medicaciones que esté tomando el individuo. Las
dosificaciones 6ptimas pueden establecerse usando ensayos y procedimientos rutinarios que se conocen bien en la
técnica.

La cantidad de cada comparfiero de combinacion que puede combinarse con los materiales de vehiculo para producir
una forma de dosificacion individual variara dependiendo del individuo tratado y el modo particular de administracion.
En algunas realizaciones, las formas de dosificacion unitarias que contienen la combinacion de agentes descrita en
el presente documento contendran las cantidades de cada agente de la combinacion que se administran
habitualmente cuando los agentes se administran solos.

La frecuencia de dosificacion variara dependiendo del compuesto usado y la afeccién particular que se trata o
previene. Generalmente, los pacientes pueden monitorizarse para eficacia terapéutica usando ensayos adecuados
para la afeccion que se trata o previene, que seran familiares para los expertos habituales en la materia. En diversas
realizaciones de la combinacién farmacéutica, el inhibidor de HDAC6 y el inhibidor de BCL-2 estan en la misma
formulacion. Alternativamente, el inhibidor de HDACG y el inhibidor de BCL-2 estan en formulaciones separadas.

En diversas realizaciones de la combinacion farmacéutica, la combinacion es para administracion simultanea o
secuencial.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
estan de acuerdo con el significado conocido habitualmente por el experto habitual en la materia.

EJEMPLOS

Los siguientes Ejemplos ilustran la invencion descrita anteriormente; sin embargo, no ha de interpretarse que limiten
el alcance de la invencion en modo alguno. Los efectos beneficiosos de la combinacion farmacéutica de la presente
invencion también pueden determinarse mediante otros modelos de ensayo conocidos por los expertos en la materia
pertinente.

Ejemplo 1: Sintesis de 2-(difenilamino)-N-(7-(hidroxiamino)-7-oxoheptil)pirimidina-5-carboxamida (Compuesto A) y 2-
((2-clorofenil)(fenil)amino)-N-(7-(hidroxiamino)-7-oxoheptil)pirimidina-5-carboxamida (Compuesto B)

|. Sintesis de 2-(difenilamino)-N-(7-(hidroxiamino)-7-oxoheptil)pirimidina-5-carboxamida (Compuesto A):
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Sintesis del Intermedio 2: se desgasificé una mezcla de anilina (3,7 g, 40 mmol), compuesto 1 (7,5 g, 40 mmol) y
K>CO3 (11 g, 80 mmol) en DMF (100 ml) y se agitdé a 120 °C en atmodsfera de N2 durante una noche. La mezcla de
reaccion se enfrio a ta. y se diluyd con EtOAc (200 ml), y a continuacion se lavo con solucion salina saturada
(200 ml x 3). Las fases organicas se separaron y se secaron sobre NaSQO4, se evaporaron hasta sequedad y se
purificaron por cromatografia sobre gel de silice (éteres de petréleo/EtOAc = 10/1) para dar el producto deseado en
forma de un solido blanco (6,2 g, 64 %).

Sintesis del Intermedio 3: se desgasificO una mezcla de compuesto 2 (6,2 g, 25 mmol), yodobenceno (6,12 g,
30 mmol), Cul (955 mg, 5,0 mmol), Cs,CO3 (16,3 g, 50 mmol) en TEOS (200 ml) y se purgd con nitrégeno. La
mezcla resultante se agité a 140 °C durante 14 h. Después de enfriar a t.a., el residuo se diluyé con EtOAc (200 ml).
Se anadieron EtOH al 95 % (200 ml) y NH4F-H2O sobre gel de silice [50 g, preparado previamente mediante la
adicion de NH4F (100 g) en agua (1500 ml) a gel de silice (500 g, malla 100-200)], y la mezcla resultante se mantuvo
a t.a. durante 2 h. Los materiales solidificados se filtraron y se lavaron con EtOAc. El filtrado se evaporé hasta
sequedad y el residuo se purificéd por cromatografia sobre gel de silice (éteres de petroleo/EtOAc = 10/1) para dar un
sélido amarillo (3 g, 38 %).

Sintesis del Intermedio 4: se afiadid NaOH 2 N (200 ml) a una solucion de compuesto 3 (3,0 g, 9,4 mmol) en EtOH
(200 ml). La mezcla se agité a 60 °C durante 30 min. Después de la evaporacion del disolvente, la solucion se
neutralizé con HCI 2 N para dar un precipitado blanco. La suspension se extrajo con EtOAc (2 x 200 ml), y las fases
organicas se separaron, se lavaron con agua (2 x 100 ml) y solucién salina saturada (2 x 100 ml), y se secaron sobre
Na>SOg. La retirada del disolvente dio un sélido marrén (2,5 g, 92 %).

Sintesis del Intermedio 6: se agitdé una mezcla de compuesto 4 (2,5g, 8,58 mmol), compuesto 5 (2,52 g,
12,87 mmol), HATU (3,91 g, 10,30 mmol) y DIPEA (4,43 g, 34,32 mmol) a t.a. durante una noche. Después de filtrar
la mezcla de reaccion, el filtrado se evaporé hasta sequedad y el residuo se purificd por cromatografia sobre gel de
silice (éteres de petréleo/EtOAc = 2/1) para dar un solido marrén (2 g, 54 %).

Sintesis de 2-(difenilamino)-N-(7-(hidroxiamino)-7-oxoheptil)pirimidina-5-carboxamida: se agit6 una mezcla del
compuesto 6 (2,0 g, 4,6 mmol), hidroxido sédico (2 N, 20 ml) en MeOH (50 ml) y DCM (25 ml) a 0 °C durante 10 min.
Se enfrié hidroxilamina (50 %) (10 ml) a 0 °C y se afadié a la mezcla. La mezcla resultante se agité a t.a. durante
20 min. Después de la retirada del disolvente, la mezcla se neutralizé con HCI 1 M para dar un precipitado blanco. El
producto crudo se filtrd y se purificé por HPLC preparativa para dar un sélido blanco (950 mg, 48 %).

20



10

15

20

25

30

35

ES2925197 T3

Il. Ruta __ sintética 1:  2-((2-clorofenil)(fenil)amino)-N-(7-(hidroxiamino)-7-oxoheptil)pirimidina-5-carboxamida

(Compuesto B)

—_— ———
Cl
5 Compuesto B

Sintesis del Intermedio 2: se desgasificé una mezcla de anilina (3,7 g, 40 mmol), 2-cloropirimidina-5-carboxilato de
etilo 1 (7,5 g, 40 mmol), K2CO3 (11 g, 80 mmol) en DMF (100 ml) y se agité a 120 °C en atmdsfera de N> durante una
noche. La mezcla de reaccion se enfrid a ta y se diluyd con EtOAc (200 ml), y a continuacion se lavo con soluciéon
salina saturada (200 ml x 3). La fase organica se separé y se secé sobre Na,SO4, se evaporé hasta sequedad y se
purificé por cromatografia sobre gel de silice (éteres de petréleo/EtOAc = 10/1) para dar el producto deseado en
forma de un solido blanco (6,2 g, 64 %).

Sintesis del Intermedio 3: se desgasificé una mezcla de compuesto 2 (69,2 g, 1 eq), 1-cloro-2-yodobenceno (135,7 g,
2 eq), LioCO3 (42,04 g, 2 eq), KoCO3 (39,32 g, 1 eq), Cu (1 eq, 45 um) en DMSO (690 ml) y se purgd con nitrégeno.
La mezcla resultante se agité a 140 °C durante 36 horas. El procesamiento de la reaccion dio el compuesto 3 con un
93 % de rendimiento.

Sintesis del Intermedio 4: se afadid NaOH 2 N (200 ml) a una solucién del compuesto 3 (3,0 g, 9,4 mmol) en EtOH
(200 ml). La mezcla se agité a 60 °C durante 30 min. Después de la evaporacion del disolvente, la solucion se
neutralizé con HCI 2 N para dar un precipitado blanco. La suspension se extrajo con EtOAc (2 x 200 ml), y la fase
organica se separo, se lavé con agua (2 x 100 ml) y solucion salina saturada (2 x 100 ml), y se seco sobre NaxSOas.
La retirada del disolvente dio un sélido marrén (2,5 g, 92 %).

Sintesis del Intermedio 5: se usé un procedimiento analogo a la Sintesis del Intermedio 6 en la Parte | de este
Ejemplo.

Sintesis de 2-((2-clorofenil)(fenil)amino)-N-(7-(hidroxiamino)-7-oxoheptil)pirimidina-5-carboxamida: se us6 un
procedimiento analogo a la Sintesis de 2-(difenilamino)-N-(7-(hidroxiamino)-7-oxoheptil)pirimidina-5-carboxamida en
la Parte | de este Ejemplo.

1. Ruta  sintética  2:  2-((2-clorofenil)(fenil)amino)-N-(7-(hidroxiamino)-7-oxoheptil)pirimidina-5-carboxamida

(Compuesto B)

O

0
N"j)LO/\ Etapa (1) Nl/ﬁ)‘\O/\ Etapa (2) A/j)L Erapa (3
)\l» 7 N)\N/

o] N

a f
1 M i
LOH
Ny o Etapa (4) N NW\”H‘O" Y N
QL ™ = QI e QI H
NN NN N

‘O 'O @

4 5 Compuesto B

Etapa (1): sintesis del Compuesto 11: se cargaron 2-cloropirimidina-5-carboxilato de etilo (7,0 kg), etanol (60 kg), 2-
cloroanilina (9,5 kg, 2 eq) y acido acético (3,7 kg, 1,6 eq) en un reactor en atmosfera inerte. La mezcla se calenté a
reflujo. Después de al menos 5 horas se tomd una muestra de la reaccion para analisis por HPLC (método TM-
113.1016). Cuando el analisis indicé complecién de reaccion, la mezcla se enfrio a 70 £ 5°C y se afiadio N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA). A continuacién, la reaccion se enfrio a 20 £ 5°C y la mezcla se agité durante un periodo
adicional de 2-6 horas. El precipitado resultante se filtra y se lava con etanol (2 x 6 kg) y heptano (24 kg). La torta se
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seca a presion reducida a 50 £ 5 °C hasta peso constante para producir 8,4 kg de compuesto 11 (81 % de
rendimiento y 99,9 % de pureza).

Etapa (2): sintesis del Compuesto 3: se anadieron cobre en polvo (0,68 kg, 1 eq, <75 micrometros), carbonato
potasico (4,3 kg, 1,7 eq), y dimetilsulféxido (DMSO, 12,3 kg) a un reactor (vaso A). La solucion resultante se calentd
a 120 + 5 °C. En un reactor separado (vaso B), se calent6é una solucion de compuesto 11 (2,9 kg) y yodobenceno
(4,3 kg, 2 eq) en DMSO (5,6 kg) a 40 + 5°C. La mezcla se transfirié a continuacion al vaso A durante 2-3 horas. La
mezcla de reaccion se calent6é a 120 £ 5°C durante 8-24 horas, hasta que el analisis por HPLC (método TM-113.942)
determind que quedaba < 1 % de compuesto 11.

Etapa (3): sintesis del Compuesto 4: la mezcla de la Etapa (2) se enfrié a 90-100 °C y se anadié agua purificada
(59 kg). La mezcla de reaccion se agitd a 90-100 °C durante 2-8 horas hasta que HPLC mostré que quedaba < 1 %
de compuesto 3. El reactor se enfrid a 25 °C. La mezcla de reaccion se filtré a través de Celite, a continuaciéon un
filtro de 0,2 micrémetros, y el filtrado se recogio. El filtrado se extrajo con metil t-butil éter dos veces (2 x 12,8 kg). La
fase acuosa se enfrio a 0-5 °C, a continuacion se acidifico con acido clorhidrico 6 N (HCI) hasta pH 2-3 mientras se
mantenia la temperatura < 25 °C. A continuacion, la reaccion se enfrio a 5-15 °C. El precipitado se filtré y se lavé con
agua fria. La torta se secd a 45-55 °C a presion reducida hasta peso constante para obtener 2,2 kg (65 % de
rendimiento) de compuesto 4 con un 90,3 % de pureza AUC.

Etapa (4): sintesis del Compuesto 5: se cargaron diclorometano (40,3 kg), DMF (33 g, 0,04 eq) y compuesto 4
(2,3 kg) en un matraz de reaccion. La solucion se filtré a través de un filtro de 0,2 ym y se devolvié al matraz. Se
afiadié cloruro de oxalilo (0,9 kg, 1 eq) mediante un embudo de adicion durante 30-120 minutos a <30 °C. A
continuacion, se agito el lote a <30 °C hasta que la complecién de reaccion (compuesto 4 < 3 %) se confirmé por
HPLC (método TM-113.946). A continuacion, la solucidon de diclorometano se concentrd y se retird el cloruro de
oxalilo residual a presién reducida a <40 °C. Cuando el analisis por HPLC indicé que quedaba < 0,10 % de cloruro
de oxalilo, el concentrado se disolvid en diclorometano reciente (24 kg) y se transfirié de vuelta al recipiente de
reaccion (Vaso A).

Un segundo vaso (Vaso B) se cargd con clorhidrato de 7-aminoheptanoato de metilo (Compuesto A1, 1,5 kg,
1,09 eq), DIPEA (2,5kg, 2,7 eq), 4-(dimetilamino)piridina (DMAP, 42 g, 0,05 eq), y DCM (47,6 kg). La mezcla se
enfri6 a 0-10 °C y la solucién de cloruro de acido del Vaso A se transfirio al Vaso B mientras se mantenia la
temperatura de 5 °C a 10 °C. La reaccion se agita a 5-10 °C durante 3 a 24 horas, momento en el que el analisis por
HPLC indicé complecién de reaccion (método TM-113.946, compuesto 4 < 5 %). A continuacion, la mezcla se extrajo
con una solucién de HCI 1 M (20 kg), agua purificada (20 kg), bicarbonato sédico al 7 % (20 kg), agua purificada
(20 kg), y solucién al 25 % de cloruro sddico (20 kg). A continuacion, en diclorometano se destilé al vacio a <40 °C y
se arrastro repetidamente con alcohol isopropilico. Cuando el analisis indicé que quedaba < 1 % en moles de DCM,
la mezcla se enfrié gradualmente a 0-5 °C y se agité a 0-5 °C durante al menos 2 horas. El precipitado resultante se
recogio por filtracion y se lavé con alcohol isopropilico frio (6,4 kg). La torta se succiond hasta sequedad en el filtro
durante 4-24 horas, y a continuacion se secé adicionalmente a 45-55 °C a presion reducida hasta peso constante.
Se aislaron 2,2 kg (77 % de rendimiento) con un 95,9 % de método de pureza AUC y un 99,9 % en peso.

Etapa (5): sintesis del Compuesto (B): se cargaron clorhidrato de hidroxilamina (3,3 kg, 10 eq) y metanol (9,6 kg) en
un reactor. La solucion resultante se enfrié a 0-5 °C y se cargo lentamente metdxido sddico al 25 % (11,2 kg, 11 eq),
manteniendo la temperatura a 0-10 °C. Una vez se completd la adicion, la reaccion se mezcld a 20 °C durante 1-
3 horas y se filtrd, y la torta de filtro se lavé con metanol (2 x 2,1 kg). El filtrado (base libre de hidroxilamina) se
devolvio al reactor y se enfri6 a 0 £ 5 °C. Se afiadi6 Compuesto 5 (2,2 kg). La reaccion se agitdé hasta que se
completé la reaccion (método TM-113.964, compuesto 5 < 2 %). La mezcla se filtré y se afiadieron agua (28 kg) y
acetato de etilo (8,9 kg) al filtrado. El pH se ajusté a 8-9 usando HCI 6 N y a continuacion se agité durante 3 horas
antes de filtrarse. La torta de filtro se lavo con agua fria (25,7 kg), y a continuacion se seco a presion reducida hasta
peso constante. Se determind que el compuesto solido crudo (B) era la Forma IV/Patron D.

El sdlido crudo (1,87 kg) se suspendié en alcohol isopropilico (IPA, 27,1 kg). La suspension se calentd a 75 £ 5 °C
para disolver los solidos. La solucién se pipete6 con cristales del Compuesto (B) (Forma I/Patron A), y se dejo enfriar
a temperatura ambiente. El precipitado resultante se agité durante 1-2 horas antes de filtrarse. La torta de filtro se
aclaré con IPA (2 x 9,5 kg), y a continuacion se secé a 45-55 °C hasta peso constante a presion reducida para dar
como resultado 1,86 kg de Compuesto (B) sdlido blanco cristalino con un 85 % de rendimiento y un 99,5 % de
pureza (% AUC, método de HPLC de la Tabla 3).

Tabla 3: método de HPLC
Columna Zorbax Eclipse XDB-C18, 4,6 mm x 150 mm, 3,5 ym

Temperatura de la columna 40 °C

Longitud de onda de deteccién UV  Ancho de banda 4 nm, Fuera de referencia, 272 nm

Caudal 1,0 ml/min
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(continuacion)

Volumen de inyeccién 10 pl con lavado de aguja

Fase movil A acido trifluoroacético (TFA) al 0,05 % en agua purificada

Fase movil B TFA al 0,04 % en acetonitrilo

Recogida de datos 40,0 min

Tiempo de proceso 46,0 min

Gradiente Tiempo (min) Fase movil A Fase movil B
0,0 98 % 2%
36,0 0 % 100 %
40,0 0 % 100 %
40,1 98 % 2%
46,0 98 % 2%

Ejemplo 2: ensayo enzimatico de HDAC

En primer lugar, se sometid6 a ensayo el Compuesto B diluyendo el compuesto en DMSO hasta 50 veces la
concentracion final y se realizé una dilucion seriada tres veces de diez puntos. El compuesto se diluyé en tampon de
ensayo (HEPES 50 mM, pH 7,4, KCI 100 mM, Tween-20 al 0,001 %, BSA al 0,05 %, TCEP 20 uM) hasta 6 veces su
concentracion final. Las enzimas HDAC (adquiridas en BPS Biosciences; San Diego, CA) se diluyeron hasta 1,5
veces su concentracion final en tampon de ensayo. Se diluyeron el sustrato tripeptidico y tripsina a 0,05 uM de
concentracion final en tampoén de ensayo a 6 veces su concentracion final. Las concentraciones enzimaticas finales
usadas en estos ensayos fueron 3,3 ng/ml (HDAC1), 0,2 ng/ml (HDAC2), 0,08 ng/ml (HDAC3) y 2 ng/ml (HDACS).
Las concentraciones finales de sustrato usadas fueron 16 yM (HDAC1), 10 uM (HDACZ2), 17 uM (HDAC3) y 14 uM
(HDACS®). Se afiadieron cinco ul de compuesto y 20 ul de enzima por duplicado a los pocillos de una placa opaca de
color negro de 384 pocillos. La enzima y el compuesto se incubaron conjuntamente a temperatura ambiente durante
10 minutos. Se afiadieron cinco pl de sustrato a cada pocillo, la placa se agité durante 60 segundos y se puso en un
lector de placas de microvaloracion Victor 2. El desarrollo de fluorescencia se monitorizé durante 60 min y se calculd
la velocidad lineal de la reaccion. Se determind el valor de Clso usando Graph Pad Prism con un ajuste de curva de
cuatro parametros. Véase la Tabla 1 para los valores de Clso asociados a los Compuestos Ay B.

Ejemplo 3. El Compuesto B en combinacion con ABT-199 reduce sinérgicamente la viabilidad de lineas celulares de
LMA.

El Compuesto B muestra sinergia con ABT-199 para reducir la viabilidad de lineas celulares de LMA (Figuras 1A-
1C). Se trataron células MOLM-13, Kasumi-1 y MV-4-11 por cuadruplicado en placas de 384 pocillos durante 72 h
con Compuesto B y ABT-199 a una proporcién constante, elegida para reflejar aproximadamente Clso:Clso. Se
calculé un indice de combinacion (IC) usando el software Calcusyn. Se calcularon los valores de IC para una
reduccion estimada de un 50 % con respecto a cada linea celular: MOLM-13: IC = 0,745; Kasumi-1: IC = 0,442; MV-
4-11: IC = 0,779. Un valor de IC < 1 indica sinergia. De ese modo, la combinacion de Compuesto B y ABT-199
reduce sinérgicamente la viabilidad de las tres lineas celulares de LMA sometidas a ensayo.

Ejemplo 4. El Compuesto B en combinacion con ABT-199 (venetoclax) induce apoptosis sinérgica.

La combinacién de Compuesto B con ABT-199 aument6é adicionalmente la apoptosis en comparacién con un
tratamiento de agente individual en células de LMA (Figuras 2A-2B). Se trataron células MV-4-11 y HL-60 con
Compuesto B solo, ABT-199 (venetoclax) solo y una combinacion de Compuesto B con venetoclax a las dosis
indicadas durante 48 h. La apoptosis se evalué por medicion de células positivas a Anexina V usando FACS. El
tratamiento con una combinacion de Compuesto B con ABT-199 dio como resultado un aumento sinérgico de células
apoptoéticas en comparacion con el tratamiento con cada agente individual.
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REIVINDICACIONES
1. Una combinacion farmacéutica que comprende:

(a) un inhibidor de histona desacetilasa 6 (HDACG6) de Formula I:

0O 0O
AT H

Ri

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

en donde,

el anillo B es arilo o heteroarilo;

R1 es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido con OH, halo, o alquilo C1.
6,

y

R es H o alquilo C16; y

(b) un inhibidor de BCL-2, en donde el inhibidor de BCL-2 es 2-((1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)oxi)-4-(4-((4'-cloro-5,5-
dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)piperazin-1-il)-N-((3-nitro-4-(((tetrahidro-2H-piran-4-
il)metil)amino)fenil)sulfonil)benzamida (venetoclax) o sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

2. La combinacion farmacéutica de la reivindicacion 1, en donde:

(a) el compuesto de Féormula | es:

0 0
NZ N/\/\/\)‘LN,OH
s | H H
N °N

(A)
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; o en donde:
(b) el compuesto de Formula | es:
0] 0
/\/\//\)'I\ -OH
N~ | N N
/j% H H
N N
Cl
(B)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. La combinacion farmacéutica de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en donde el inhibidor de HDACG6 y el
inhibidor de BCL-2 estan:
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(a) en la misma formulacion; o
(b) en formulaciones separadas.

4. La combinacion farmacéutica de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en donde la combinacién es para
administracion simultanea o secuencial.

5. La combinacion farmacéutica de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 para uso en el tratamiento de cancer en
un sujeto que lo necesita.

6. La combinaciéon farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el cancer es un cancer
hematolégico.

7. La combinacion farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde el cancer es refractario o
resistente al tratamiento con al menos una terapia anterior.

8. Una cantidad terapéuticamente eficaz de

(a) un inhibidor de histona desacetilasa 6 (HDACG6) de Férmula I:

O O
N N/\/V\)LN’OH
| H
T)%N &
R4

()

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en donde,
el anillo B es arilo o heteroarilo;
R1 es arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido con OH, halo, o alquilo C1.
65
y
R es H o alquilo C16; y
(b) un inhibidor de BCL-2, en donde el inhibidor de BCL-2 es 2-((1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)oxi)-4-(4-((4'-cloro-5,5-
dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-[1,1'-bifenil]-2-il)metil)piperazin-1-il)-N-((3-nitro-4-(((tetrahidro-2H-piran-4-
il)metil)amino)fenil)sulfonil)benzamida (venetoclax) o sales farmacéuticamente aceptables del mismo,
para uso en el tratamiento o prevencion de cancer en un sujeto que lo necesita.
9. La cantidad terapéuticamente eficaz para uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde:

(a) el compuesto de Féormula | es:

O 0O
N7 N/\/\/\)LN'OH
N i

N

N
(A)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; o en donde:

(b) el compuesto de Féormula | es:
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(B)
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

10. La cantidad terapéuticamente eficaz para uso de acuerdo con la reivindicacion 8 o la reivindicacion 9, en donde
el cancer es un cancer hematolégico.

11. La cantidad terapéuticamente eficaz para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en
donde el cancer es refractario o resistente al tratamiento con al menos una terapia anterior.

12. La cantidad terapéuticamente eficaz para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en
donde el inhibidor de HDACEG6 y el inhibidor de BCL-2 se administran:

(a) aproximadamente en el mismo momento; o
(b) en momentos diferentes.

13. La combinacién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para uso en un método de

disminucién de crecimiento y viabilidad celulares, en donde el método comprende poner en contacto la célula con la
combinacién farmacéutica, y en donde la célula es una célula de leucemia.
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FIG. 1A
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FIG. 1B
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FIG. 1C
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FIG. 2B
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