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DESCRIPCION
Obtencion del perfil de selectividad de moléculas de interaccidon con PI3K contra dianas multiples
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para la identificacion y caracterizacién de moléculas de interaccion con
PI3K y para la purificacion de PI3K usando 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]propionamida como ligando para PI3K. Ademds, la presente invencion se
refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden dichas moléculas de interaccion por ejemplo para el
tratamiento de cancer, enfermedades metabdlicas o trastornos autoinmunitarios/inflamatorios.

Las cinasas catalizan la fosforilacion de proteinas, lipidos, azucares, nucledsidos y otros metabolitos celulares y
desempefian papeles clave en todos los aspectos de la fisiologia de células eucariotas. Especialmente, las proteina
cinasas y lipido cinasas participan en los acontecimientos de sefalizacion que controlan la activacion, el crecimiento,
la diferenciacion y la supervivencia de las células en respuesta a estimulos o mediadores extracelulares tales como
factores de crecimiento, citocinas o quimiocinas. En general, las proteina cinasas se clasifican en dos grupos, las
que fosforilan preferentemente residuos de tirosina y las que fosforilan preferentemente residuos de serina y/o
treonina.

La actividad proteina cinasa inapropiadamente alta esta implicada en muchas enfermedades incluyendo cancer,
enfermedades metabdlicas y trastornos autoinmunitarios/inflamatorios. Esto puede estar provocado o bien
directamente o bien indirectamente por el fallo de los mecanismos de control debido a mutacién, sobreexpresion o
activacion inapropiada de la enzima. En todos estos casos, se espera que la inhibicion selectiva de la cinasa tenga
un efecto beneficioso.

Un grupo de lipido cinasas que se ha convertido en un punto de atencién reciente del descubrimiento de farmacos
es la familia de fosfoinositido 3-cinasa (PI3K). Miembros de la familia de PI3K son lipido cinasas que catalizan la
transferencia del fosfato gamma del ATP al grupo hidroxilo 3’ del fosfatidilinositol y sus derivados, denominados
conjuntamente fosfoinositidos. Se han aislado ocho miembros (isoformas) de la familia de PI3K a partir de células de
mamifero hasta la fecha y se han agrupado en las tres clases segun su estructura primaria y especificidad de
sustrato (clase IA: PI3K alfa, beta y delta; clase IB: PI3K gamma; clase Il: PI3KC2 alfa, beta y gamma; clase Il
homodlogo de levadura Vps34) (Fruman et al., 1998. Fosfoinositide cinasas. Annual Review Biochemistry 67, 481-
507; Cantley, L.C., 2002, Science 296, 1655-1657).

Se sabe que las células de mamifero expresan tres isoformas de la subunidad catalitica de la clase IA de P13K
(p110 alfa, p110 beta y p110 delta, sinonimo “PI3K delta”). La clase IB contiene sélo un miembro (subunidad
catalitica) que se ha denominado p110gamma o PI3K gamma. Ademas de su actividad lipido cinasa, PI3K gamma
también presenta una actividad serina / treonina proteina cinasa tal como se demuestra mediante autofosforilacion.

El estudio de ratones manipulados genéticamente en los que se delecionaron los genes que codifican para PI3K
gamma o delta proporciona informacién importante sobre la funcion fisioldgica de estas cinasas y su posible utilidad
como dianas farmacoldgicas. Ratones que carecen de PI3K gamma o delta son viables y presentan fenotipos
caracteristicos que sugieren varias posibles indicaciones terapéuticas. PI3K gamma parece ser un mediador
principal del sistema inmunitario innato. Por ejemplo, macréfagos y granulocitos neutrofilos deficientes en PI3K
gamma muestran una capacidad deteriorada para infiltrarse en el peritoneo inflamado. Los mastocitos representan
otro tipo de célula afectada en ratones deficientes en PI3K gamma. El fenotipo de ratones que carecen de PI3K delta
se caracteriza por un deterioro de las funciones del linfocito y apuntan hacia una funcién dominante en el control de
la respuesta inmunitaria adaptativa (Wetzker y Rommel, Current Pharmaceutical Design, 2004, 10,1915-1922).

En contraposicion a las isoformas PI3K alfa y beta ampliamente expresadas, las isoformas PI3K gamma y delta
especificas hematopoyéticas sugieren importantes indicaciones terapéuticas. Ambas isoformas aparecen como
dianas ideales para el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias/inflamatorias mediadas por fagocitos
hiperactivos, mastocitos, linfocitos B y T (por ejemplo artritis reumatoide, asma o reacciones alérgicas). Con el fin de
evitar efectos secundarios no deseados, son necesarios inhibidores altamente selectivos de isoforma (Ohashi y
Woodgett 2005, Nature Medicine 11, 924-925).

Los miembros de la familia de cinasas relacionadas con fosfatidilinositol cinasa (PIKK) son cinasas de alta masa
molecular implicadas en la progresion del ciclo celular, la recombinacion del ADN y la deteccién de dafio en el ADN.
El gen ATM humano, que es defectuoso en células de pacientes con ataxia-telangiectasia y esta implicado en la
deteccion y respuesta de células a ADN dafiado, es un miembro de esta familia. Otro es mTOR (sinénimo FRAP),
que esta implicado en una ruta sensible a rapamicina que conduce a la progresion del ciclo celular a G1 (Shilo,
2003. Nature Reviews Cancer 3, 155-168).
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Un requisito previo para la identificacion y caracterizacion de inhibidores de PI3K es la provisién de ensayos
adecuados, preferiblemente formas fisioldgicas de la proteina diana. En la técnica, se han propuesto varias
estrategias para abordar este tema.

De manera convencional, la actividad lipido cinasa de PI3K puede medirse usando enzima recombinante o
purificada en un ensayo basado en disolucidon con vesiculas de fosfolipidos. La reaccion se finaliza mediante la
adicion de disolventes organicos acidificados y posterior separacion de fases mediante extraccion o analisis de
cromatografia en capa fina (Carpenter et al., 1990, J. Biol. Chem. 265, 19704-19711).

Otro ensayo descrito en la técnica se basa en la transferencia de fosfato de ATP radiomarcado a fosfatidilinositol
inmovilizado sobre placas. Este tipo de ensayo también usa enzima PI3K gamma recombinante pero puede
realizarse en un modo de alto rendimiento (Fuchikami et al., 2002, J. Biomol. Screening 7, 441-450).

Aun otro ensayo de seleccion bioquimico se basa en un formato de polarizacién de fluorescencia (FP) competitiva
usando fosfoinositido marcado con fluoréforo (Drees et al., 2003, Comb. Chem. High Throughput Screening 6, 321-
330).

Finalmente, se notificd un ensayo de redistribucion de Akt-EGFP basado en células que se basa en la obtencion de
imagenes microscépicas de fluorescencia y analisis de imagenes automatizado. Con este fin, se transfectaron de
manera estable células de ovario de hamster chino (CHO) con el receptor de insulina humano y un constructo de
fusion de proteina fluorescente verde potenciada con Akt1 (EGFP). Tras la estimulacion con factor-1 de crecimiento
similar a la insulina (IGF-1), se activo la PI3K y se reclutd la proteina Akt1-EGFP a la membrana celular. La
validacién del ensayo de redistribucion con inhibidores selectivos de la isoforma de PI3K demostré que PI3K alfa es
la isoforma principal activada en células huésped CHO tras la estimulacién con IGF-1 (Wolff et al., Comb. Chem.
High Throughput Screen. 9, 339-350).

Otro requisito previo, aunque no en todos los casos necesario para la identificacion de inhibidores de cinasa
selectivos, es un método que permite determinar la selectividad de diana de estas moléculas. Por ejemplo, puede
preverse proporcionar moléculas que se unen a e inhiben una diana farmacoldgica particular pero no interaccionan
con una diana estrechamente relacionada, cuya inhibicion podria conducir a efectos secundarios. De manera
convencional, se usan grandes paneles de ensayos enzimaticos individuales para evaluar el efecto inhibidor de un
compuesto para cinasas (Knight et al., 2004. Bioorganic and Medicinal Chemistry 12, 4749-4759; Knight et al., 2006,
Cell 125, 733-747). Mas recientemente, se han empleado cinasas o dominios cinasas presentados en bacteriéfagos
para evaluar la capacidad de un compuesto dado para interaccionar con un gran conjunto de cinasas (Karaman et
al., 2008. Nature Biotechnology 26, 127-132). Ademas, se han descrito métodos de protedbmica quimica que
permiten la obtencion del perfil de inhibidores de cinasas frente al proteoma (documento WO 2006/134056;
Bantscheff et al., 2007. Nature Biotechnology 25, 1035-1044; Patarrozlly et al., 2007. Biochemistry 46, 350-358;
Gharbi et al., 2007. Biochem. J. 404, 15-21; documento WO2008/015013).

En vista de lo anterior, existe una necesidad de proporcionar métodos eficaces para la identificacion y la obtencion
del perfil de selectividad de compuestos de interaccion con PI3K asi como de métodos para la purificacion de PI3K.

Para cumplir con esta necesidad, la invencién proporciona en un primer aspecto un método para la identificacion de
un compuesto de interaccion con PI3K, que comprende las etapas de

a) proporcionar una preparacion de proteinas que contiene PI3K,

b) poner en contacto la preparacién de proteinas con 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal de la misma inmovilizada sobre un soporte sélido en
condiciones que permiten la formaciéon de un complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-
3-metanosulfonil- fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K,

c) incubar el complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-
tiazol-2il]-propionamida - PI3K con un compuesto dado,

d) determinar si el compuesto puede separar PI3K de la 3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida inmovilizada, y

e) determinar si el compuesto puede separar también ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR de la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-
etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida inmovilizada.

En un segundo aspecto, la presente invencién se refiere a un método para la identificacion de un compuesto de
interaccion con PI3K, que comprende las etapas de
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a) proporcionar una preparacion de proteinas que contiene PI3K,

b) poner en contacto la preparacidon de proteinas con 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal de la misma inmovilizada sobre un soporte soélido y
con un compuesto dado en condiciones que permiten la formacién de un complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-
etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[3-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil )-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K,

c) detectar el complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[S-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-
tiazol-2il]-propionamida - PI3K formado en la etapa b), y

d) detectar si también se ha formado un complejo entre 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida y ATM, ATR, DNAPK 'y o mTOR en la etapa b).

En un tercer aspecto, la invencién proporciona un método para la identificacion de un compuesto de interaccién con
PI3K, que comprende las etapas de:

a) proporcionar dos alicuotas de una preparacion de proteinas que contiene PI3K,

b) poner en contacto una alicuota con la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-
fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal de la misma inmovilizada sobre un soporte sélido en condiciones que
permiten la formacion de un complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonilfenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K,

c) poner en contacto la otra alicuota con la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal de la misma inmovilizada sobre un soporte sélido y
con un compuesto dado en condiciones que permiten la formacién de un complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-
etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K,

d) determinar la cantidad del complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K formado en las etapas b) y c), y

e) determinar si también se ha formado un complejo entre 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-
3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida y ATM, ATR, DNAPK y o mTOR en las etapas b) y c).

En un cuarto aspecto, la invencion se refiere a un método para la identificacion de un compuesto de interacciéon con
PI3K, que comprende las etapas de:

a) proporcionar dos alicuotas que comprenden cada una al menos una célula que contiene PI3K,
b) incubar una alicuota con un compuesto dado,

c) recoger las células de cada alicuota,

d) lisar las células con el fin de obtener preparaciones de proteinas,

e) poner en contacto las preparaciones de proteinas con la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-
cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida inmovilizada sobre un soporte sélido en condiciones que
permiten la formacién de un complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-
fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K, y

f) determinar la cantidad del complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-
fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K formado en cada alicuota en la etapa e), y

g) determinar si también se ha formado un complejo entre 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-
3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida y ATM, ATR, DNAPK 'y o mTOR en la etapa e).

En el contexto de la presente invencion, se ha encontrado sorprendentemente que el ligando 1 de feniltiazol (3-(2-{2-
[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal
de la misma) es un ligando de PI3K y un ligando de otros miembros de la familia PIKK, concretamente ATM, ATR,
DNAPK y mTOR (FRAP). Esto permite el uso del ligando 1 de feniltiazol en ensayos de seleccion, por ejemplo en
ensayos de seleccion competitiva asi como en métodos para la purificacion de PI3K.

La estructura de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-
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propionamida también se facilita en la figura 1. Este compuesto es un tiazol sustituido (3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-
etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida) que segun la figura 1 tiene
clorhidrato como anién en disolucion liquida. Sin embargo, se prevén también contraiones adicionales en el contexto
de la presente invencion. La 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonilfenil )-4-metil-
tiazol-2il]-propionamida puede estar covalentemente acoplada a un material de soporte sélido adecuado mediante el
grupo amino primario y usarse para el aislamiento de proteinas de unién. La sintesis de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-
etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida se describe en el ejemplo 1.
Segun la invencion, la expresion “3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-
metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal de la misma” también incluye compuestos que comprenden el nucleo idéntico
pero que tienen otro conector, preferiblemente acoplado al nitrégeno que no es parte de las estructuras ciclicas, para
la unién al soporte sélido. Normalmente, los conectores tienen estructuras principales de 8, 9 6 10 atomos. Los
conectores pueden contener un grupo activo o bien amino, hidroxilo o bien carboxilo.

Por tanto, en una realizacion preferida, la expresion “3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal de la misma” también incluye compuestos que tienen
el mismo nucleo de N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida pero que comprenden otro
conector en el atomo de N, por ejemplo un alquilcarbonilo C1-C8 o un alquilaminocarbonilo C1-C8, estando
opcionalmente cualquiera de los cuales opcionalmente sustituido con halégeno, hidroxilo, amino, alquilamino C1-C8,
alcoxicarbonilo C1-C8, alcoxilo C1-C8 opcionalmente sustituido con hidroxilo o alquilo C1-C8 opcionalmente
sustituido con hidroxilo o halégeno. Ademas, esta expresion también incluye compuestos tal como se describieron
anteriormente que tienen en lugar del residuo de 4-cloro otro halégeno, por ejemplo bromuro o que estan sustituidos
adicionalmente en el anillo de fenilo, por ejemplo con halégeno. Ademas, en lugar del grupo metanosulfonilo,
también puede estar presente otro grupo como un grupo alquilo C1-C8, carboxilo o hidroxilo, opcionalmente
sustituido con halégeno.

En una realizacién especialmente preferida, los compuestos que se encuentran bajo la expresion “3-(2-{2-[2-(2-
amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonilfenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal de la
misma” se seleccionan del grupo que consiste en clorhidrato de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-
cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida, 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-
cloro-3-metanosulfonilfenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida y compuestos con el mismo nucleo de N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida que estan sélo sustituidos adicionalmente en el atomo de N con
alquilcarbonilo C1-C8 o alquilaminocarbonilo C1-C8, estando opcionalmente cualquiera de los cuales opcionalmente
sustituido con halégeno, hidroxilo, amino, alquilamino C1-C8, alcoxicarbonilo C1-C8, alcoxilo C1-C8 opcionalmente
sustituido con hidroxilo o alquilo C1-C8 opcionalmente sustituido con hidroxilo o halégeno.

Segun la presente invencion, “PI3K” comprende todos los miembros de la familia de PI3K que comprende la clase |1A
(por ejemplo PI3K alfa, beta y delta), la clase IB (por ejemplo PI3K gamma), la clase Il (por ejemplo PI3KC2 alfa,
beta y gamma) y la clase Il (por ejemplo homadlogo de levadura Vps34).

La secuencia de PI3BK gamma humana (el unico miembro conocido hasta la fecha de la clase IB) se facilita en la
figura 4.

La secuencia de PI3K delta humana (un miembro de la clase 1A) se facilita en la figura 5.

Segun la presente invencion, la expresion “PI3K” se refiere a proteinas tanto humanas como otras de esta familia. La
expresion incluye especialmente derivados funcionalmente activos de las mismas, o fragmentos funcionalmente
activos de las mismas, u homologos de las mismas, o variantes codificadas por un acido nucleico que hibrida con el
acido nucleico que codifica para dicha proteina en condiciones de baja rigurosidad. Preferiblemente, estas
condiciones de baja rigurosidad incluyen hibridacion en un tampon que comprende formamida al 35%, 5X SSC, Tris-
HCI 50 mM (pH 7,5), EDTA 5 mM, PVP al 0,02%, BSA al 0,02%, ADN de esperma de salmén desnaturalizado
100 ug/ml y sulfato de dextrano al 10% (peso/vol.) durante 18-20 horas a 40°C, lavando en un tampon que consiste
en 2X SSC, Tris-HCI 25 mM (pH 7,4), EDTA 5 mM y SDS al 0,1% durante 1-5 horas a 55°C, y lavando en un tampén
que consiste en 2X SSC, Tris-HCI 25 mM (pH 7,4) EDTA 5 mM y SDS al 0,1% durante 1,5 horas a 60°C.

Segun la presente invencion, “ATM” significa proteina de ataxia telangiectasia mutada. La proteina de ATM es un
miembro de la familia de fosfatidilinositol-3 cinasa de proteinas que responden al dafio en el ADN fosforilando
sustratos clave implicados en la reparacion del ADN y/o el control del ciclo celular (Shilo, 2003. Nature Reviews
Cancer 3, 155-168).

Segun la presente invencion, “ATR” significa proteina relacionada con RAD3 y ataxia telangiectasia (sindnimo
proteina 1 relacionada con FRAP, FRP1).

Segun la presente invencion, “DNAPK” significa proteina cinasa dependiente de ADN. El gen PRKDC codifica para
la subunidad catalitica de una serina/treonina proteina cinasa dependiente de ADN nuclear (DNA-PK). El segundo
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componente es el antigeno autoinmunitario Ku (152690), que esta codificado por el gen G22P1 en el cromosoma
22q. Por si misma, la subunidad catalitica de DNA-PK es inactiva y depende del componente G22P1 para dirigirla al
ADN y desencadenar su actividad cinasa; PRKDC debe estar unido al ADN para expresar sus propiedades
cataliticas.

Segun la presente invencion, “mTOR” significa diana de mamifero de rapamicina (mnTOR, también conocida como
FRAP o RAFT1) (Tsang et al., 2007, Drug Discovery Today 12, 112-124). La proteina mTOR es una cinasa grande
de 289 kDA que se produce en todos los organismos eucariotas secuenciados hasta la fecha. La secuencia del
dominio “cinasa relacionada con fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K)” (PIKK) carboxilo terminal esta altamente
conservada entre especies y presenta actividad serina y treonina cinasa pero no actividad lipido cinasa detectable.
Segun la presente invencion, las expresiones “ATM”, “ATR”, “DNAPK” o “mTOR” se refieren a proteinas tanto
humanas como otras de esta familia (Shilo, 2003. Nature Reviews Cancer 3, 155-168). La expresion incluye
especialmente derivados funcionalmente activos de las mismas, o fragmentos funcionalmente activos de las
mismas, u homdlogos de las mismas, o variantes codificadas por un acido nucleico que hibrida con el acido nucleico
que codifica para dicha proteina en condiciones de baja rigurosidad. Preferiblemente, estas condiciones de baja
rigurosidad incluyen hibridacién en un tampén que comprende formamida al 35%, 56X SSC, Tris-HCI 50 mM (pH 7,5),
EDTA 5 mM, PVP al 0,02%, BSA al 0,02%, ADN de esperma de salmén desnaturalizado 100 ug/ml y sulfato de
dextrano al 10% (peso/vol) durante 18-20 horas a 40°C, lavando en un tampon que consiste en 2X SSC, Tris-HCI 25
mM (pH 7,4), EDTA 5 mM y SDS al 0,1% durante 1-5 horas a 55°C, y lavando en un tampoén que consiste en 2X
SSC, Tris-HCI 25 mM (pH 7,4) EDTA 5 mM y SDS al 0,1 % durante 1,5 horas a 60°C.

3-(2-{2-[2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o
una sal de la misma es un ligando para todas las isoformas de PI3K (véase anteriormente). Sin embargo, en toda la
invencion, se prefiere que PI3K sea PI3K gamma o PI3K delta, especialmente las isoformas humanas de las
mismas.

En algunos aspectos de la invencién, en primer lugar se proporciona una preparacion de proteinas que contiene
PI3K. Los métodos de la presente invencidon pueden realizarse con cualquier preparacion de proteinas como
material de partida, siempre que la PI3K se solubilize en la preparacion. Los ejemplos incluyen una mezcla liquida
de varias proteinas, un lisado celular, un lisado celular parcial que contiene no todas las proteinas presentes en la
célula original o una combinacion de varios lisados celulares, en particular en casos en los que no toda proteina
diana de interés esta presente en cada lisado celular. La expresion “preparacion de proteinas” también incluye
proteina purificada disuelta.

La presencia de especies de proteina PI3K en una preparacién de proteinas de interés puede detectarse en andlisis
de inmunotransferencia de tipo Western estudiados con sondas con anticuerpos que estan dirigidos especificamente
contra PI3K. En el caso de que PI3K sea una isoforma especifica (por ejemplo PIK3 gamma y/o PI3K delta), la
presencia de dicha isoforma puede determinarse mediante un anticuerpo especifico de isoforma. Tales anticuerpos
se conocen en la técnica (Sasaki et al., 2000, Nature 406, 897-902; Deora et al., 1998, J. Biol. Chem. 273, 29923-
29928). Alternativamente, también podria usarse espectrometria de masas (EM) (véase a continuacion).

La presencia de la proteina de ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR en una preparacion de proteinas de interés puede
detectarse en analisis de inmunotransferencia de tipo Western estudiados con sondas con anticuerpos que son
especificos para dicha proteina.

Pueden obtenerse lisados celulares o lisados celulares parciales aislando organulos celulares (por ejemplo ntcleo,
mitocondrias, ribosomas, aparato de golgi etc.) en primer lugar y luego preparando preparaciones de proteinas
derivadas de estos organulos. Se conocen en la técnica métodos para el aislamiento de organulos celulares
(Capitulo 4.2 Purification of Organelles from Mammalian Cells en “Current Protocols in Protein Science”, Editores:
John.E. Coligan, Ben M. Dunn, Hidde L. Ploegh, David W. Speicher, Paul T. Windfield; Wiley, ISBN: 0-471-14098-8).

Ademas, pueden prepararse preparaciones de proteinas mediante fraccionamiento de extractos celulares
enriqueciendo de ese modo tipos especificos de proteinas tales como proteinas de membrana o citoplasmicas
(Capitulo 4.3 Subcellular Fractionation of Tissue Culture Cells en “Current Protocols in Protein Science”, Editores:
John.E. Coligan, Ben M. Dunn, Hidde L. Ploegh, David W. Speicher, Paul T. Wingfield; Wiley, ISBN: 0-471-14098-8).

Ademas, pueden usarse preparaciones de proteinas a partir de fluidos corporales (por ejemplo sangre, liquido
cefalorraquideo, liquido peritoneal y orina).

Por ejemplo, pueden usarse lisados de embriones completos derivados de estadios de desarrollo definidos o
estadios adultos de organismos modelo tales como C. elegans. Ademas, 6rganos completos tales como corazén
disecado de ratones pueden ser la fuente de preparaciones de proteinas. Estos érganos también pueden perfundirse
in vitro con el fin de obtener una preparacién de proteinas.
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Ademas, la preparacion de proteinas puede ser una preparacion que contiene PI3K que se ha producido de manera
recombinante. Estan ampliamente establecidos métodos para la produccidn de proteinas recombinantes en células
procariotas y eucariotas (Capitulo 5 Production of Recombinant Proteins en “Current Protocols in Protein Science”,
Editores: John. E. Coligan, Ben M. Dunn, Hidde L. Ploegh, David W. Speicher, Paul T. Wingdfield; Wiley, 1995, ISBN:
0-471-14098-8).

En una realizacion preferida de los métodos de la invencion, la provisidon de una preparacion de proteinas incluye las
etapas de recoger al menos una célula que contiene PI3K y lisar la célula.

Células adecuadas para este fin son por ejemplo las células o tejidos en los que se expresan miembros de la familia
de PI3K. Se expresan miembros de la familia de PI3K en la mayoria de células y tejidos. PI3K gamma se expresa
preferentemente en células del sistema hematopoyético (por ejemplo granulocitos, macréfagos, mastocitos y
plaquetas) pero también en cardiomiocitos, musculo liso vascular y células del epitelio vascular. PI3K delta se
expresa de manera ubicua con expresion pronunciada en linfocitos, granulocitos y mastocitos.

Por tanto, en una realizaciéon preferida, células aisladas de sangre periférica representan un material biolégico
adecuado. Se conocen ampliamente procedimientos para la preparacion y el cultivo de subpoblaciones de linfocitos
y linfocitos humanos obtenidos de sangre periférica (PBL) (W.E Biddison, Capitulo 2.2 “Preparation and culture of
human lymphocytes” en Current Protocols in Cell Biology, 1998, John Wiley & Sons, Inc.). Por ejemplo, la
centrifugacion en gradiente de densidad es un método para la separacion de linfocitos de otras poblaciones de
células sanguineas (por ejemplo eritrocitos y granulocitos). Pueden aislarse subpoblaciones de linfocitos humanos
mediante sus receptores de superficie celular especificos que pueden reconocerse por anticuerpos monoclonales. El
método de separacion fisica implica el acoplamiento de estos reactivos de anticuerpo a perlas magnéticas, lo que
permite el enriquecimiento de células a las que se unen estos anticuerpos (seleccion positiva). Las células de
linfocitos aisladas pueden cultivarse y estimularse adicionalmente afiadiendo anticuerpos dirigidos contra el receptor
de células T o co-receptores tales como CD-3 para iniciar la sefalizacion del receptor de células T y posteriormente
la fosforilacion de PI3K (Houtman et al., 2005, The Journal of Immunology 175(4), 2449-2458).

Como alternativa a células humanas primarias, pueden usarse lineas celulares cultivadas (por ejemplo células
MOLT-4 o células de leucemia basofilica de rata (RBL-2H3)). Las células RBL-2H3 pueden estimularse mediante la
reticulacion del receptor de alta afinidad para IgE (FcepsilonRI) mediante antigenos multivalentes para inducir la
activacion de PI3K (Kato ef al., 2006, J. Immunol. 177(1): 147-154).

En una realizacién preferida, la célula es parte de un sistema de cultivo celular y se conocen en la técnica métodos
para la recogida de una célula de un sistema de cultivo celular (bibliografia citada anteriormente).

La eleccién de la célula dependera principalmente de la expresion de PI3K, puesto que tiene que garantizarse que la
proteina esta presente principalmente en la célula de elecciéon. Con el fin de determinar si una célula dada es un
sistema de partida adecuado para los métodos de la invencién, podrian ser adecuados métodos como
inmunotransferencia de tipo Western, métodos de deteccién de acidos nucleicos basados en PCR, transferencias de
tipo Northern y métodos de microalineamientos de ADN (“chips de ADN”) con el fin de determinar si una proteina de
interés dada esta presente en la célula.

La eleccién de la célula también puede verse influida por el fin del estudio. Si es necesario analizar la eficacia in vivo
de un farmaco dado, entonces pueden seleccionarse células o tejidos en los que se produce el efecto terapéutico
deseado (por ejemplo granulocitos o mastocitos). Por el contrario, para la dilucidacion de dianas de proteina que
median efectos secundarios no deseados, puede analizarse la célula o el tejido en el que se observa el efecto
secundario (por ejemplo cardiomiocitos, células del epitelio o del musculo liso vascular).

Ademas, se prevé dentro de la presente invencién que la célula que contiene PI3K pueda obtenerse de un
organismo, por ejemplo mediante biopsia. Se conocen en la técnica métodos correspondientes. Por ejemplo, una
biopsia es un procedimiento de diagndstico usado para obtener una pequefa cantidad de tejido, que entonces
puede examinarse microscopicamente o con métodos bioquimicos. Las biopsias son importantes para diagnosticar,
clasificar y determinar el estadio de una enfermedad, pero también para evaluar y monitorizar el tratamiento
farmacoldgico.

Se abarca dentro de la presente invencion que al recogerse la al menos una célula, la lisis se realiza
simultdneamente. Sin embargo, se prefiere igualmente que en primer lugar se coseche la célula y luego se lise por
separado.

Se conocen en la técnica métodos para la lisis de células (Karwa y Mitra: Sample preparation for the extraction,
isolation, and purification of Nuclei Acids; capitulo 8 en “Sample Preparation Techniques in Analytical Chemistry”,
Wiley 2003, Editor: Somenath Mitra, ISBN impreso: 0471328456; ISBN en linea: 0471457817). La lisis de diferentes
tipo de células y tejidos puede lograrse mediante homogeneizadores (por ejemplo homogeneizador Potter),
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desintegradores ultrasonicos, lisis enzimatica, detergentes (por ejemplo NP-40, Triton X-100, CHAPS, SDS), choque
osmotico, congelacion y descongelacion repetidas o una combinacion de estos métodos.

Segun los métodos de la invencidn, la preparaciéon de proteinas que contiene PI3K se pone en contacto con la 3-(2-
{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida
inmovilizada sobre un soporte sélido en condiciones que permiten la formacién de un complejo de 3-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K.

En la presente invencion, la expresion “complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K” indica un complejo en el que una 3-(2-{2-[2-(2-amino-
etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida interacciona con PI3K,
por ejemplo mediante unién covalente o, lo mas preferido, mediante unién no covalente. Se aplica la misma
definicion también para complejos entre una 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida y ATM, ATR, DNAPK o mTOR.

El experto sabra qué condiciones pueden aplicarse con el fin de permitir la formacién del complejo de 3-(2-{2-[2-(2-
amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K.

En el contexto de la presente invencién, la expresion “en condiciones que permiten la formacién del complejo”
incluye todas las condiciones en las que tal formacion, preferiblemente tal unién, es posible. Esto incluye la
posibilidad de tener el soporte sdélido sobre una fase inmovilizada y verter el lisado sobre el mismo. En otra
realizacion preferida, también se incluye que el soporte solido esté en una forma particulada y se mezcle con el
lisado celular.

En el contexto de uniéon no covalente, la unién entre 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida y PI3K es, por ejemplo, mediante puentes salinos, enlaces de
hidrégeno, interacciones hidréfobas o una combinacion de los mismos.

En una realizacion preferida, las etapas de la formacion del complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-
etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K se realizan en condiciones
esencialmente fisioldgicas. El estado fisico de las proteinas dentro de las células se describe en Petty, 1998
(Howard R. Petty, capitulo 1, unidad 1.5 en: Juan S. Bonifacino, Mary Dasso, Joe B. Harford, Jennifer Lippincott-
Schwartz, y Kenneth M. Yamada (eds.) Current Protocols in Cell Biology Copyright © 2003 John Wiley & Sons, Inc.
Todos los derechos reservados. DOI: 10.1002/0471143030.cb0101s00. Fecha de remisién en linea: mayo de 2001.
Fecha de publicacion impresa : octubre de 1998).

La puesta en contacto en condiciones esencialmente fisiologicas tiene la ventaja de que las interacciones entre el
ligando, la preparacion celular (es decir, la cinasa que va a caracterizarse) y opcionalmente el compuesto reflejan
tanto como sea posible las condiciones naturales. “Condiciones esencialmente fisiolégicas” son, entre otras, las
condiciones que estan presentes en el material de muestra no procesado, original. Incluyen la concentracién de
proteinas fisiolégica, el pH, la concentracion de sal, la capacidad de tamponamiento y las modificaciones
postraduccionales de las proteinas implicadas. La expresion “condiciones esencialmente fisioldgicas” no requiere
condiciones idénticas a aquéllas en el organismo vivo original, del cual se deriva la muestra, sino condiciones
esencialmente de tipo celular o condiciones cercanas a las condiciones celulares. El experto en la técnica se dara
cuenta, por supuesto, de que ciertas restricciones pueden surgir debido al sistema experimental que conducira
finalmente a condiciones de tipo menos celular. Por ejemplo, la rotura finalmente necesaria de las paredes celulares
o las membranas celulares cuando se toma y se procesa una muestra de un organismo vivo puede requerir
condiciones que no son idénticas a las condiciones fisioldgicas encontradas en el organismo. Variaciones
adecuadas de condiciones fisioldgicas para poner en practica los métodos de la invencion resultaran evidentes para
los expertos en la técnica y estan abarcadas por la expresion “condiciones esencialmente fisioldgicas” tal como se
usa en el presente documento. En resumen, debe entenderse que la expresion “condiciones esencialmente
fisiolégicas” se refiere a condiciones cercanas a las condiciones fisiolégicas, como por ejemplo las encontradas en
células naturales, pero no necesariamente requiere que estas condiciones sean idénticas.

Por ejemplo, “condiciones esencialmente fisiolégicas” pueden comprender NaCl o KCI 50-200 mM, pH 6,5-8,5, 20-
37°C y cation divalente 0,001-10 mM (por ejemplo Mg++, Ca++,); mas preferiblemente de manera aproximada NaCl
o KCI 150 m, pH 7,2 a 7,6, cation divalente 5 mM y a menudo incluyen proteina no especifica al 0,01-1,0 por ciento
(por ejemplo BSA). A menudo puede estar presente un detergente no iénico (Tween, NP-40, Triton-X100),
habitualmente a aproximadamente del 0,001 al 2%, normalmente el 0,05-0,2% (volumen/volumen). Para directrices
generales, pueden ser aplicables las siguientes condiciones acuosas tamponadas: NaCl 10-250 mM, Tris HCI 5-50
mM, pH 5-8, con adicién opcional de cation/cationes divalente(s) y/o quelantes de metales y/o detergentes no
iénicos.

Preferiblemente, “condiciones esencialmente fisiolégicas” significan un pH de desde 6,5 hasta 7,5, preferiblemente
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desde 7,0 hasta 7,5, y/o una concentracion de tampén de desde 10 hasta 50 mM, preferiblemente desde 25 hasta
50 mM, y/o una concentracion de sales monovalentes (por ejemplo Na o K) de desde 120 hasta 170 mM,
preferiblemente 150 mM. Las sales divalentes (por ejemplo Mg o Ca) pueden estar presentes ademas a una
concentracién de desde 1 hasta 5 mM, preferiblemente de 1 a 2 mM, en las que mas preferiblemente el tampdn se
selecciona del grupo que consiste en Tris-HCI o HEPES.

En el contexto de la presente invencién, 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-
fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal de la misma esta inmovilizada sobre un soporte sélido. A lo largo de
toda la invencion, la expresion “soporte soélido” se refiere a todo soporte no disuelto que pueda inmovilizar un ligando
de molécula pequefia sobre su superficie.

Segun una realizacion preferida adicional, el soporte sdélido se selecciona del grupo que consiste en agarosa,
agarosa modificada, perlas de sefarosa (por ejemplo sefarosa activada con NHS), latex, celulosa y particulas ferro o
ferrimagnéticas.

La 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o
una sal de la misma puede estar acoplada al soporte sélido de manera o bien covalente o bien no covalente. La
unién no covalente incluye union mediante ligandos de afinidad de biotina que se unen a matrices de esteptavidina.

Preferiblemente, la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-
2il]-propionamida o sal de la misma esta covalentemente acoplada al soporte sdlido.

Antes del acoplamiento, las matrices pueden obtener grupos activos tales como NHS, carbodimida etc. para permitir
la reaccion de acoplamiento con el ligando 1 de feniltiazol. La 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-
cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal de la misma puede acoplarse al soporte sélido
mediante acoplamiento directo (por ejemplo usando grupos funcionales tales como grupos amino, sulfihidrilo,
carboxilo, hidroxilo, aldehido y cetona) y mediante acoplamiento indirecto (por ejemplo mediante biotina, estando la
biotina covalentemente unida a 3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-
metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal de la misma y unién no covalente de la biotina a estreptavidina que esta
unida al soporte solido directamente).

La union al material de soporte solido puede implicar conectores escindibles o no escindibles. La escision puede
lograrse mediante tratamiento o escision enzimatica con métodos quimicos adecuados.

Las superficies de contacto de union preferidas para la unién de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-
(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal de la misma al material de soporte sélido
son conectores con una estructura principal de atomos de C. Normalmente los conectores tienen una estructura
principal de 8, 9 6 10 atomos. Los conectores contienen o bien un grupo carboxilo o bien amino activo.

El experto apreciara que entre las etapas individuales de los métodos de la invencidn, pueden ser necesarias etapas
de lavado. Tal lavado es parte del conocimiento del experto en la técnica. El lavado sirve para eliminar componentes
no unidos del lisado celular del soporte solido. Pueden minimizarse las interacciones de union no especificas (por
ejemplo idnicas sencillas) afiadiendo niveles bajos de detergente o mediante ajustes moderados a las
concentraciones de sal en el tampdn de lavado.

Segun los métodos de identificacion de la invencién, el sistema de lectura es o bien la deteccidon o bien la
determinacion de PI3K (primer aspecto de la invencion), la deteccién del complejo de 3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-
etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonilfenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K (segundo aspecto de la
invencion) o la determinacién de la cantidad del complejo de 3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-
cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K (segundo, tercer y cuarto aspecto de la
invencion).

A lo largo de toda la invencién, pueden usarse los mismos sistemas de lectura usados para la determinacion o
deteccién de PI3K, la detecciéon del complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida-PI3K o la determinacion de la cantidad del complejo de 3-(2-{2-
[2-(2-aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K para
la deteccion de ATM, ATR, DNAPK o mTOR o la deteccién o la determinacion de la cantidad de un complejo entre 3-
(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonilfenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida y
dichas proteinas. Esto implica que en casos en los que se usa un agente especifico para PI3K (por ejemplo un
anticuerpo), tiene que usarse un agente especifico para ATM, ATR, DNAPK o0 mTOR en su lugar. Por consiguiente,
las realizaciones y explicaciones facilitadas a continuacion también se aplican a la deteccion de ATM, ATR, DNAPK
o0 mTOR o a la detecciéon del complejo o a la determinacion de la cantidad de un complejo entre 3-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida y dichas
proteinas.
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En el método segun el primer aspecto de la invencion, la deteccion o determinacion de PI3K separada es
preferiblemente indicativa del hecho de que el compuesto puede separar PI3K de la 3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxi]-
etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida inmovilizada o una sal de la misma.
Esta capacidad indica que el compuesto respectivo interacciona, preferiblemente se une a PI3K, lo que es indicativo
de su potencial terapéutico.

En una realizacion del método segun el segundo aspecto, se detecta el complejo de 3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxi]-
etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K formado durante el método
de la invencion. El hecho de que tal complejo se forme indica preferiblemente que el compuesto no inhibe
completamente la formacién del complejo. Por otro lado, si no se forma complejo, el compuesto es presumiblemente
un interactor fuerte con PI3K, lo que es indicativo de su potencial terapéutico.

Segun los métodos del segundo, tercer y cuarto aspecto de la invencién, se determina la cantidad del complejo de 3-
(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil )-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K
formado durante el método. En general, cuanto menos complejo se forme en presencia del compuesto respectivo,
mas fuerte interacciona el compuesto respectivo con PI3K, lo que es indicativo de su potencial terapéutico.

La deteccion del complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonilfenil)-4-
metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K segun el segundo aspecto de la invencion puede realizarse usando anticuerpos
marcados dirigidos contra PI3K y un sistema de lectura adecuado.

Segun una realizacion preferida del segundo aspecto de la invencion, se detecta el complejo de 3-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonilfenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K
determinando su cantidad.

En el transcurso del segundo, tercero y cuarto aspecto de la invencion, se prefiere que PI3K se separe de la 3-(2-{2-
[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida
inmovilizada con el fin de determinar la cantidad del complejo de 3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-
cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K.

Segun la invencion, separar significa toda accidon que destruya las interacciones entre 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-
etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida y PI3K. Esto incluye en una
realizacién preferida la elucion de PI3K de la 3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida inmovilizada.

La elucidon puede lograrse usando reactivos no especificos tal como se describe en detalle a continuacion (fuerza
i6nica, valor de pH, detergentes). Ademas, puede someterse a prueba si un compuesto de interés puede eluir
especificamente la PI3K de la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-
metil-tiazol-2il]-propionamida. Tales compuestos de interaccion con PI3K se describen adicionalmente en las
siguientes secciones.

Tales métodos no especificos para destruir la interacciéon se conocen principalmente en la técnica y dependen de la
naturaleza de la interaccidon ligando-enzima. Principalmente, el cambio de fuerza idnica, el valor de pH, la
temperatura o la incubacién con detergentes son métodos adecuados para disociar las enzimas diana del ligando
inmovilizado. La aplicacion de un tampén de elucién puede disociar parejas de unién por los extremos del valor de
pH (pH alto o bajo; por ejemplo disminuyendo el pH usando citrato 0,1 M, pH 2-3), cambio de fuerza iénica (por
ejemplo alta concentracién de sal usando Nal, Kl, MgCl, o KClI), agentes reductores de polaridad que rompen las
interacciones hidréfobas (por ejemplo dioxano o etilenglicol), o agentes desnaturalizantes (sales caotropicas o
detergentes tales como dodecilsulfato de sodio, SDS; revision: Subramanian A., 2002, Immunoaffinty
chromatography).

En algunos casos, el soporte sélido tiene que separarse preferiblemente del material liberado. Los métodos
individuales para esto dependen de la naturaleza del soporte solido y se conocen en la técnica. Si el material de
soporte esta contenido dentro de una columna el material liberado puede recogerse como parte no retenida de la
columna. En caso de que el material de soporte se mezcle con los componentes del lisado (denominado
procedimiento discontinuo) una etapa de separacién adicional tal como centrifugaciéon suave puede ser necesaria y
el material liberado se recoge como sobrenadante. Alternativamente, pueden usarse perlas magnéticas como
soporte solido de modo que las perlas pueden eliminarse de la muestra usando un dispositivo magnético.

En la etapa d) del método segun el primer aspecto de la invencion, se determina si se ha separado la PI3K de la 3-
(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol- 2il]-propionamida
inmovilizada. Esto puede incluir la deteccion de PI3K o la determinacion de la cantidad de PI3K.

Por consiguiente, al menos en realizaciones preferidas de todos los métodos de identificacién de la invencion, se
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usan métodos para la deteccién de PI3K separada o para la determinacion de su cantidad. Tales métodos se
conocen en la técnica e incluyen métodos fisicoquimicos tales como secuenciacion de proteinas (por ejemplo
degradacion de Edmann), analisis mediante métodos de espectrometria de masas o métodos de inmunodeteccion
empleando anticuerpos dirigidos contra PI3K.

A lo largo de toda la invencidn, si un anticuerpo se usa con el fin de detectar PI3K o con el fin de determinar su
cantidad (por ejemplo mediante ELISA), el experto entenderd que, si una isoforma especifica de PI3K va a
detectarse o si la cantidad de una isoforma especifica de PI3K va a determinarse, puede usarse un anticuerpo
especifico de isoforma. Tal como se indicd anteriormente, tales anticuerpos se conocen en la técnica. Ademas, el
experto es consciente de los métodos para la produccion de los mismos.

Preferiblemente, se detectan PI3K, ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR o se determina la cantidad de dichas proteinas
mediante métodos de inmunodeteccion o espectrometria de masas. En lo siguiente, esto se explicara en mas detalle
en referencia a PI3K, pero las realizaciones y la explicacion descritas a continuacion también se aplican a ATM,
ATR, DNAPK o mTOR.

La identificacion de proteinas con analisis espectrométrico de masas (espectrometria de masas) se conoce en la
técnica (Shevchenko et al., 1996, Analytical Chemistry 68: 850-858; Mann et al., 2001, Analysis of proteins and
proteomes by mass spectrometry, Annual Review of Biochemistry 70, 437-473) y se ilustra ademas en la seccion de
ejemplos.

Preferiblemente, el analisis de espectrometria de masas se realiza de una manera cuantitativa, por ejemplo usando
tecnologia iTRAQ (etiquetas isobaricas para cuantificacion absoluta y relativa) o cICAT (etiquetas de afinidad
codificadas con isétopos escindibles) (Wu et al., 2006. J. Proteome Res. 5, 651-658).

Segun una realizacidon preferida adicional de la presente invencion, la caracterizacion mediante espectrometria de
masas (EM) se realiza mediante la identificacion de péptidos proteotipicos de PI3K. La idea es que PI3K se digiere
con proteasas y los péptidos resultantes se determinan mediante EM. Como resultado, las frecuencias de péptidos
para péptidos de la misma fuente de proteina difieren en gran medida, denominandose los péptidos observados lo
mas frecuentemente que “normalmente” contribuyen a la identificacion de esta proteina “péptido proteotipico”. Por
tanto, un péptido proteotipico tal como se usa en la presente invencién es un péptido que puede observarse bien
experimentalmente que identifica de manera Unica a una isoforma de proteina o proteina especifica.

Segun una realizacion preferida, la caracterizacion se realiza comparando los péptidos proteotipicos obtenidos en el
transcurso de la puesta en practica de los métodos de la invencion con péptidos proteotipicos conocidos. Puesto
que, cuando se usan fragmentos preparados mediante digestion con proteasas para la identificacién de una proteina
en EM, habitualmente se observan los mismos péptidos proteotipicos para una enzima dada, es posible comparar
los péptidos proteotipicos obtenidos para una muestra dada con los péptidos proteotipicos ya conocidos para
enzimas de una clase dada de enzimas y de ese modo identificar la enzima que esta presente en la muestra.

Como alternativa al analisis de espectrometria de masas, puede detectarse PI3K eluida (incluyendo proteinas de
armazon o parejas de uniéon conjuntamente eluidas) o puede determinarse su cantidad usando un anticuerpo
especifico dirigido contra PI3K (o contra una isoforma de PI3K, véase anteriormente).

Ademas, en otra realizacion preferida, una vez que se ha establecido la identidad de la pareja de unién
conjuntamente eluida mediante andlisis de espectrometria de masas, cada pareja de union puede detectarse con
anticuerpos especificos dirigidos contra esta proteina.

Los ensayos basados en anticuerpos adecuados incluyen pero sin limitarse a inmunotransferencias de tipo Western,
ensayos de ELISA, ensayos de ELISA de tipo “sandwich” y alineamientos de anticuerpos o una combinacién de los
mismos. El establecimiento de tales ensayos se conoce en la técnica (capitulo 11, Immunology, paginas 11-1 a 11-
30 en: Short Protocols in Molecular Biology. Cuarta edicion, editado por F.M. Ausubel et al., Wiley, Nueva York,
1999).

Estos ensayos no sélo pueden configurarse de una manera para detectar y cuantificar una proteina de interés de
interaccion con PI3K (por ejemplo una subunidad reguladora o catalitica de un complejo de PI3K), sino también para
analizar patrones de modificacién postraduccional tales como modificaciéon por ubiquitina o fosforilacién.

Ademas, los métodos de identificacion de la invencién implican el uso de compuestos que se someten a prueba para
determinar su capacidad para ser un compuesto de interaccion con PI3K.

Principalmente, segun la presente invenciéon, un compuesto de este tipo puede ser toda molécula que pueda

interaccionar con PI3K, por ejemplo, inhibiendo su unién a 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-
3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal de la misma. Preferiblemente, el compuesto tiene un
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efecto sobre PI3K, por ejemplo un efecto inhibidor o estimulador.

Preferiblemente, dicho compuesto se selecciona del grupo que consiste en compuestos quimicos que se producen
de manera natural o sintéticos o farmacos sintéticos organicos, mas preferiblemente moléculas pequefas, farmacos
organicos o compuestos de molécula pequefia naturales. Preferiblemente, dicho compuesto se identifica partiendo
de una biblioteca que contiene tales compuestos. Luego, en el transcurso de la presente invencién, se examina una
biblioteca de este tipo.

Tales moléculas pequefias no son preferiblemente proteinas o acidos nucleicos. Preferiblemente, las moléculas
pequefas presentan un peso molecular de menos de 1.000 Da, mas preferido de menos de 750 Da, lo mas preferido
de menos de 500 Da.

Una “biblioteca” segun la presente invencion se refiere a una coleccion (en su mayoria grande) de (numerosas)
entidades quimicas diferentes que se proporcionan de una manera clasificada que permite tanto un analisis
funcional rapido (examen) de las entidades individuales diferentes, como al mismo tiempo proporciona una rapida
identificacion de las entidades individuales que forman la biblioteca. Ejemplos son colecciones de tubos o pocillos o
puntos sobre superficies que contienen compuestos quimicos que pueden afadirse en reacciones con una o mas
parejas de interaccién potencial definidas de una manera de alto rendimiento. Tras la identificacién de una
interaccion “positiva” deseada de ambas parejas, el compuesto respectivo puede identificarse rapidamente debido a
la construccion de la biblioteca. Las bibliotecas de origenes natural y sintético o bien pueden adquirirse o bien
disefiarse por el experto en la técnica.

Se proporcionan ejemplos de la construccion de bibliotecas en, por ejemplo, Breinbauer R, Manger M, Scheck M,
Waldmann H. Natural product guided compound library development. Curr Med Chem. Diciembre de 2002;
9(23):2129-45, en el que se describen productos naturales que son puntos de partida bioldgicamente validados para
el disefio de bibliotecas combinatorias, puesto que tienen un registro comprobado de relevancia biol6gica. Este
papel especial de productos naturales en la biologia quimica y quimica médica puede interpretarse a la luz de
nuevos hallazgos sobre la arquitectura de dominios de las proteinas obtenidos mediante la biologia estructural y la
bioinformatica. Con el fin de cumplir los requisitos especificos del bolsillo de unién individual dentro de una familia de
dominios, puede ser necesario optimizar la estructura de los productos naturales mediante variacion quimica. Se
dice que la quimica de fase sélida se convertira en una herramienta eficaz para este proceso de optimizacion, y se
destacan los ultimos avances en este campo en este articulo de revision. Otras referencias relacionadas incluyen
Edwards PJ, Morrell Al. Solid-phase compound library synthesis in drug design and development. Curr Opin Drug
Discov Devel. 2002 Jul;5(4):594-605.; Merlot C, Domine D, Church DJ. Fragment analysis in small molecule
discovery. Curr Opin Drug Discov Devel. Mayo de 2002;5(3):391-9. Review; Goodnow RA Jr. Current practices in
generation of small molecule new leads. J Cell Biochem Suppl. 2001; supl. 37:13-21; que describen que los procesos
de descubrimiento de farmacos actuales en muchas compafias farmacéuticas requieren colecciones grandes y
crecientes de estructuras lider de alta calidad para su uso en ensayos de seleccidon de alto rendimiento. En el
pasado, se han adquirido colecciones de moléculas pequefias con estructuras diversas y propiedades “similares a
farmaco” por varios medios: mediante el archivo de esfuerzos de optimizacién de lideres internos previos, mediante
la adquisicion de proveedores de compuestos y mediante la unién de colecciones separadas tras fusiones de
compaiiias. Aunque se describe a la quimica de alto rendimiento/combinatoria como un componente importante en
el proceso de generacion de nuevos lideres, la seleccion de disefios de bibliotecas para la sintesis y el posterior
disefio de los miembros de biblioteca ha evolucionado a un nuevo nivel de desafio e importancia. Los posibles
beneficios de la seleccion de disefios de bibliotecas de compuestos de molécula pequefia multiples contra dianas
biologicas multiples ofrece una oportunidad sustancial para descubrir nuevas estructuras lider.

En una realizacién preferida del segundo y tercer aspecto, la preparacion de proteinas que contiene PI3K se incuba
en primer lugar con el compuesto y luego con la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonilfenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida inmovilizada. Sin embargo, se prefiere de igual manera la
incubacién  simultdnea del compuesto y la  3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida inmovilizada (incubacion conjunta) con la preparacién de
proteinas que contiene PI3K (ensayo de unidon competitiva).

En el caso de que la incubacion con el compuesto sea primero, se incuba en primer lugar preferiblemente la PI3K
con el compuesto durante de 10 a 60 minutos, mas preferido de 30 a 45 minutos a una temperatura de 4°C a 37°C,
mas preferido de 4°C a 25°C, lo mas preferido 4°C. Preferiblemente se usan compuestos a concentraciones que
oscilan entre 1 uM y 1 mM, preferiblemente entre 10 y 100 uM. La segunda etapa, la puesta en contacto con el
ligando inmovilizado, se realiza preferiblemente durante de 10 a 60 minutos a 4°C.

En el caso de la incubacion simultanea, se incuba preferiblemente la PI3K de manera simultanea con el compuesto y
3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida

durante de 30 a 120 minutos, mas preferido de 60 a 120 minutos a una temperatura de 4°C a 37°C, mas preferido de
4°C a 25°C, lo méas preferido 4°C. Preferiblemente se usan compuestos a concentraciones que oscilan entre 1 uM y
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1 mM, preferiblemente entre 10 y 100 puM.

Ademas, las etapas a) a c) del segundo aspecto de la invencion pueden realizarse con varias preparaciones de
proteinas con el fin de someter a prueba diferentes compuestos. Esta realizacion es especialmente interesante en el
contexto de selecciones de medio y alto rendimiento (véase a continuacion).

En una realizacién preferida del método de la invencidn segun el tercer o cuarto aspecto, la cantidad del complejo de
3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida -
PI3K formado en la etapa c) se compara con la cantidad formada en la etapa b).

En una realizacién preferida del método de la invencion segun el tercer o cuarto aspecto, una cantidad reducida del
complejo de  3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[3-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-
propionamida - PI3K formado en la etapa c) en comparacién con la etapa b) indica que PI3K es una diana del
compuesto. Esto resulta del hecho de que en la etapa c) de este método de la invencidn, el compuesto compite con
el ligando por la union de PI3K. Si esta presente menos PI3K en la alicuota incubada con el compuesto, esto
significa preferiblemente que el compuesto ha competido con el inhibidor por la interaccién con la enzima y es, por
tanto, una diana directa de la proteina y viceversa.

Preferiblemente, los métodos de identificacion de la invencion se realizan como una seleccion de medio o alto
rendimiento.

El compuesto de interaccion identificado segun la presente invencién puede caracterizarse adicionalmente
determinando si tiene un efecto sobre PI3K, por ejemplo sobre su actividad cinasa (Carpenter et al., 1990, J. Biol.
Chem. 265, 19704-19711). Tales ensayos se conocen en la técnica, también en un formato que permite la seleccion
de medio a alto rendimiento (Fuchikami et al., 2002, J. Biomol. Screening 7, 441-450).

Ademas, el compuesto de interaccidn identificado segun la presente invencion puede caracterizarse adicionalmente
determinando si tiene un efecto sobre ATM, ATR, DNAPK o mTOR, por ejemplo sobre sus actividades cinasas
(Knight et al., 2004. Bioorganic and Medicinal Chemistry 12, 4749-4759; Knight et al., 2006, Cell 125, 733-747).

En resumen, la actividad lipido cinasa de PI3K puede medirse usando ensayos basados en disoluciones con
vesiculas de fosfolipidos. La reaccién se finaliza mediante la adicién de disolventes organicos acidificados y la
posterior separacion de fases mediante extraccion o analisis de cromatografia en capa fina (Carpenter et al., 1990,
J. Biol. Chem. 265, 19704-19711).

Alternativamente, puede usarse un formato de ensayo de polarizacién de fluorescencia. En resumen, se incuba PI3K
con un sustrato de fosfoinositol adecuado. Tras completarse la reaccién, se mezclan los productos de reaccion con
una proteina detectora de fosfoinositol especifica y una sonda de fosfoinositol fluorescente. Los valores de
polarizaciéon (mP) disminuyen a medida que se desplaza la unién de la sonda a la proteina detectora de fosfoinositol
por el producto de reaccion. El grado de polarizacion de la sonda fluorescente es inversamente proporcional a la
cantidad del producto de la reaccion de PI3K (Drees et al., 2003, Comb. Chem. High Throughput Screening 6, 321-
330).

Para la determinacion de la actividad proteina cinasa de PI3K, puede usarse un ensayo de polarizacién de
fluorescencia con un sustrato peptidico adecuado. En resumen, puede incubarse un sustrato peptidico marcado con
fluoresceina con PI3K (por ejemplo PI3K delta), ATP y un anticuerpo anti-fosfoserina. A medida que la reaccion
avanza, el péptido fosforilado se une al anticuerpo anti-fosfoserina, dando como resultado un aumento en la sefial de
polarizaciéon. Compuestos que inhiben la cinasa dan como resultado una sefial de polarizacion baja.

Los compuestos identificados segun la presente invencion pueden optimizarse adicionalmente (optimizacion lider).
Esta optimizacién posterior de tales compuestos a menudo se acelera debido a la informacion de relacion estructura-
actividad (SAR) codificada en estas bibliotecas de generacién de lideres. La optimizacién lider a menudo se facilita
debido a la facil aplicabilidad de los métodos de quimica de alto rendimiento (HTC) para la sintesis de seguimiento.

Un ejemplo de una biblioteca de este tipo y optimizacién lider se describe para PI3K gamma (Pomel et al., 2006, J.
Med. Chem. 49, 3857-3871).

Los métodos de la invencién comprenden una etapa del método en la que se determina si el compuesto puede
separar también ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR de la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida inmovilizada (primer aspecto) o si se ha formado también un
complejo entre 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-
propionamida y ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR. Tal como se indicd anteriormente, estas etapas pueden realizarse
esencialmente tal como se describié anteriormente para PI3K, en las que se usan agentes, por ejemplo anticuerpos
especificos para la cinasa dada cuando se requiere.
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La légica detras de estas etapas del método es que es posible determinar la especificidad del compuesto de
interaccion con PI3K identificado. Se prefiere, en el contexto de la presente invencion, identificar compuestos de
interaccion con PI3K que son especificos para PI3K, es decir, que se unen en un menor grado a ATM, ATR, DNAPK
y/o mTOR, o, incluso mas preferido, no se unen a una o todas estas proteinas.

La invencién da a conocer ademas un método para la preparacion de una composicion farmacéutica que comprende
las etapas de

a) identificar un compuesto de interaccion con PI3K tal como se describié anteriormente, y
b) formular el compuesto de interaccion para una composicion farmacéutica.

Por tanto, la invencién proporciona un método para la preparacion de composiciones farmacéuticas, que pueden
administrarse a un sujeto en una cantidad eficaz. En un aspecto preferido, el producto terapéutico se purifica
sustancialmente. El sujeto que va a tratarse es preferiblemente un animal incluyendo, pero sin limitarse a animales
tales como vacas, cerdos, caballos, pollos, gatos, perros, etc., y es preferiblemente un mamifero, y lo mas
preferiblemente un ser humano. En una realizacién especifica, un mamifero no humano es el sujeto.

Los compuestos identificados segun la invencion son Utiles para la prevencion o el tratamiento de enfermedades en
las que PI3K desempefia un papel tales como cancer (por ejemplo cancer de mama, de colon o de ovarios),
trastornos metabdlicos (por ejemplo diabetes u obesidad) o trastornos autoinmunitarios/inflamatorios (por ejemplo
artritis reumatoide, psoriasis, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, asma o reacciones alérgicas).

Por consiguiente, la presente invencion también se refiere al uso de un compuesto identificado mediante los
métodos de la invencidén para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una o mas de las
enfermedades mencionadas anteriormente. Ademas, la presente invencion se refiere a una composicion
farmacéutica que comprende dicho compuesto.

En general, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién comprenden una cantidad terapéuticamente
eficaz de un producto terapéutico, y un portador farmacéuticamente aceptable. En una realizacién especifica, la
expresion “farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o
estatal o enumerado en la farmacopea estadounidense u otra farmacopeia generalmente reconocida para su uso en
animales, y mas particularmente, en seres humanos. El término “portador” se refiere a un diluyente, adyuvante,
excipiente o vehiculo con el que se administra el producto terapéutico. Tales portadores farmacéuticos pueden ser
liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluyendo los de origen del petréleo, animal, vegetal o sintético,
incluyendo pero sin limitarse a aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. El
agua es un portador preferido cuando la composicion farmacéutica se administra por via oral. Solucién salina y
dextrosa acuosa son portadores preferidos cuando la composicion farmacéutica se administra por via intravenosa.
Se emplean preferiblemente soluciones salinas y dextrosa acuosa y disoluciones de glicerol como portadores
liquidos para disoluciones inyectables. Los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen almidon, glucosa, lactosa,
sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, caliza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco,
cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y similares. La composicion, si se
desea, también puede contener cantidades minoritarias de agentes emulsionantes o humectantes, o agentes de
tamponamiento del pH. Estas composiciones pueden tomar la forma de disoluciones, suspensiones, emulsiones,
comprimidos, pildoras, capsulas, polvos, formulaciones de liberacion sostenida y similares. La composicién puede
formularse como un supositorio, con aglutinantes y portadores tradicionales tales como triglicéridos. La formulacion
oral puede incluir portadores convencionales tales como calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidon,
estearato de magnesio, sacarina sddica, celulosa, carbonato de magnesio, etc. Se describen ejemplos de portadores
farmacéuticos adecuados en “Remington’s Pharmaceutical Sciences” por E.W. Martin. Tales composiciones
contendran una cantidad terapéuticamente eficaz del producto terapéutico, preferiblemente en forma purificada,
junto con una cantidad adecuada de portador para proporcionar la forma para administracion apropiada al paciente.
La formulacién debe adecuarse al modo de administracion.

En una realizacion preferida, se formula la composicién, seguin procedimientos de rutina, como una composicion
farmacéutica adaptada para administracion intravenosa a seres humanos. Normalmente, las composiciones para
administracién intravenosa son disoluciones en tampoén acuoso isotonico estéril. Cuando sea necesario, la
composicion también puede incluir un agente solubilizante y un anestésico local tal como lidocaina para aliviar el
dolor en el sitio de la inyeccién. Generalmente, los componentes se suministran o bien por separado o bien
mezclados entre si en forma farmacéutica unitaria, por ejemplo, como un concentrado libre de agua o polvo
liofilizado seco en un recipiente herméticamente sellado tal como una ampolla o sobre que indica la cantidad de
agente activo. Cuando la composicidén va a administrarse mediante infusiéon, puede dispensarse con un frasco de
infusion que contiene solucidn salina o agua de calidad farmacéutica estéril. Cuando la composicidon se administra
mediante inyeccion, puede proporcionarse una ampolla de solucién salina o agua estéril para inyeccion de modo que
los componentes pueden mezclarse antes de la administracion.
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Los productos terapéuticos de la invencion pueden formularse como formas de sal o neutras. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las formadas con grupos carboxilo libres tales como las derivadas de acidos
clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartarico, etc., las formadas con grupos amino libres tales como las derivadas
de isopropilamina, trietilamina, 2-etilaminoetanol, histidina, procaina, etc., y las derivadas de hidroxidos de sodio,
potasio, amonio, calcio y férrico, etc.

La cantidad del producto terapéutico de la invencidon que sera eficaz en el tratamiento de un estado o trastorno
particular dependera de la naturaleza del estado o trastorno, y puede determinarse mediante técnicas clinicas
convencionales. Ademas, pueden emplearse también ensayos in vitro opcionalmente para ayudar a identificar
intervalos de dosificacion éptimos. La dosis precisa que va a emplearse en la formulacion también dependera de la
via de administracion y la gravedad de la enfermedad o trastorno y debe decidirse segun el juicio del médico y de las
circunstancias de cada paciente. Sin embargo, intervalos de dosificacion adecuados para administracion intravenosa
son generalmente de aproximadamente 20-500 microgramos de compuesto activo por kilogramo de peso corporal.
Intervalos de dosificacion adecuados para administracion intranasal son generalmente de aproximadamente 0,01
pg/kg de peso corporal a 1 mg/kg de peso corporal. Pueden extrapolarse dosis eficaces a partir de curvas de dosis-
respuesta derivadas de sistemas de prueba en modelos animales o in vitro. En general, los supositorios pueden
contener el principio activo en el intervalo del 0,5% al 10% en peso; las formulaciones orales contienen
preferiblemente del 10% al 95% de principio activo.

Se conocen diversos sistemas de administracion y pueden usarse para administrar un producto terapéutico de la
invencion, por ejemplo, encapsulacién en liposomas, microparticulas y microcapsulas: uso de células recombinantes
que pueden expresar el producto terapéutico, uso de endocitosis mediada por receptor (por ejemplo, Wu y Wu,
1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432); construccion de un acido nucleico terapéutico como parte de un vector
retroviral u otro, etc. Los métodos de introduccion incluyen pero sin limitarse a las vias intradérmica, intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intranasal, epidural y oral. Los compuestos pueden administrarse mediante
cualquier via conveniente, por ejemplo mediante infusiéon, mediante inyeccién en bolo, mediante absorcién a través
de los revestimientos mucocutaneo o epitelial (por ejemplo, mucosa intestinal, rectal y oral, etc.), y pueden
administrarse junto con otros agentes biolégicamente activos. La administracion puede ser sistémica o local.
Ademas, puede ser deseable introducir las composiciones farmacéuticas de la invencion en el sistema nervioso
central mediante cualquier via adecuada, incluyendo inyeccion intratecal e intraventricular; la inyeccion
intraventricular puede facilitarse mediante un catéter intraventricular, por ejemplo, unido a un depésito, tal como un
depdsito Ommaya. También puede emplearse administracion pulmonar, por ejemplo, mediante el uso de un
inhalador o nebulizador, y formulaciéon con un agente de aerosolizacion.

En una realizacion especifica, puede ser deseable administrar las composiciones farmacéuticas de la invencién de
manera local a la zona que necesita tratamiento. Esto puede logarse, por ejemplo, y no a modo de limitacion,
mediante infusion local durante la cirugia, aplicacion topica, por ejemplo, conjuntamente con un apdsito para heridas
tras la cirugia, mediante inyeccién, por medio de un catéter, por medio de un supositorio, 0 por medio de un
implante, siendo dicho implante de un material poroso, no poroso o gelatinoso, incluyendo membranas, tales como
membranas sialasticas o fibras. En una realizacion, la administracion puede ser mediante inyeccion directa en el sitio
(o antiguo sitio) de un tumor maligno o tejido neoplasico o preneoplasico.

En ofra realizacion, el producto terapéutico puede administrarse en una vesicula, en particular un liposoma (Langer,
1990, Science 249:1527-1533).

AUn en otra realizacion, el producto terapéutico puede administrarse mediante un sistema de liberaciéon controlada.
En una realizacion, puede usarse una bomba (Langer, citado anteriormente). Aun en otra realizacion, puede
colocarse un sistema de liberaciéon controlada en las proximidades de la diana terapéutica, es decir, el cerebro,
requiriendo asi sélo una fraccién de la dosis sistémica.

En el contexto de la presente invencién, se ha encontrado que el ligando 1 de feniltiazol es un ligando para ATM,
ATR, DNAPK y mTOR. Por tanto, la presente invencion también se refiere a métodos para la identificacion de
compuestos de interaccion con ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR. Estos métodos se realizan tal como se describio
anteriormente en el contexto de la identificacion de compuestos de interaccion con PI3K. Ademas, se prevé dentro
de la presente invencion que estos métodos para la identificacion de compuestos de interaccion con ATM, ATR,
DNAPK o mTOR puedan contener o no la etapa de determinar si un compuesto dado puede interaccionar también
con otras PIKK cinasas tal como se define en la presente invencion.

La invencion se refiere ademas a un método para la purificacion de ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR, que comprende
las etapas de

a) proporcionar una preparacion de proteinas que contiene una o mas de dichas proteinas,

b) poner en contacto la preparacion de proteinas con 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
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metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal de la misma inmovilizada sobre un soporte sdlido en
condiciones que permiten la formaciéon de un complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-
3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - proteina, y

c) separar la proteina de la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil )-4-metil-
tiazol-2il]-propionamida inmovilizada.

Tal como se mencioné anteriormente, se ha encontrado sorprendentemente que el ligando 1 de feniltiazol es un
ligando que reconoce estas proteinas. Esto permite métodos de purificacion eficaces para estas proteinas.

Las realizaciones tal como se definieron anteriormente para la métodos de identificacion de la invencion también se
aplican al método de purificacion de la invencion.

Preferiblemente, dicha purificacién se realiza usando un anticuerpo especifico de isoforma tal como se explicd
anteriormente.

En una realizacion preferida, el método de purificacion de la invencién comprende ademas tras la etapa c) la
identificacion de proteinas que pueden unirse a ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR. Esto es especialmente interesante
cuando se realiza la formacion del complejo en condiciones esencialmente fisioldgicas, debido a que entonces es
posible conservar el estado natural de la enzima que incluye la existencia de parejas de union, subunidades
enzimaticas o modificaciones postraduccionales, que entonces pueden identificarse con la ayuda de espectrometria
de masas (EM).

Por consiguiente, en una realizacion preferida, el método de purificacion de la invenciéon comprende ademas tras la
etapa c) la determinacion de si la proteina dada estad modificada ademas postraduccionalmente, por ejemplo
mediante modificacién por ubiquitina.

La invencion se refiere ademas al uso de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-
fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal de la misma para la identificacién de compuestos de interaccion con
ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR y para la purificacion de PI3K. Las realizaciones tal como se definieron anteriormente
también se aplican a los usos de la invencion.

También se da a conocer que no sélo 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-
fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal de la misma, sino que ademas también otro ligando, concretamente el
ligando de fenilmorfolin-cromeno (8-(4-aminometil-fenil)-2-morfolin-4-il-cromen-4-ona) tal como se muestra en la
figura 16, o derivados del mismo, por ejemplo compuestos que comprenden el nucleo idéntico pero que tienen otro
conector, preferiblemente acoplado al nitrégeno que no es parte de las estructuras ciclicas, para su unién al soporte
sélido, puede usarse para la identificacion de los compuestos de interaccion. Por consiguiente, ambos ligandos se
inmovilizan. En este contexto, se incluye que, en el caso de que se usen perlas, ambos ligandos se inmovilizan
sobre la misma perla o que un ligando se inmoviliza sobre una perla y el otro ligando se inmoviliza sobre la otra
perla. En este contexto, normalmente los conectores tienen una estructura principal de 8, 9 o 10 atomos. Los
conectores pueden contener un grupo activo o bien amino, hidroxilo o bien carboxilo.

La invencion se ilustra ademas mediante las siguientes figuras y ejemplos, que no se consideran limitativos para el
alcance de proteccién conferido por las reivindicaciones de la presente solicitud.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1: Sintesis y estructura del ligando 1 de feniltiazol.
El ligando 1 de feniltiazol se sintetiz6 tal como se describe en el ejemplo 1.

Figura 2: Experimento de precipitacion (“pulldown”) de farmacos con el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado y
deteccidén por inmunotransferencia de tipo Western de proteinas de PI3K.

Como material biolégico, se usé un lisado celular preparado a partir de células MOLT-4. El experimento de
precipitacion de farmacos se realizé tal como se describe en el ejemplo 2 con muestras de lisados que contienen 50
mg de proteina. Se eluyeron las proteinas capturadas con tampdn que contiene DMSO (carril 1), 100 uM de ligando
1 de feniltiazol libre o tampdn de muestra de SDS (carril 3). Las muestras eluidas se separaron en geles de SDS-
poliacrilamida y se transfirieron a membranas. Las inmunotransferencias se incubaron en primer lugar con
anticuerpos especificos dirigidos contra PI3K gamma (figura 2A) y PI3K delta (figura 2B). Para la deteccion
secundaria, se usaron anticuerpos marcados con colorantes fluorescentes para la deteccién con el sistema de
obtencion de imagenes infrarrojas Odyssey. Carril 1: control elucién de DMSO; carril 2: elucion con ligando 1 de
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feniltiazol libre 100 uM; carril 3: eluciéon de SDS.

Figura 3: Experimento de precipitacion de farmacos con el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado para analisis de
espectrometria de masas de proteinas.

Se muestra un gel de proteina tras la tincién con azul de Coomassie. Las zonas del gel indicadas se cortaron como
rodajas de gel y se sometieron las proteinas a analisis mediante espectrometria de masas.

El experimento de precipitacion de farmacos se realizé tal como se describe en el ejemplo 2 con una muestra de
lisado de células MOLT-4 que contiene 50 mg de proteina. Se eluyeron las proteinas unidas al ligando 1 de
feniltiazol inmovilizado con tampén de muestra de SDS y se separaron mediante electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Figura 4: Péptidos identificados de PI3K gamma.

Los péptidos que se identificaron mediante analisis de espectrometria de masas de la secuencia PI3K delta humana
se muestran en negrita y subrayado.

Figura 5: Péptidos identificados de PI3K delta.

Los péptidos que se identificaron mediante analisis de espectrometria de masas de la secuencia de PI3K gamma
humana se muestran en negrita y subrayado.

Figura 6: Ensayo de elucion para la identificacion de compuestos de interaccion con PI3K gamma.

Se realiz6 el experimento tal como se describe en el ejemplo 3. Se capturd la proteina PI3K gamma mediante el
ligando 1 de feniltiazol inmovilizado a partir de de lisado de células MOLT-4 y se eluyé mediante los compuestos tal
como se indico. Los eluatos se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se detecto la PI3K gamma con el
sistema de obtencion de imagenes infrarrojas Odyssey. Primer anticuerpo: anti-PI3K gamma (Jena Bioscience ABD-
026S; anticuerpo de ratén). Segundo anticuerpo: anti-ratdbn IRDye800 (Rockland, 610-732-124). Se muestra la
intensidad integrada (kilopixel integrado/mm?).

Compuestos usados para la elucion:

Compuesto 1 (LY294002); Clsp > 100 uM; compuesto 2 (AS-605240): Clsp=26 nM; compuesto 3 (AS-604850);
C|5o=1 ,7 MM,

Figura 7: Ensayo de unién competitiva para la identificacion de compuestos de interaccion con PI3K gamma.

El experimento se realizé tal como se describe en el ejemplo 4. Se afiadieron compuestos de prueba a las
concentraciones indicadas y la matriz de afinidad a lisado de células MOLT-4 y se capturd la proteina PI3K gamma
que no interaccionaba con los compuestos de prueba mediante el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado sobre la
matriz de afinidad. Se separ6 la matriz de afinidad del lisado, se eluyeron las proteinas unidas con tampén de
muestra de SDS y se transfirieron los eluatos a una membrana de nitrocelulosa. Se determiné la cantidad de PI3K
gamma con el sistema de obtencion de imagenes infrarrojas Odyssey.

7A: Transferencias puntuales estudiadas con sonda con anticuerpos y sefiales detectadas con el sistema de
obtenciéon de imagenes infrarrojas Odyssey. Primer anticuerpo: anti-PI3K gamma (Jena Bioscience ABD-026S;
anticuerpo de raton). Segundo anticuerpo: anti-raton IRDye800 (Rockland, 610-732-124).

7B: Curvas de union de competicion. Se representan graficamente las unidades Odyssey relativas (intensidad
integrada; kilopixel integrado/mmz) frente a las concentraciones de compuesto y se calculan los valores de
competicion a la mitad de la unién méxima (Cl). Compuesto 1 (LY294002): Clso > 30 uM; compuesto 2 (AS-605240):
Clso = 4,6 uM; compuesto 3 (AS-604850): Clso =176 nM.

Figura 8: Obtencion del perfil de compuestos afiadiendo compuestos a lisados celulares (ensayo de lisado) o
incubando el compuesto con células RAW264.7 vivas (ensayo de células).

El experimento se realizé tal como se describe en el ejemplo 5. Se usaron compuestos a una concentracion de
10 uM en ambos ensayos y se cuantificd la cantidad de PI3Kdelta con el sistema de obtencion de imagenes
infrarrojas Odyssey.

Figura 9: Obtencién del perfil de selectividad de inhibidores de PI3K usando cuantificacion por espectrometria de
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masas. Se realizé el experimento como un ensayo de unién de competicion de Kinobeads en lisados de células
Ramos tal como se describe en el ejemplo 6. Basandose en la obtencion de perfil por espectrometria de masas
cuantitativa, se muestran los valores de Clso (uM) para dianas individuales.

A: Compuesto CZC00015097
B: Compuesto CZC00018052
C: Compuesto CZC00019091
Figura 10: Curvas de dosis-respuesta del compuesto CZC18052.

El compuesto se sometié a prueba en el ensayo de uniéon de competicién con inmunodeteccién multiplexada de
cinasas tal como se describe en el ejemplo 7. En un Unico ensayo, se midio la afinidad de union del compuesto para
PI3K alfa, PI3K beta, PI3K gamma, PI3K delta y DNAPK. En resumen, se incubd una mezcla 1:1 de lisados de
células Molt-4 y Jurkat con la matriz de afinidad (mezcla 1:1 de perlas con el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado y
perlas con el ligando de fenilmorfolin-cromeno) y el compuesto CZC18052. Se lavaron las perlas y se eluyeron las
cinasas unidas. Se colocaron en forma de puntos alicuotas del eluato sobre cinco membranas de nitrocelulosa
diferentes, cada una de las cuales se incubd con el anticuerpo diana respectivo y posteriormente un anticuerpo
secundario fluorescente. Se cuantificd la sefial fluorescente usando un escaner infrarrojo. EI compuesto mostro
unién potente para una gama de cinasas: PI3K alfa (Clsp = 0,027 uM), PI3K beta (Clsp = 0,034 uM), PI3K gamma
(Clsp = 0,43 uM), PI3K delta (Clsp = 0,14 uM) y DNAPK (Clso = 0,038 uM).

Figura 11: Curvas de dosis-respuesta para el compuesto CZC19950.

El experimento se llevé a cabo tal como se describe en el ejemplo 7. El compuesto mostré union a las siguientes
cinasas: PI3K alfa (Clso > 7 uM), PI3K beta (Clso = 1,7 uM), PI3K gamma (Clso = 0,17 uM). PI3Kdelta (Clso > 3 uM) y
DNAPK (Clso > 6 pM). EI compuesto CZC19950 mostréd union potente solo a PI3K gamma (Clsp = 0,17 uM).

Figura 12: Experimento de precipitacion de farmacos con el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado para analisis de
espectrometria de masas de proteinas. Se muestra un gel de proteina tras la tincion con azul de Coomassie. Las
zonas del gel indicadas se cortaron como rodajas de gel y las proteinas se sometieron a analisis mediante
espectrometria de masas. El experimento de precipitacion de farmacos se realizé tal como se describe en el ejemplo
2 con una mezcla 1:1 de muestra de lisado de células Jurkat y Ramos que contiene 50 mg de proteina. Se eluyeron
las proteinas unidas al ligando 1 de feniltiazol inmovilizado con tampdn de muestra de SDS y se separaron mediante
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE). Se identificaron las siguientes proteinas en este
experimento: DNA-PK, ATM, y mTOR.

Figura 13: Péptidos identificados mediante espectrometria de masas de DNA-PK tras una precipitacién de farmacos
con ligando 1 de feniltiazol inmovilizado. Los péptidos identificados estan subrayados.

Figura 14: Péptidos identificados mediante espectrometria de masas de ATM tras una precipitacion de farmacos con
ligando 1 de feniltiazol inmovilizado.

Figura 15: Péptidos identificados mediante espectrometria de masas de mTOR ftras una precipitacion de farmacos
con ligando 1 de feniltiazol inmovilizado.

Figura 16: Sintesis y estructura del ligando de fenilmorfolin-cromeno (8-(4-aminometil-fenil)-2-morfolin-4-il-cromen-4-
ona). El ligando se sintetizé tal como se describe en el ejemplo 8. La estructura de el ligando se muestra en [G].

Figura 17: Experimento de precipitacién de farmacos con el ligando de fenilmorfolin-cromeno inmovilizado para
andlisis de espectrometria de masas de proteinas.

Se muestra un gel de proteinas tras la tincion con azul de Coomassie. Las zonas del gel indicadas se cortaron como
rodajas de gel y se sometieron las proteinas a analisis mediante espectrometria de masas. El experimento de
precipitacion de farmacos se realiz6 tal como se describe en el ejemplo 2 con una mezcla 1:1 de lisado de células
HelLa y K-562 que contiene 50 mg de proteina. Se eluyeron las proteinas unidas al ligando de fenilmorfolin-cromeno
con tampon de muestra de SDS y se separaron mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE).

Figura 18: Péptidos identificados mediante espectrometria de masas de AT humana tras una precipitacién de
farmacos con el ligando de fenilmorfolin-cromeno inmovilizado a partir de una mezcla de lisado de HelLa - K562.

Figura 19: Péptidos identificados mediante espectrometria de masas de ATM humana tras una precipitacion de
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farmacos con el ligando de fenilmorfolin-cromeno inmovilizado a partir de una mezcla de HelLa - K562.

Figura 20: Péptidos identificados mediante espectrometria de masas de mTOR humana tras una precipitacién de
farmacos con el ligando de fenilmorfolin-cromeno inmovilizado a partir de una mezcla de HelLa - K562.

Ejemplo 1: Preparacion de la matriz de afinidad

Este ejemplo ilustra la preparacion de la matriz de afinidad para la captura por afinidad de PI3K cinasas a partir de
lisados celulares. Se inmovilizé el ligante de captura covalentemente sobre un soporte sélido a través de enlace
covalente usando un grupo funcional amino. Se us6 esta matriz de afinidad en el ejemplo 2, el ejemplo 3 y el
ejemplo 4.

Sintesis de un ligando 1 de feniltiazol (sal de clorhidrato de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi-N-[5-(4-cloro-
3-metanosulfonil-fenil)4-metil-tiazol-2il]-propionamida)

Etapas 1-3: Se prepard 1-bromo-1-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-propan-2-ona siguiendo el procedimiento descrito
en el documento WO 2003/072557.

Etapa 4: 5-(4-cloro-3-metanosulfinil-fenil)-4-metil-tiazol-2-ilamina

Se combinaron 1-bromo-1-(4-cloro-3-metanosulfinil-fenil)-propan-2-ona (480 mg 1,5 nmol) y tiourea (114 mg
1,5 mmol) en etanol (12 ml) y se calentaron hasta 70°C durante 2 horas. Se dejo enfriar la mezcla de reaccion hasta
temperatura ambiente y se recogio el producto sélido mediante filtracién y se sec6 a vacio produciendo 5-(4-cloro-3-
metanosufonil-fenil)-4-metil-tiazol-2-ilamina como un sdélido de color hueso (375 mg). 'H RMN (400MHz DMSO-ds) &
9,4 (s a, 2H), 8,0 (d, 1H), 7,9 (d, 1H), 7,8 (dd, 1M), 3,4 (s, 3H), 2,3 (s, 3H).

Etapa 5: Se combinaron acido 3-(2-{2-[2-(2-terc-butoxicarbonilamino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propionico del éster
terc-butilico del acido (2-{2-[2-(2-{2[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2-ilcarbamoil]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-
etoxi}-etil]-carbamico (690 mg 1,9 mmol), EDAC (403 mg 2,1mmol), HOBT (284 mg 2,1 mmol), NMM (420 nl 3,8
mmol) y 5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2-ilamina (520 mg 1,7 mmol) en dimetilformamida (16 ml) y
se agitaron durante la noche a temperatura ambiente. Se elimind el disolvente a presién reducida y se disolvio el
residuo en diclorometano (150 ml), se lavé con disolucidon acuosa de HCI 1 M (50 ml) e hidrogenocarbonato de sodio
acuoso saturado (50 ml), se seco (sulfato de magnesio), se filtr6 y se evapord. Se purificd el residuo mediante
cromatografia ultrarrapida usando un cartucho ultrarrapido de silice IST de 50 g eluyendo con diclorometano/metanol
al 0-2% produciendo éster terc-butilico del acido (2-{2-[2-(2-{2[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2-
ilcarbamoil]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etil)-carbamico como un aceite (1,1 g de disolvente residual presente) 'H RMN
(400MHz CDCIs3) 10,3 (s a, 1H), 8,2 (s, 1H), 7,6 (m, 2H), 7,2 (s a, 1H), 3,9 (t, 2H) 3,8-3,5 (m a, 14H), 3,3 (m a, 5H),
2,8 (t, 2H), 2,4 (s, 3H), 1,4 (s, 9H).

Etapa 6: Clorhidrato de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-
tiazol-2il]-propionamida

Se disolvié éster terc-butilico del acido (2-{2-[2-(2-{2[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2-ilcarbamoil]-
etoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etil)-carbamico (1,0 g 1,5 mmol) en diclorometano (10 ml) y se traté con HCI (4 ml de
disolucion 4 M en dioxano). Se agito la reaccion a temperatura ambiente durante 3 horas. Se evaporo el disolvente y
se seco el residuo a vacio produciendo clorhidrato de 3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida como un aceite viscoso de color amarillo (830 mg de disolvente
residual presente) H RMN (400MHz CDCI3) 8,4 (s a, 3H), 8,2 (s, 1H), 7,7 (d a, 1H), 7,6 (d a, 1H) 3,9 (m a, 4H), 3,8-
3,6 (m a, 12H), 3,3 (s, 3H), 3,3 (m a, 2H), 3,1 (m a, 2H), 2,6 (s, 3H). Se obtuvieron los espectros de RMN en un
aparato dpx400 de Bruker.

Tabla 1: Abreviaturas usadas

a amplio

CDCI3 deuterocloroformo
d doblete

dd doblete de dobletes
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(continuacién)

DMSO Dimetilsulfoxido

EDAC 1-etil-3-(3’-dimetilaminopropil)carbodimida
g gramo

HCI acido clorhidrico

HOBT N-hidroxibenzotriazol

m multiplete

mg miligramo

ml mililitro

mmol milimol

M molar

MHz megahertz

NMM N-metilmorfolina

RMN resonancia magnética nuclear
q cuartete

S singlete

t triplete

Inmovilizacion del ligando 1 de feniltiazol sobre perlas (matriz de afinidad)

Se equilibro la sefarosa 4 Fast Flow activada con NHS (Amersham Biosciences, 17-0906-01) con DMSO anhidro
(dimetilsulfoxido, Fluka, 41648, H20 <= 0,005%). Se colocé 1 ml de perlas sedimentadas en un tubo Falcon de 15
ml, se afadié disolucién madre de compuesto (habitualmente 100 mM en DMF o DMSO) (concentracion final de 0,2-
2 umol/ml de perlas) asi como 15 pul de trietilamina (Sigma, T-0886, 99% de pureza). Se incubaron las perlas a
temperatura ambiente en la oscuridad en un agitador vertical (Roto Shake Genie, Scientific Industries Inc.) durante
16 - 20 horas. Se determina la eficacia de acoplamiento mediante HPLC. Se bloquearon los grupos NHS que no
reaccionaron mediante incubaciéon con aminoetanol a temperatura ambiente en el agitador vertical durante la noche.
Se lavaron las perlas con 10 ml de DMSO y se almacenaron en isopropanol a -20°C. Se usaron estas perlas como
matriz de afinidad en el ejemplo 2, 3 y 4. Se generaron perlas control (sin ligando inmovilizado) bloqueando los
grupos NHS mediante incubacion con aminoetanol tal como se describié anteriormente.

Ejemplo 2: Precipitacion de farmacos de PI3K usando el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado

Este ejemplo demuestra el uso del ligando 1 de feniltiazol inmovilizado para la identificacion de proteinas PI3K a
partir de lisados celulares de una linea de células T humana (células MOLT4; nimero de la ATCC CRL-1582). Para
este fin, se puso en contacto un lisado de células MOLT-4 con la matriz de afinidad descrita en el ejemplo 1. Se
identificaron las proteinas que se unian al ligando 1 de feniltiazol mediante analisis de espectrometria de masas
(EM) e inmunotransferencia de tipo Western. Para el analisis de inmunotransferencia de tipo Western, se eluyeron
las proteinas unidas de la matriz de afinidad y posteriormente se separaron mediante electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida. Se detectaron PI3K gamma y PI3K delta con anticuerpos especificos (figura 2). Los resultados del
analisis de inmunotransferencia de tipo Western muestran que el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado captura
(precipita) PI3K gamma y PI3K delta a partir del lisado celular.

Para la identificacion de proteinas mediante analisis de espectrometria de masas, se eluyeron las proteinas
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capturadas por la matriz de afinidad y posteriormente se separaron mediante electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida (figura 3). Se cortaron las bandas de gel adecuadas y se sometieron a digestion proteolitica en el gel
con tripsina y se analizaron mediante espectrometria de masas CL-EM/EM.

Se documenta la identificacion de miembros de la familia de PI3K en la tabla 3. Se muestra la cobertura de la
secuencia peptidica de PI3K gamma en la figura 4 y para PI3K delta en la figura 5.

1. Cultivo celular

Se hicieron crecer células MOLT-4 (numero de la ATCC 1582) en matraces Spinner de 1 litro (Integra Biosciences,
n.° 182101) en suspension en medio RPMI 1640 (Invitrogen, n.° 21875-034) complementado con suero bovino fetal
al 10% (Invitrogen) a una densidad entre 0,15 x 10° y 1,2 x 10° células/ml. Se recogieron las células mediante
centrifugacion, se lavaron una vez con tampén 1x PBS (Invitrogen, n.° 14190-094) y se congelaron los sedimentos
celulares en nitrégeno liquido y posteriormente se almacenaron a -80°C.

2. Preparacioén de lisados celulares

Se homogenizaron células MOLT-4 en un homogenizador Potter S en tampdn de lisis: Tris-HClI 50 mM, NP40 al
0,8%, glicerol al 5%, NaCl 150 mM, MgCl, 1,5 mM, NaF 25 mM, vanadato de sodio 1 mM, 1 mM DTT, pH 7,5. Se
afiadié un comprimido libre de EDTA completo (coctel inhibidor de proteasas, Roche Diagnostics, 1 873 580) por 25
ml de tampodn. Se homogenizé el material 10 veces usando un POTTER S mecanizado, se transfirié a tubos Falcon
de 50 ml, se incubaron durante 30 minutos sobre hielo y se centrifugaron durante 10 min. a 20.000 g a 4°C (10.000
rom en Sorvall SLA600, preenfriado). Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo de (UZ)-policarbonato de
ultracentrifuga (Beckmann, 355654) y se centrifugd durante 1 hora a 100.000 g a 4°C (33.500 rpm en Ti50.2,
preenfriado). Se transfirié el sobrenadante de nuevo a un tubo Falcon de 50 ml nuevo, se determiné la concentracion
de proteina mediante un ensayo de Bradford (BioRad) y se prepararon muestras que contenian 50 mg de proteina
por alicuota. Se usaron las muestras inmediatamente para los experimentos o se congelaron en nitrégeno liquido y
se almacenaron congeladas a -80°C.

3. Experimento de precipitacion de compuestos

Se equilibraron perlas de Sefarosa con compuesto inmovilizado (100 ul de perlas por experimento de precipitacion)
en tampon de lisis y se incubaron con una muestra de lisado celular que contenia 50 mg de proteina en un agitador
vertical (Roto Shake Genie, Scientific Industries Inc.) durante 2 horas a 4°C. Se recogieron las perlas, se transfirieron
a columnas Mobicol (MoBiTech 10055) y se lavaron con 10 ml de tampdn de lisis que contenia detergente NP40 al
0,5%, seguido por 5 ml de tampodn de lisis con detergente al 0,25%. Para eluir la proteina unida, se afiadieron 60 pl
de tampon de muestra de 2x SDS, se calentd la columna durante 30 minutos a 50°C y se transfirié el eluato a un
tubo de microfuga mediante centrifugacién. Entonces se separaron las proteinas mediante electroforesis en SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE).

4. Deteccion de proteinas mediante andlisis de inmunotransferencia de tipo Western

Se realizaron las inmunotransferencias de tipo Western segun procedimientos convencionales y se detectaron las
proteinas PI3K y se cuantificaron usando anticuerpos anti-PI3K especificos (primer anticuerpo), un anticuerpo
secundario marcado fluorescentemente y el sistema de obtencién de imagenes infrarrojas Odyssey de LI-COR
Biosciences (Lincoln, Nebraska, EE.UU.) segun las instrucciones proporcionadas por el fabricante (Schutz-
Geschwendener et al., 2004. Quantitative, two-color Western blot detection with infrared fluorescence. Publicado en
mayo de 2004 por LI-COR Biosciences, www.licor.com).

Se usé el anticuerpo de ratén anti-PI3K gamma (Jena Bioscience, numero de catalogo ABD-026S) a una dilucion de
1:200 y se incubd con la inmunotransferencia durante la noche a 4°C. Se uso el anticuerpo secundario anti-ratén
IRDye™ 800 (Rockland, nimero de catédlogo 610-732-124) a una dilucién de 1:15.000. Se diluyd el anticuerpo de
conejo anti-PI3K delta (Santa Cruz, numero de catalogo sc-7176) a 1:600 y se incubd durante la noche a 4°C. Como
anticuerpo de deteccion secundario, se diluyé el anticuerpo anti-conejo IRDyeTM 800 1:20.000 (LICOR, numero de
catalogo 926-32211).

5. Identificacién de proteinas mediante espectrometria de masas

5.1 Digestion de proteinas previa al analisis espectrométrico de masas

Se redujeron, se alquilaron y se digirieron en el gel las proteinas separadas en gel siguiendo esencialmente el
procedimiento descrito por Shevchenko et al., 1996, Anal. Chem. 68:850-858. En resumen, se cortaron las proteinas
separadas en gel del gel usando un bisturi limpio, se redujeron usando DTT 10 mM (en bicarbonato de amonio
5 mM, 54°C, 45 min.) y posteriormente se alquilaron con yodoacetamida 55 mM (en bicarbonato de amonio 5 mM) a
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temperatura ambiente en la oscuridad (30 minutos). Se digirieron las proteinas reducidas y alquiladas en gel con
tripsina porcina (Promega) a una concentracion de proteasa de 12,5 ng/ul en bicarbonato de amonio 5 mM. Se dej6
que la digestion se realizara durante 4 horas a 37°C y posteriormente se detuvo la reaccion usando 5 pul de acido
férmico al 5%.

5.2 Preparacioén de las muestras previa al analisis mediante espectrometria de masas

Se extrajeron tapones de gel dos veces con 20 pul de TFA al 1% y se reunieron con sobrenadantes de digestion
acidificados. Se secaron las muestras en una centrifuga a vacio y se resuspendieron en 10 ul de acido férmico al
0,1%.

5.3. Adquisicidn de datos espectrométricos de masas

Se inyectaron muestras de péptidos en un sistema nano LC (CapLC, Waters o Ultimate, Dionex) que se acoplo
directamente a un espectréometro de masas o bien de TOF de cuadrupolo (QTOF2, QTOF Ultima, QTOF Micro,
Micromass) o bien de trampa iénica (LCQ Deca XP). Se separaron los péptidos en el sistema de CL usando un
gradiente de disolventes orgénicos y acuosos (véase a continuacion). El disolvente A era acetonitrilo al 5% en acido
férmico al 0,5% y disolvente B era acetonitrilo al 70% en acido férmico al 0,5%.

Tabla 2: Se secuenciaron parcialmente los péptidos que se eluyeron del sistema de CL dentro del espectrometro de

masas.
Tiempo (min.) % de disolvente A % de disolvente B
0 95 5

533 92 8

35 50 50

36 20 80

40 20 80

41 95 ]

50 95 ]

5.4. Identificacion de proteinas

Se usaron los datos de fragmentacion y masas de péptidos generados en los experimentos de CL-EM/EM para
consultar bases de datos de secuencias de nucleétidos y proteinas en el formato Fasta mantenidas y actualizadas
regularmente en el NCBI (para el NCBInr, dbEST y los genomas de ratdon y ser humano) y European Bioinformatics
Institute (EBI, para las bases de datos de proteoma del ser humano, ratéon, D. melanogaster y C. elegans). Se
identificaron las proteinas correlacionando los datos de fragmentacién y masas de péptidos medidos con los mismos
datos calculados a partir de las entradas en la base de datos usando la herramienta de software Mascot (Matrix
Science; Perkins et al., 1999. Probability-based protein identification by searching sequence databases using mass
spectrometry data. Electrophoresis 20, 3551-3567). Los criterios de busqueda variaban dependiendo de qué
espectrometro de masas se uso para el analisis.

Tabla 3: Proteinas PI3K identificadas mediante espectrometria de masas (células MOLT-4; experimento P15234B;
muestra de EM se refiere a la rodaja de gel cortada del gel de poliacrilamida (figura 3).

Numero de registro de la
proteina (IPI)

Numero de péptidos

Muestra de EM identificados

Nombre de la proteina

PIK4CA; fosfatidilinositol
4 IP100070943.3 4-cinasa, catalitica, 62
polipéptido alfa
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(continuacion)

Numero de registro de la
proteina (IPI)

Numero de péptidos

Muestra de EM identificados

Nombre de la proteina

PIK3R4; fosfoinositido-3-
5 P100024006.1 cinasa, subunidad 11
reguladora 4, p150

PIK3CG; fosfoinositido-3-
6 IP100292690.1 cinasa, catalitica, 39
polipéptido gamma

PIK3CD; fosfoinositido-3-
6 IP100298410.2 cinasa, catalitica, 26
polipéptido delta

PIK3CD; fosfoinositido-3-
7 IP100298410.2 cinasa, catalitica, 12
polipéptido delta

PIK4CB; fosfatidilinositol-
8 IP100002591.3 4-cinasa, catalitica, 15
polipéptido beta

PIK3R1; fosfoinositido-3-
9 IP100021448.1 cinasa, subunidad 27
reguladora 1 (p85 alfa)

PIK3R2; fosfoinositido-3-
9 IPI00011736.3 cinasa, subunidad 8
reguladora 2 (p85 beta)

PIK3R1; fosfoinositido-3-
14 IP100333040.3 cinasa, subunidad 7
reguladora 1 (p85 alfa)

Ejemplo 3: Ensayo de elucién para la identificacion de compuestos de interaccion con PI3K gamma

Se realiz6 la preparacion de la matriz de afinidad del ligando 1 de feniltiazol tal como se describio en el ejemplo 1.
Para seleccionar 80 compuestos como maximo en una placa de 96 pocillos, se realiza el experimento de elucion tal
como se describe a continuacion.

Ensayo de elucion

Se lavé la matriz de afinidad (1200 pl de perlas) 2x con 30 ml de tampdn 1x-DP. Tras cada etapa de lavado, se
recogieron las perlas mediante centrifugacién durante 2 minutos a 1.200 rpm a 4°C en una centrifuga Heraeus. Se
desecharon los sobrenadantes. Finalmente, se equilibraron las perlas en 15 ml tampon de union (tampon 1x-
DP/NP40 al 0,4%). Tras este tiempo de incubacioén, se recogieron las perlas y se mezclaron en un tubo Falcon de
50 ml con lisado de células MOLT-4 a una concentracion de proteina de 5 mg/ml con una cantidad total de 75 mg de
proteina. Se realizd la preparacion del lisado tal como se describié en el ejemplo 2. Se incubaron las perlas y el
lisado durante 2 horas a 4°C. Tras la incubacion con el lisado, se recogieron las perlas mediante centrifugacion tal
como se describié y se transfirieron a columnas de 2 ml (MoBiTec, n.° S10129) y se lavaron con 10 ml de tampén
1x-DP/NP40 al 0,4% y 5 ml de tampén 1x-DP/NP40 al 0,2%. Una vez que el tampén de lavado habia pasado a
través de la columna completamente, se calculé el volumen de perlas que permanecieron en la columna
(aproximadamente 1.000 pl). Se resuspendieron las perlas en exceso de 4 veces de tampdn 1x-DP/NP40 al 0,2% (4
ml) para generar una suspension al 20%. Para pruebas de elucion de compuestos, se afiadieron 50 pl de esta
suspensién a cada pocillo de una placa de 96 pocillos (Millipore MultiScreenHTS, MSBVN1210, con tapa y una
membrana Durapore de baja union de proteinas hidrofila de 1,2 um). Para eliminar el tampdn residual, se ensamblé
la placa de 96 pocillos con un filtro Assemble y una placa de recogida y se centrifugd este conjunto intercalado
durante 10 segundos a 800 rpm en una centrifuga. Entonces, se afiadieron 40 ul de tampodn de elucion (tampon 1x-
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DP-/NP40 al 0,2%) complementado con el compuesto prueba a las perlas. Se prepararon los compuestos de prueba
diluyéndolos en un tampoén de dilucién partiendo de una disolucion madre concentrada 40 veces en DMSO. Se
ensambld la placa sobre la placa de recogida, se fijo6 sobre una incubadora Eppendorf y se incub6 durante 30
minutos a 4°C a 650 rpm de agitacion. Para recoger el eluato, se centrifugd la placa filtrante de 96 pocillos
ensamblada sobre la placa de recogida de 96 pocillos durante 1 minuto a 800 rpm en una centrifuga de mesa a 4°C
(Heraeus). Se comprobaron los eluatos para determinar la presencia de PI3K gamma y PI3K delta usando un
procedimiento de transferencia puntual.

Deteccion de PI3K gamma eluida

Se detectd la proteina PI3K gamma eluida y se cuantific6 mediante un procedimiento de transferencia puntual
usando un anticuerpo dirigido contra PI3K gamma (Jena Bioscience, n.° ABD-026S), un anticuerpo secundario anti-
ratéon IRDye™ 800 marcado fluorescentemente (Rockland, n.° 610-732-124) y el sistema de obtenciéon de imagenes
infrarrojas Odyssey de LI-COR Biosciences (Lincoln, Nebraska, USA) segun las instrucciones proporcionadas por el
fabricante (Schutz-Geschwendener et al., 2004. Quantitative, two color Western blot detection with infrared
fluorescence. Publicado en mayo de 2004 por LI-COR Biosciences, www.licor.com).

Se trataron las membranas de nitrocelulosa con etanol al 20% y posteriormente se lavaron con tampén 1x PBS. Se
combinaron los eluatos (tal como se describié anteriormente) con 12 ul de tampoén de carga de 4x SDS (Tris-HCI
200 mM pH 6,8, SDS al 8%, glicerol al 40%, azul de bromofenol al 0,04%) y se aplicaron a la membrana de
nitrocelulosa con un aparato de transferencia puntual BioRad (BioRad, n.°170-6545).

Para la deteccion de PI3K gamma, se bloquearon en primer lugar las membranas mediante incubaciéon con tampodn
de bloqueo Odyssey durante 1 hora. Se incubaron las membranas bloqueadas durante 16 horas a 4°C con el primer
anticuerpo (anti-PI3K gamma de ratén de Jena Bioscience, ABD-026S) diluido 1:100 en tampon de bloqueo Odyssey
complementado con Tween 20 al 0,2%. Tras lavar la membrana cuatro veces durante 5 minutos con tampon 1x PBS
que contenia Tween 20 al 0,1%, se incubd la membrana durante 40 minutos con el anticuerpo de deteccion (anti-
raton IRDye™ 800 de Rockland, 610-732-124), diluido 1:10.000 en tampén de bloqueo Odyssey complementado
con Tween 20 al 0,2%. Después de eso, se lavo la membrana cuatro veces durante 5 minutos con tampén 1x
PBS/Tween 20 al 0,1% y una vez durante 5 minutos con tampdn 1x PBS. Después de eso, se explord la membrana
con el lector Odyssey y se analizaron los datos.

Tabla 4: Preparacion del tampdn 5x-DP

Sustancia Disolucién madre Conc. final en tampén de Adicion para el tampdn de
lisis 1x lisis 115x
Tris/-HCI pH 7,5 1M 50 mM 250 ml
Glicerol 87% 5% 288 ml
MgCl, 1M 1,5 mM 7,5 ml
NaCl 5M 150 mM 150 ml
NazVO, 100 mM 1 mM 50 ml

Se filtré el tampdén 5x-DP a través de un filtro de 0,22 um y se almacend en alicuotas de 40 ml a -80°C. Se
obtuvieron estas disoluciones de los siguientes proveedores: Tris/HCI 1,0 M pH 7,5 (Sigma, T-2663), glicerol al 87%
(Merck, numero de catalogo 04091,2500); MgClz 1,0 M (Sigma, M-1028); NaCl 5,0 M (Sigma, S-5150).

Compuestos de prueba para la elucién

Se usaron los compuestos de prueba enumerados a continuacion para los experimentos de elucion tras la dilucion
tal como se describe a continuacién. Normalmente, se disolvieron todos los compuestos en DMSO al 100% (Fluka,
n.° de cat. 41647) a una concentracion de 100 mM o 50 mM. Los compuestos se almacenaron a -20°C. Dilucion del
compuesto de prueba para los experimentos de elucién: Preparar disolucion madre 50 mM diluyendo la disolucion
madre 100 mM 1:1 con DMSO al 100%. Para los experimentos de elucion, diluir adicionalmente el compuesto con
tampon de elucién (tampdn 1x-DP/NP40 al 0,2%). Los compuesto usados para la elucion:

Compuesto 1: Inhibidor de PI3K LY294002 (Tocris 1130; Vlahos et al., 1994, J. Biol. Chem. 269, 5241-5248).
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Compuesto 2: Inhibidor de PI3K gamma (Calbiochem 528106; AS-605240; Camps et al., 2005, Nature Medicine 11,
936-943).

Compuesto 3: Inhibidor de PI3K gamma Il (Calbiochem 528108; AS-604850; Camps et al., 2005, Nature Medicine
11, 936-943).

Ejemplo 4: Ensayo de union competitiva para la identificacion de compuestos de interaccion con PI3K
gamma

Este ejemplo demuestra un ensayo de union competitiva en el que los compuestos de prueba se afaden
directamente a un lisado celular. Se afiadieron compuestos de prueba (a diversas concentraciones) y la matriz de
afinidad con el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado a alicuotas de lisado y se dejo que se unieran a las proteinas
contenidas en la muestra de lisado. Tras el tiempo de incubacion, se separaron las perlas con proteinas capturadas
del lisado. Entonces, se eluyeron las proteinas unidas y se detectd la presencia de PI3K gamma y se cuantifico
usando un anticuerpo especifico en un procedimiento de transferencia puntual y el sistema de deteccion infrarrojo
Odyssey (figura 7A). Se generaron curvas de dosis-respuesta para los tres compuestos (figura 7B).

Lavado de la matriz de afinidad

Se lavoé la matriz de afinidad tal como se describid en el ejemplo 1 (1,1 ml de volumen seco) dos veces con 15 ml de
tampon 1x-DP que contenia NP40 al 0,4% y entonces se resuspendio en 5,5 ml de tampdn 1x-DP que contenia
NP40 al 0,4% (suspension de perlas al 20%).

Preparacion de los compuestos de prueba

Se prepararon disoluciones madre de los compuestos de prueba en DMSO correspondientes a una concentracion
100 veces superior en comparacion con la concentracion de prueba deseada final (por ejemplo, se preparé una
disolucion madre 4 mM para una concentracion de prueba final de 4 uM). Este esquema de diluciéon dio como
resultado una concentracion de DMSO final del 1%. Para experimentos control (sin compuesto de prueba), se usé
un tampon que contenia DMSO al 1% de modo que todas las muestras de prueba contenian DMSO al 1%.

Compuesto 1: Inhibidor de PI3K LY294002 (Tocris 1130; Vlahos et al., 1994, J. Biol. Chem. 269,524 1-5248).

Compuesto 3: Inhibidor de PI3K gamma Il (Calbiochem 528108; AS-604850; Camps et al., 2005, Nature Medicine
11, 936-943).

Compuesto 4 (CZC00015387).

Dilucién del lisado celular

Se prepararon lisados celulares tal como se describié en el ejemplo 2. Para un experimento tipico, se descongelo 1
alicuota de lisado que contenia 50 mg de proteina en un bafio de agua a 37°C y entonces se mantuvo a 4°C. Al
lisado se le afiadié un volumen de tampdn 1x-DP de modo que se logré una concentracion de NP40 final del 0,4%.
Entonces, se afiadié 1/50 del volumen final de una disolucién de inhibidor de proteasas concentrada 50 veces (1
comprimido de inhibidor de proteasas disuelto en 0,5 ml de tampdn 1x-DP que contenia NP40 al 0,4%; cdctel
inhibidor de proteasas de comprimido libre de EDTA de Roche Diagnostics, niumero de catalogo 41647). Se diluyé
adicionalmente el lisado afiadiendo tampon 1x-DP que contenia NP40 al 0,4% de modo que se logré una
concentracion de proteina final de 5 mg/ml.

Incubacién del lisado con el compuesto de prueba y la matriz de afinidad

Se dispenso un volumen de 100 ul de lisado diluido en cada pocillo de una placa filtrante de 96 pocillos. Entonces se
afadieron 1,5 ul de compuesto de prueba diluido en DMSO. Para reacciones control, se usaron 1,5 ul de DMSO sin
compuesto de prueba. Entonces, se afiadieron 50 ul de matriz de afinidad (suspension al 20%) por pocillo. Se incubd
la placa durante 2 horas a 4°C en un agitador (750 rpm en un Thermomixer, Eppendorf).

Se lavé la placa usando un instrumento colector a vacio (Millipore, MAVM 096 OR). Se lavé cada pocillo 4 veces con
400 pl de tampodn 1x-DP que contenia NP-40 al 0,4% y 2 veces con 400 ul con tampoén 1x-DP que contenia NP-40 al
0,2%.

Para la elucion, se colocd la placa filtrante sobre una placa de recogida y se afiadieron 40 pul de tampoén de muestra
2x (TrisHCI 100 mM, pH 6,8; SDS al 4%; glicerol al 20%; azul de bromofenol al 0,02%) con DTT (concentracion final
de 50 mM) a cada pocillo. Se incubaron las placas durante 30 minutos a temperatura ambiente en un agitador (750
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rpm en un Thermomixer, Eppendorf). Posteriormente, se centrifugaron las placas durante 2 minutos a 1100 rpm
(centrifuga Heraeus) y se recogi6 el eluato en los pocillos de la placa de recogida.

Deteccién y cuantificacion de PI3K gamma eluida

Se detectd la proteina PI3K gamma en los eluatos y se cuantifico mediante un procedimiento de transferencia
puntual usando un primer anticuerpo dirigido contra PI3K gamma (anti-PI3K gamma de Jena Bioscience, ABD-026S)
y un anticuerpo secundario marcado fluorescentemente (anti-raton IRDye™ 800, de Rockland, 610-732-124). Se
hizo funcionar el sistema de obtencion de imagenes infrarrojas Odyssey de LI-COR Biosciences (Lincoln, Nebraska,
EE.UU.) segun las instrucciones proporcionadas por el fabricante (Schutz-Geschwendener et al., 2004. Quantitative,
two-color Western blot detection with infrared fluorescence. Publicado en mayo de 2004 por LI-COR Biosciences,
www.licor.com).

Se uso el aparato de transferencia puntual segun las instrucciones del proveedor (aparato de microfiltracion Bio-Dot,
BioRad 170-65). Se trataron las membranas de nitrocelulosa (BioTrace NT Nitrocellulose, PALL BTNT30R) con
etanol al 20% y posteriormente se lavaron con tampén PBS. Por punto, se aplicaron 30 ul de muestra de eluato y se
dejaron durante 30 min. antes de aplicar una bomba de vacio.

Para la deteccion de PI3K gamma, en primer lugar se bloquearon las membranas mediante incubaciéon con tampdn
de bloqueo Odyssey (LICOR, 927-40000) durante 1 hora a temperatura ambiente. Entonces se incubaron las
membranas bloqueadas durante 16 horas a 4°C con el primer anticuerpo (anti-PI3K gamma de Jena Bioscience,
ABD-026S) que se diluyé en tampoén de bloqueo Odyssey que contenia Tween-20 al 0,2%. Tras lavar la membrana
cuatro veces durante 5 minutos con tampén PBS que contenia Tween 20 al 0,1%, se incubd la membrana durante
40 minutos con el anticuerpo de deteccién (anti-ratén IRDys™ 800 de Rockland, 610-732-124) diluido en tampdn de
bloqueo Odyssey que contenia Tween-20 al 0,2%. Después de eso, se lavd la membrana cuatro veces durante 5
minutos cada una con tampén 1x PBS/Tween 20 al 0,1% y una vez durante 5 minutos con tampoén 1x PBS. Se
mantuvo la membrana en el tampén PBS a 4°C y entonces se exploré con el instrumento Odyssey y se registraron
las sefiales y se analizaron segun las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 5: Obtencion del perfil de compuestos de compuestos de interaccion con PI3K delta afnadiendo
compuestos a lisados celulares o células vivas

Este ejemplo demuestra los ensayos de unién en los que se afiaden directamente los compuestos de prueba a un
lisado celular o se incuban con células vivas (macréfagos RAW264.7).

Para el ensayo de unién competitiva del lisado celular, se afiadieron compuestos a muestras de lisados y se dejo
gue se unieran a las proteinas contenidas en la muestra de lisado. Entonces se afiadioé la matriz de afinidad que
contenia el ligando de feniltiazol inmovilizado con el fin de capturar proteinas no unidas al compuesto de prueba.
Tras el tiempo de incubacién, se separaron las perlas con proteinas capturadas del lisado mediante centrifugacion.
Entonces, se eluyeron las proteinas unidas a perlas y se detectd la presencia de proteina PI3K delta y se cuantifico
usando un anticuerpo especifico y el sistema de deteccién infrarrojo Odyssey.

Para el experimento de obtencién del perfil de células, en primer lugar se incubaron alicuotas de macréfagos
RAW264.7 vivos con compuestos durante 30 minutos en medio de cultivo celular. Durante este tiempo de
incubacion, los compuestos pueden entrar en las células y unirse a dianas de proteina dentro de las células.
Entonces se recogieron las células, se prepararon lisados celulares y se afiadié la matriz de afinidad con el fin de
capturar las proteinas no unidas al compuesto de prueba. Tras 90 minutos de incubacion del lisado celular con la
matriz de afinidad, se separaron las perlas con las proteinas capturadas del lisado mediante centrifugacion.
Entonces, se eluyeron las proteinas unidas y se detectd la presencia de PI3K delta y se cuantificé usando un
anticuerpo especifico y el sistema de deteccion infrarrojo Odyssey.

Ambos enfoques produjeron resultados similares para el compuesto de referencia permeable en células PI-103
(figura 8). Los otros dos compuestos (compuesto 5 y 6) interaccionaron con PI3K delta en el ensayo de lisado pero
no significativamente en el ensayo de células. Un posible motivo para esta diferencia es que los dos ultimos
compuestos no eran suficientemente permeables en la célula.

Cultivo celular

Se cultivaron macréfagos RAW264.7 (Coleccion Americana de Cultivos Tipo, Rockville, MD) en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, L-glutamina 4 mM, glucosa 4,5 g/l; Gibco n.°41965) complementado con suero
bovino fetal inactivado por calor al 10% (Gibco n.°10270) y bicarbonato de sodio 1,5 g/l (Gibco n.°25080, disolucion
al 7,5%) a 37°C en una atmdsfera humidificada en presencia de CO; al 5%. Se subcultivaron los macréfagos
raspando las células de la placa de cultivo en medio de cultivo DMEM usando un raspador de células y volviéndolas
a sembrar en placa en medio de cultivo nuevo. Se usaron los macréfagos RAW264.7 para experimentos tras
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alcanzar numero de pase 3. Se lavaron las células una vez con solucion salina tamponada con fosfato (D-PBS,
Gibco n.°14040), se retiraron de la placa de cultivo en medio de cultivo DMEM y se centrifugaron a 1.000 rpm a
temperatura ambiente durante 3 minutos. Se resuspendié el sedimento celular en medio de cultivo DMEM vy se
determind el nimero de células. Se sembraron en placa 25 x 10° células sobre una placa de cultivo de 10 cm y se
incubaron durante 48 horas en medio de cultivo DMEM nuevo hasta que alcanzaron aproximadamente el 90% de
confluencia.

A) Obtencion del perfil de compuestos en células vivas

Tratamiento de células con compuesto de prueba

Se lavaron los macréfagos con tampon D-PBS y se afiadié medio de cultivo DMEM nuevo. Se trataron las células
con medio de cultivo DMEM que contenia DMSO al 0,2% (control de vehiculo) o medio de cultivo DMEM con PI-103
10 uM (Calbiochem, numero de catalogo 528100; Knight et al., 2006, Cell 125, 733-747), compuesto 5 10 uM o
compuesto 6 10 uM a lo largo de un periodo de 30 minutos. Se prepararon los compuestos de prueba como
disoluciones madre 20 mM en DMSO y se diluyeron adicionalmente hasta alcanzar la concentracion final de
compuesto 10 uM y DMSO al 0,2% en el medio de cultivo celular.

Preparacion de lisados celulares

Se retird el medio de cultivo, se lavaron células una vez con tampoén D-PBS y se afiadieron 4 ml de tampon D-PBS
enfriado con hielo. Se retiraron los macréfagos raspando suavemente las células y resuspendiéndolas en tampén D-
PBS. Se ftransfirieron las suspensiones celulares a tubos Falcon de 15 ml y se mantuvieron en hielo. Se
centrifugaron las suspensiones de macréfagos a 1500 rpm 4°C durante 3 minutos en una centrifuga Heraeus
Multifuge. Se retird el sobrenadante y se lavaron los sedimentos celulares con tampdn D-PBS frio. Tras una etapa
de centrifugacion adicional, se congelaron rapidamente los sedimentos celulares en nitrégeno liquido. Se
descongelaron las células sobre hielo y se lisaron afiadiendo 120 ul de tampén de lisis 1x (tampén 1x-DP, NP40 al
0,8%). Se transfirieron los lisados a tubos Eppendorf de 1,5 ml y se incubaron durante 30 minutos haciéndolos rotar
a 4°C y luego se centrifugan durante 10 minutos a 13.200 rpm a 4°C. Se transfirieron los sobrenadantes a tubos de
ultracentrifuga y se centrifugaron en un rotor TLA-120.2 a 53.000 rpm (100.000 x g) durante 1 hora a 4°C. Se uso
una alicuota del sobrenadante clarificado para la cuantificacién de proteinas realizando un ensayo de Bradford
(concentrado de colorante Protein Assay de Biorad, numero de catalogo 500-0006). Se congelaron rapidamente las
muestras restantes en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su uso en el ensayo de unién.

Dilucion del lisado celular

Se prepararon lisados celulares tal como se describe a continuacion a partir de macréfagos RAW264.7. Se
descongel6 una alicuota de lisado en un bafio de agua a 37°C y entonces se mantuvo a 4°C. Al lisado se le afiadio
un volumen de tampoén 1x-DP que contenia inhibidor de proteasas (1 comprimido de inhibidor de proteasas disuelto
en 25 ml de tampon 1x-DP o 25 ml de tampdn 1x-DP que contenia NP40 al 0,8%; coctel inhibidor de proteasas de
comprimido libre de EDTA de Roche Diagnostics, niumero de catalogo 41647) de modo que se logréo una
concentracion de NP40 final del 0,8%. Se diluy6é adicionalmente el lisado afiadiendo tampdén 1x-DP que contenia
NP40 al 0,8% e inhibidores de proteinasas de modo que se logré una concentracion de proteina final de 10 mg/ml.

Lavado de la matriz de afinidad

Se lavo la matriz de afinidad tal como se describid en el ejemplo 1 (0,25 ml de volumen de perlas secas) dos veces
con 10 ml de tampdén 1x-DP que contenia NP40 al 0,2% vy finalmente se resuspendié en 5,0 ml de tampén 1x-DP
que contenia NP40 al 0,2% (suspension de perlas al 5%).

Incubacién del lisado celular con la matriz de afinidad

Se dispenso un volumen de 50 ul de lisado diluido (proteina 10 mg/ml) en cada pocillo de una placa filirante de 96
pocillos. Entonces se afiadieron 100 ul de matriz de afinidad (suspension al 5%) por pocillo. Se incubé la placa
durante dos horas a 4°C en un agitador (750 rpm en un Thermomixer, Eppendorf). Se lavd la placa usando un
instrumento colector a vacio (Millipore, MAVM 096 OR). Se lavo cada pocillo dos veces con 220 ul de tampoén 1x-DP
que contenia NP-40 al 0,4%. Para la elucidon de las proteinas, se colocd la placa filirante sobre una placa de
recogida y se afiadieron 20 ul de tampdn de muestra 2x (TrisHCI 100 mM, pH 7,4; SDS al 4%; glicerol al 20%; azul
de bromofenol al 0,0002%) con DTT (concentracion final de 50 mM) a cada placa. Se incubaron las placas durante
30 minutos a temperatura ambiente en un agitador (750 rpm en un Thermomixer, Eppendorf). Posteriormente se
centrifugaron las placas durante cuatro minutos a 1100 rpm (centrifuga Heraeus) y se recogio el eluato en los
pocillos de la placa de recogida.
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Deteccién y cuantificacion de PI3K delta

Se detecto la proteina PI3K delta en los eluatos y se cuantificé colocando en forma de puntos alicuotas sobre una
membrana de nitrocelulosa y deteccidon con un primer anticuerpo dirigido contra PI3K delta y un anticuerpo
secundario marcado fluorescentemente. Se trataron previamente las membranas de nitrocelulosa (BioTrace NT
Nitrocellulose, PALL BTNT30R) con etanol al 20% y posteriormente se lavaron con tampén PBS.

Para la deteccion de PI3K delta, en primer lugar se bloquearon las membranas mediante incubacién con tampdn de
bloqueo Odyssey (LICOR, 927-40000) durante una hora a temperatura ambiente. Entonces se incubaron las
membranas bloqueadas durante 16 horas a 4°C con el primer anticuerpo (anti-PI3Kdelta, anticuerpo policlonal de
conejo de Santa Cruz, nUmero de catalogo sc-7176) que se diluyé 1:800 en tampoén de bloqueo Odyssey que
contenia Tween-20 al 0,2%. Tras lavar la membrana cuatro veces durante siete minutos con tampén PBS que
contenia Tween 20 al 0,1%, se incubd la membrana durante 60 minutos con el anticuerpo de deteccion (de cabra
anti-conejo IRDye™ 800CW de LICOR, numero de catalogo 926-32211) diluido 1:2.500 en tampén de bloqueo
Odyssey que contenia Tween-20 al 0,2% y SDS al 0,02%. Después de eso, se lavo la membrana cuatro veces
durante 5 minutos cada una con tampoén 1x PBS/Tween 20 al 0,1% y una vez durante cinco minutos con tampoén 1x
PBS. La membrana se mantuvo en tampon PBS a 4°C y entonces se explord con el instrumento Odyssey y se
registraron las sefiales y se analizaron segun las instrucciones del fabricante. Se hizo funcionar el sistema de
obtencion de imagenes infrarrojas Odyssey de LI-COR Biosciences (Lincoln, Nebraska, EE.UU.) segun las
instrucciones proporcionadas por el fabricante (Schutz-Geschwendener et al., 2004. Quantitative, two-color Western
blot detection with infrared fluorescence. Publicado en mayo de 2004 por LI-COR Biosciences, www.licor.com).

B) Obtencion del perfil de compuestos en lisados celulares

Preparacion de lisados celulares

Se retird el medio de cultivo, se lavaron las células una vez con tampén D-PBS y se afiadieron 4 ml de tampon D-
PBS enfriado con hielo. Se retiraron los macréfagos raspando suavemente las células y resuspendiéndolas en
tampon D-PBS. Se transfirieron las suspensiones celulares a tubos Falcon de 15 ml y se mantuvieron en hielo. Se
centrifugaron las suspensiones de macréfagos a 1500 rpm 4°C durante 3 minutos en un aparato Heraeus Multifuge.
Se retir6 el sobrenadante y se lavaron los sedimentos celulares con tampon D-PBS frio. Tras una etapa de
centrifugacion adicional, se congelaron rapidamente los sedimentos celulares en nitrégeno liquido. Se
descongelaron las células en hielo y se lisaron afiadiendo 120 pl de tampon de lisis 1x (tampdon 1x-DP, NP40 al
0,8%). Se transfirieron los lisados a tubos Eppendorf de 1,5 ml y se incubaron durante 30 minutos haciéndolos rotar
a 4°C y entonces se centrifugaron durante 10 minutos a 13.200 rpm a 4°C. Se transfirieron los sobrenadantes a
tubos de ultracentrifuga y se centrifugaron en un rotor TLA-120.2 a 53.000 rpm (100.000 x g) durante 1 hora a 4°C.
Se us6 una alicuota del sobrenadante clarificado para la cuantificacion de proteinas realizando un ensayo de
Bradford (concentrado de colorante Protein Assay de Biorad, niumero de catdlogo 500-0006). Se congelaron
rapidamente las muestras restantes en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su uso en el ensayo de
union.

Dilucién del lisado celular

Se prepararon los lisados celulares tal como se describe a continuacion a partir de macréfagos RAW264.7. Se
descongeld una alicuota de lisado en un bafio de agua a 37°C y entonces se mantuvo a 4°C. Al lisado se le afiadio
un volumen de tampon 1x-DP que contenia inhibidor de proteasas (1 comprimido de inhibidor de proteasas disuelto
en 25 ml de tampon 1x-DP o 25 ml de tampdn 1x-DP que contenia NP40 al 0,8%; coctel inhibidor de proteasas de
comprimido libre de EDTA de Roche Diagnostics, numero de catalogo 41647) de modo que se logré una
concentracion de NP40 final del 0,8%. Se diluy6é adicionalmente el lisado afiadiendo tampdn 1x-DP que contenia
NP40 al 0,8% e inhibidores de proteinasas de modo que se logré una concentracion de proteina final de 10 mg/ml.

Lavado de la matriz de afinidad

Se lavé la matriz de afinidad tal como se describié en el ejemplo 1 (0,25 ml de volumen de perlas secas) dos veces
con 10 ml de tampoén 1x-DP que contenia NP40 al 0,2% y finalmente se resuspendié en 5,0 ml de tampon 1x-DP
que contenia NP40 al 0,2% (suspension de perlas al 5%).

Preparacion de los compuestos de prueba

Para el experimento de competicion en el lisado, se prepararon disoluciones madre de los compuestos de prueba en
DMSO correspondientes a una concentracion 50 veces superior en comparacion con la concentracion final en el
ensayo (por ejemplo, se preparé una disolucion madre 500 uM para una concentracion de prueba final de 10 uM).
Este esquema de dilucion dio como resultado una concentraciéon de DMSO final del 2% en el ensayo. Para
experimentos control (sin compuesto de prueba), se usé un tampdn que contenia DMSO al 2% de modo que todas
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las muestras de prueba contenian DMSO al 2%.

Incubacién del lisado celular con el compuesto de prueba y la matriz de afinidad

Se dispenso un volumen de 50 ul de lisado diluido (proteina 10 mg/ml) en cada pocillo de una placa filirante de 96
pocillos. Entonces se afiadieron 3,0 ul de compuesto de prueba diluido en DMSO. Para reacciones control, se
usaron 3,0 ul de DMSO sin compuesto de prueba. Entonces, se afiadieron 100 ul de matriz de afinidad (suspension
al 5%) por pocillo. Se incubd la placa durante dos horas a 4°C en un agitador (750 rpm en un Thermomixer,
Eppendorf). Se lavé la placa usando un instrumento colector a vacio (Millipore, MAVM 096 OR). Se lavé cada pocillo
dos veces con 220 ul de tampdn 1x-DP que contenia NP-40 al 0,4%. Para la elucion de proteinas se coloco la placa
filtrante sobre una placa de recogida y se afiadieron 20 ul de tampén de muestra 2x (TrisHCI 100 mM, pH 7,4; SDS
al 4%; glicerol al 20%; azul bromofenol al 0,0002%) con DTT (concentracién final de 50 mM) a cada pocillo. Se
incubaron las placas durante 30 minutos a temperatura ambiente en un agitador (750 rpm en un Thermomixer,
Eppendorf). Posteriormente, se centrifugaron las placas durante cuatro minutos a 1100 rpm (centrifuga Heraeus) y
se recogio el eluato en los pocillos de la placa de recogida. Se realizé la deteccién y la cuantificacion de PI3K delta
tal como se describi6 anteriormente.

Ejemplo 6: Obtencion del perfil de selectividad de compuestos de interaccion con PI3K usando
espectrometria de masas cuantitativa

Este ejemplo demuestra un ensayo de union competitiva en el que los compuestos de prueba se afaden
directamente a un lisado celular. Se afadieron los compuestos de prueba (en diversas concentraciones) y la matriz
de afinidad (mezcla 1:1 de perlas con el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado y perlas con ligando de fenilmorfolin-
cromeno inmovilizado) a las alicuotas de lisado celular y se dejé que se unieran a las proteinas contenidas en la
muestra de lisado. Tras el tiempo de incubacién, se separaron las perlas con proteinas capturadas del lisado.
Entonces, se eluyeron las proteinas unidas y se midi6 la presencia de cinasas usando espectrometria de masas
cuantitativa basandose en el método ITRAQ. Se determinaron los valores de Clso para la interaccion de tres
compuestos con varias cinasas (figura 9).

Lavado de la matriz de afinidad

Se lavé la matriz de afinidad (mezcla 1:1 de perlas con el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado y perlas con el ligando
de fenilmorfolin-cromeno inmovilizado) dos veces con 15 ml de tampén 1x-DP que contenia NP40 al 0,4% y
entonces se resuspendio en 5,5 ml de tampdn 1x-DP que contenia NP40 al 0,4% (suspension de perlas al 20%).

Preparacion de los compuestos de prueba

Se prepararon disoluciones madre de los compuestos de prueba en DMSO correspondientes a una concentracion
100 veces superior en comparacion con la concentracion de prueba deseada final (por ejemplo, se prepard una
disolucion madre 4 mM para una concentracion de prueba final de 4 uM). Este esquema de diluciéon dio como
resultado una concentraciéon de DMSO final del 1%. Para experimentos control (sin compuesto de prueba), se uso
un tampodn que contenia DMSO al 1% de modo que todas las muestras de prueba contenian DMSO al 1%.

Compuesto CZC00018052: inhibidor de PISBK/mTOR cinasa doble PI-103 (nimero de catalogo de Calbiochem
528100; Knight et al., 2006, Cell 125, 733-747).

Compuesto CZC00015097: Inhibidor de PI3K gamma | (Calbiochem 528106; AS-605240; Camps et al., 2005, Nature
Medicine 11, 936-943).

Dilucion del lisado celular

Se prepararon lisados celulares a partir de células Ramos (nimero de la ATCC CRL-1596) tal como se describi6 en
el ejemplo 2. Para un experimento tipico, se descongeld una alicuota de lisado que contenia 50 mg de proteina en
un bafo de agua a 37°C y entonces se mantuvo a 4°C. Al lisado se le afiadié un volumen de tampon 1x-DP de modo
que se logré una concentracion de NP40 final del 0,4%. Entonces, se afadié 1/50 del volumen final de una
disolucion de inhibidor de proteasa concentrada 50 veces (1 comprimido de inhibidor de proteasas disuelto en 0,5 ml
de tampén 1x-DP que contenia NP40 al 0,4%; cdctel inhibidor de proteasas de comprimido libre de EDTA de Roche
Diagnostics, nimero de catalogo 41647). Se diluyé adicionalmente el lisado afiadiendo tampén 1x-DP que contenia
NP40 al 0,4% de modo que se logré una concentracion de proteina final de 5 mg/ml.

Incubacién del lisado con el compuesto de prueba y la matriz de afinidad

Se dispensé un volumen de 100 pl de lisado diluido en cada pocillo de una placa filtrante de 96 pocillos. Entonces,
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se afadieron 1,5 ul de compuesto de prueba diluido en DMSO. Para las reacciones control, se usaron 1,5 ul de
DMSO sin compuesto de prueba. Entonces, se afadieron 50 ul de matriz de afinidad (suspension al 20%) por
pocillo. Se incubd la placa durante 2 horas a 4°C en un agitador (750 rpm en un Thermomixer, Eppendorf).

Se lavé la placa usando un instrumento colector a vacio (Millipore, MAVM 096 OR). Se lavé cada pocillo 4 veces con
400 pl de tampoén 1x-DP que contenia NP-40 al 0,4% y 2 veces con 400 pul con tampoén 1x-DP que contenia NP-40 al
0,2%.

Para la elucién, se coloco la placa filtrante sobre una placa de recogida y se afiadieron 40 ul de tampon de muestra
2x (TrisHCI 100 mM, pH 6,8; SDS al 4%; glicerol al 20%; azul de bromofenol al 0,02%) con DTT (concentracion final
de 50 mM) a cada pocillo. Se incubaron las placas durante 30 minutos a temperatura ambiente en un agitador (750
rom en un Thermomixer, Eppendorf). Posteriormente, se centrifugaron las placas durante 2 minutos a 1.100 rpm
(centrifuga Heraeus) y se recogio el eluato en los pocillos de la placa de recogida.

Deteccidn y cuantificacion de cinasas mediante espectrometria de masas

Se detectaron las cinasas en el eluato mediante espectrometria de masas tal como se describi6 en el ejemplo 2 y se
realizé el andlisis cuantitativo usando el método ITRAQ tal como se describié previamente (documento WO
2006/134056; Bantscheff et al., 2007. Nature Biotechnology 25, 1035-1044) y se calcularon los valores de Clsy para
la interaccion de cinasas y compuestos individuales (figura 9).

Ejemplo 7: Obtencion del perfil de selectividad de compuestos de interaccion con PI3K usando
inmunodetecciéon multiplexada

Este ejemplo demuestra un ensayo de union competitiva en el que los compuestos de prueba se afaden
directamente a un lisado celular. Se afiadieron los compuestos de prueba (a diversas concentraciones) y la matriz de
afinidad (mezcla 1:1 de perlas con el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado y perlas con ligando de fenilmorfolin-
cromeno inmovilizado) a alicuotas de lisado celular y se dejé que se unieran a las proteinas contenidas en la
muestra de lisado. Tras el tiempo de incubacion, se separaron las perlas con proteinas capturadas del lisado.
Entonces, se eluyeron las proteinas unidas y se detecto la presencia de cinasas y se cuantificé usando un formato
de inmunodeteccidon multiplexada. Se generaron curvas de dosis-respuesta para cinasas individuales y se calcularon
los valores de Clso (figuras 10y 11).

Lavado de la matriz de afinidad

Se lavé la matriz de afinidad (mezcla 1:1 de perlas con el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado y perlas con ligando de
fenilmorfolin-cromeno inmovilizado) dos veces con 15 ml de tampén 1x-DP que contenia NP40 al 0,4% y entonces
se resuspendio en 5,5 ml de tampoén 1x-DP que contenia NP40 al 0,4% (suspension de perlas al 20%).

Preparacion de compuestos de prueba

Se prepararon disoluciones madre de compuestos de prueba en DMSO correspondientes a una concentraciéon 100
veces superior en comparacion con la concentracion de prueba deseada final (por ejemplo, se preparé una
disolucion madre 4 mM para una concentracion de prueba final de 4 uM). Este esquema de diluciéon dio como
resultado una concentracion de DMSO final del 1%. Para experimentos control (sin compuesto de prueba), se usé
un tampoén que contenia DMSO al 1% de modo que todas las muestras de prueba contenian DMSO al 1%.
Compuesto CZC00018052: inhibidor de PI3K/mTOR cinasa doble PI-103 (niumero de catalogo de Calbiochem
528100; Knight et al., 2006, Cell 125, 733-747).

Dilucion del lisado celular

Se prepararon los lisados celulares tal como se describié en el ejemplo 2. Para este experimento, se us6 una mezcla
1:1 de lisados de células Jurkat (nUmero de catalogo de la ATCC TIB-152 Jurkat, cloe E6-1) y Molt-4 (nUmero de
catalogo de la ATCC CRL-1582). Para un experimento tipico, se descongelé una alicuota de lisado que contenia 50
mg de proteina en un bafo de agua a 37°C y entonces se mantuvo a 4°C. Al lisado se le afadié un volumen de
tampon 1xDP de modo que se logré una concentracién de NP40 final del 0,4%. Entonces, se afiadio 1/50 del
volumen final de una disolucién de inhibidor de proteasas concentrada 50 veces (1 comprimido de inhibidor de
proteasas disuelto en 0,5 ml de tampon 1x-DP que contenia NP40 al 0,4%; coctel inhibidor de proteasas de
comprimido libre de EDTA de Roche Diagnostics, nimero de catdlogo 41647). Se diluyé adicionalmente el lisado
afnadiendo tampén 1x-DP que contenia NP40 al 0,4% de modo que se logré una concentracion de proteina final de 5
mg/ml.
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Incubacién del lisado con el compuesto de prueba y la matriz de afinidad

A una placa filtrante de 96 pocillos (Multiscreen Solvinert Filter Plate, Millipore MSRL NO4 10) se le afiadieron: 100 pl
de matriz de afinidad (perlas) por pocillo, 3 ul de disolucién de compuesto y 50 pl de lisado celular. Se sellaron las
placas y se incubaron durante dos horas en una sala fria en un aparato Thermoxer con agitacion (750 rpm).
Después de eso, se lavo la placa dos veces con 220 ul de tampoén de lavado. Entonces se eluyeron las perlas con
20 ul de tampodn de muestra. Se congel6 rapidamente el eluato a -80°C y se almacen6 a -20°C.

Deteccidn y cuantificacion de cinasas eluidas

Se detectaron las cinasas en los eluatos y se cuantificaron mediante un procedimiento de colocacién en forma de
puntos sobre membranas de nitrocelulosa usando un primer anticuerpo dirigido contra la cinasa de interés y un
anticuerpo secundario marcado fluorescentemente (anticuerpos anti-ratén o anti-conejo IRDye™ de Rockland). Se
hizo funcional el sistema de obtencién de imagenes infrarrojas Odyssey de LI-COR Biosciences (Lincoln, Nebraska,
EE:UU.) segun las instrucciones proporcionadas por el fabricante (Schutz-Geschwendener et al., 2004. Quantitative,
two-color Western blot detection with infrared fluorescence. Publicado en mayo de 2004 por LI-COR Biosciences,
www.licor.com).

Tras colocar en forma de puntos los eluatos, en primer lugar se bloque6 la membrana de nitrocelulosa (BioTrace NT,
Millipore n.° 66485) mediante incubacion con tampén de bloqueo Odyssey (LICOR, 927-40000) durante una hora a
temperatura ambiente. Entonces se incubaron las membranas bloqueadas durante 16 horas a 25°C con el primer
anticuerpo que se diluyé en tampoén de bloqueo Odyssey que contenia Tween-20 al 0,2%. Después de eso, se lavo
la membrana cuatro veces durante 7 minutos con tampén PBS que contenia Tween 20 al 0,1%. Entonces se incubd
la membrana durante 60 minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo de deteccion (anticuerpo marcado con
IRDye™ de Rockland) diluido en tampén de bloqueo Odyssey que contenia Tween-20 al 0,2% y SDS al 0,02%.
Después de eso, se lavo la membrana cuatro veces durante 7 minutos cada una con tampén 1x PBS/Tween 20 al
0,1% y una vez durante 5 minutos con tampoén 1x PBS. Se mantuvo la membrana en tampdn PBS a 4°C y entonces
se exploré con el instrumento Odyssey. Se registraron las sefales de fluorescencia y se analizaron segun las
instrucciones del fabricante.

Fuentes de anticuerpos:

Anti-PI3K gamma de ratén (Jena Bioscience ABD-026); anti-PI3K delta (Santa Cruz n.° sc-7176); anti-PI3K alfa (Cell
signaling n.° 4255); anti-DNAPK (Calbiochem n.° NA57); Licor IRDye 800 de raton (926-32210); Licor IRDye 680 de
conejo (926-32221); Licor IRDye 800 de conejo (926-32211); Licor IRDye 680 de ratén (926-32220).

Ejemplo 8: Preparacion de la matriz de afinidad con el ligando de fenilmorfolin-cromeno

Este ejemplo describe la sintesis del ligando de fenilmorfolin-cromeno (8-(4-aminometil-fenil)-2-morfolin-4-il-cromen-
4-ona) (figura 16). Este ligando de captura se inmovilizé sobre un soporte sélido a través de unién covalente usando
un grupo funcional amino y se usé para la captura de proteinas a partir de lisados celulares (véase por ejemplo la
figura 17).

Sintesis de 8-(4-aminometil-fenil)-2-morfolin-4-il-cromen-4-ona
Etapa 1

Se agit6 acido 2,3-dihidroxi-benzoico [A] (25 g, 0,16 mol) (Sigma-Aldrich, n.° de cat 126209) en metanol (125 ml) con
acido sulfarico concentrado (1 ml) y se calento la reaccion a reflujo suave durante la noche. Entonces se concentro y
se repartio el residuo entre acetato de etilo y bicarbonato de sodio acuoso saturado. Se lavé la fase organica con
bicarbonato de sodio acuoso saturado adicional, se secé con sulfato de magnesio, se filtr6 y se concentrd
proporcionando éster metilico del acido 2,3-dihidroxi-benzoico [B]. Rendimiento 15,2 g, 57%.

HPLC (Método B): (M-H") 167; TR = 2,3 min. "H RMN: (CDCI3) 6 10,92 (s, 1H); 7,39 (dd, 1H); 7,13 (dd, 1H); 6,82 (dt,
1H); 3,70 (s, 1H); 3,98 (s, 3H).

Etapa 2

Se disolvid éster metilico del acido 2,3-dihidroxi-benzoico [B] (15 g, 89 mmol) en diclorometano (100 ml) con piridina
(3,6 ml, 44,6 mmol, 0,5 eq.) y DMAP (272 mg, 2,2 mmol, 0,025 eq.) y se enfri6 la reaccion en un bafio de hielo/agua.
Se afiadié anhidrido trifluorometanosulfénico (16,2 ml, 98,2 mmol, 1,1 eq.), se dejo calentar la reaccion hasta
temperatura ambiente y se agité durante la noche. Se diluyé la mezcla de reaccion con diclorometano, se lavo con
acido clorhidrico 1 M (150 ml), se secé con sulfato de sodio, se filtré y se evapord. Se recristalizé el producto en
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acetato de etilo proporcionando éster metilico del acido 2-hidroxi-3-trifluorometanosulfoniloxi-benzoico [C].
Rendimiento de la cosecha 1, 6,5 g, 24%. La recristalizaciéon adicional proporciond una segunda cosecha, 6,8 g,
26%.

'H RMN (CDCl3): § 11,11 (s, 1H); 7,80 (dd, 1H); 7,36 (dd, 1H); 6,86 (t, 1H); 3,93 (s, 3H).
Etapa 3

Se enfrié una disoluciéon de N-acetilmorfolina (1,72 g, 13,3 mmol, 2 eq.) en 30 ml de tetrahidrofurano seco bajo
nitrégeno en un bafio de acetona/hielo seco (-78°C) y se traté con LDA (10 ml, disolucién 2 M en THF, 3 eq.). Se
agité la mezcla de reaccion durante 60 minutos, entonces se anadid éster metilico del acido 2-hidroxi-3-
trifluorometanosulfoniloxi-benzoico [C] (2 g, 6,6 mmol, 1 eq como una disoluciéon en 10 ml de THF seco). Se dejo
calentar la mezcla de reaccion desde -78°C hasta temperatura ambiente y se agité durante la noche. Se diluyo la
reaccion con agua (4 ml) seguido por acido clorhidrico 2 M (40 ml), entonces se extrajo tres veces con
diclorometano. Se combinaron los extractos, se lavaron con salmuera, se secaron con sulfato de magnesio, se
filtraron y se evaporaron. Se purificé el producto bruto mediante cromatografia ultrarrapida eluyendo con acetato de
etilo proporcionando éster 2-hidroxi-3-(3-morfolin-4-il-3-oxo-propionil)-fenilico del acido trifluoro-metanosulfénico [D].
Rendimiento 1,06 g, 40%

'HRMN (CDCls): 6 7,96 (dd, 1H); 7,49 (dd, 1H); 7,00 (t, 1H); 4,14 (s, 2H); 3,65-3,73 (m, 6H), 3,56 (t, 2H).
Etapa 4

Se traté éster 2-hidroxi-3-(3-morfolin-4-il-3-oxo-propionil)-fenilico del acido trifluoro-metanosulfénico [D] (1,06 g, 2,7
mmol) en diclorometano (30 ml) con anhidrido trifluorometanosulfénico y se agité durante la noche a temperatura
ambiente. Entonces se concentrd la mezcla de reaccion, se redisolvié en metanol y se agité durante otras 2 horas.
Se diluyod la disolucion con agua y se basificd hasta pH 8. Entonces se extrajo tres veces con diclorometano. Se
combinaron los extractos, se lavaron con salmuera, se secaron con sulfato de magnesio y se evaporaron dando el
producto bruto como un aceite marrén. La trituracion con éter dio éster 2-morfolin-4-il-4-oxo-4H-cromen-8-ilico del
acido trifluoro-metanosulfonico [E] como un sélido marrén. Rendimiento 210 mg, 20%.

HPLC (método B): TR = 2,8 min. 'H RMN (CDCls): 5 8,16 (dd, 1H); 7,49 (dd, 1H); 7,40 (t, 1H); 5,62 (s, 1H); 3,85 (dd,
4H), 3,60 (dd, 4H).

Etapa 5

Se agitaron éster 2-morfolin-4-il-4-oxo-4H-cromen-8-ilico del acido trifluoro-metanosulfénico [E] (380 mg, 1,0 mmol),
acido 4-(N-Boc-aminometil)fenilborénico (280 mg, 1,1 mmol, 1,1 eq.), carbonato de potasio (275 mg, 2,0 mmol, 2
eq.) y tetrakistrifenilfosfina paladio (0) (60 mg, 0,05 mmol 0,05 eq.) en dioxano (4 ml) y se calentaron hasta 80°C
durante 4 horas. Entonces se filtrd la reaccion enfriada y se concentré el filtrado a vacio. Se purificd el residuo
mediante cromatografia ultrarrapida eluyendo con metanol al 0-3% en diclorometano proporcionando éster terc-
butilico del acido [4-(2-morfolin-4-il-4-oxo-4H-cromen-8-il)-bencil]-carbamico [F]. Rendimiento 238 mg, 54%.

HPLC (Método A): (MH") 437, (MNa®) 459; TR 3,0 min. 'H RMN (CDCls) & 8,17 (dd, 1H); 7,55 (dd, 1H); 7,49 (d, 2H);
7,37-7,42 (m, 3H); 5,51 (s, 1H), 5,00 (sa, 1H), 4,39 (d, 2H); 3,74 (dd, 4H); 3,35 (dd, 4H); 1,48 (s, 9H).

Etapa 6

Se tratd éster terc-butilico del &cido [4-(2-morfolin-4-il-4-oxo-4H-cromen-8-il)-bencil]-carbamico [F] (230 mg, 0,53
mmol), en diclorometano (5 ml) con cloruro de hidrégeno 4 M en dioxano (2 ml). Se agito la reacciéon a temperatura
ambiente durante 3 horas, tiempo durante el cual se forma un precipitado. Se eliminé el disolvente a vacio y se
trituro el residuo con éter. Se recogio el solido resultante mediante filtracion y se sec6 dando 8-(4-aminometil-fenil)-2-
morfolin-4-ilcromen-4-ona [G]. Rendimiento 189 mg, cuantitativo. HPLC (método 18): (MH") 337, (MNa®) 359; TR
1,32 min. (amplio). '"H RMN (DMSO-ds): 5 8,54 (sa, 2H); 7,99 (dd, 1H); 7,68-7,73 (m, 3H); 7,62 (d, 2H); 7,51 (t, 1H);
5,79 (s, 1H); 4,09 (q, 2H); 3,68 (t, 4H); 3,41 (t, 4H)

Tabla 5: Abreviaturas

DCM Diclorometano

DMAP | 4-(dimetilamino)piridina
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(continuacién)

LDA diisopropilamida de litio

MeOH | Metanol

THF Tetrahidrofurano

Se obtuvieron los espectros de RMN en un aparato dpx400 de Bruker. Se llevé a cabo CLEM en un aparato Agilent
1100 usando una columna ZORBAX® SB-C18, 4,6 x 75 mm, 3,5 micrémetros. El flujo en la columna era 1 mi/min. y
los disolventes usados eran agua y acetonitrilo (acido férmico al 0,1%) con un volumen de inyeccion de 10 ul. Las
longitudes de onda eran de 254 y 210 nm. Los métodos se describen a continuacion.

Método | Nombre del método | Nombre del método Velocidad Disolvente Tiempo de
de Easy Access de ChemStation de flujo ejecucion
A Columna corta ANL | SANL_PGM.M 1 ml/min. 0-1,5 min. MeCN al | 5 min.
medio positivo 30-95%
1,5-4,5 min. MeCN al
95%
B Columna corta ANL | SANL_NGM.M 1 ml/min. 0-1,5 min. MeCN al | 5 min.
medio negativo 30-95%

1,5-4,5 min. MeCN al
95%

Inmovilizacién del ligando de fenilmorfolin-cromeno sobre perlas (matriz de afinidad)

Se equilibro la sefarosa 4 Fast Flow activada con NHS (Amersham Biosciences, 17-0906-01) con DMSO anhidro
(dimetilsulfoxido, Fluka, 41648, H20 <= 0,005%). Se colocé 1 ml de perlas sedimentadas en un tubo Falcon de 15
ml, se afiadid disoluciéon madre de compuesto (habitualmente 100 mM en DMF o DMSO) (concentracion final de 0,2-
2 umol/ml de perlas) asi como 15 pl de trietilamina (Sigma, T-0886, 99% de pureza). Se incubaron las perlas a
temperatura ambiente en la oscuridad en un agitador vertical (Roto Shake Genie, Scientific Industries Inc.) durante
16 - 20 horas. Se determina la eficacia de acoplamiento mediante HPLC. Se bloquearon los grupos NHS que no
reaccionaron mediante incubacion con aminoetanol a temperatura ambiente en el agitador vertical durante la noche.
Se lavaron las perlas con 10 ml de DMSO y se almacenaron en isopropanol a -20°C. Se usaron estas perlas como
matriz de afinidad en los ejemplos 2, 3 y 4. Se generaron perlas control (sin ligando inmovilizado) bloqueando los
grupos NHS mediante incubacién con aminoetanol tal como se describié anteriormente.
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REIVINDICACIONES
1. Método para la identificacion de un compuesto de interaccién con PI3K, que comprende las etapas de
a) proporcionar una preparacion de proteinas que contiene PI3K,

b) poner en contacto la preparacién de proteinas con 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o sal de la misma inmovilizada sobre un soporte sélido en
condiciones que permiten la formacion de un complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-
3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K,

¢) incubar el complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-
tiazol-2il]-propionamida - PI3K con un compuesto dado,

d) determinar si el compuesto puede separar PI3K de la 3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida inmovilizada, y

e) determinar si el compuesto puede separar también ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR de la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-
etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil )-4-metil-tiazol-2il]-propionamida inmovilizada.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que la etapa d) incluye la deteccién de PI3K separada o la determinacion
de la cantidad de PI3K separada y/o en el que la etapa e) incluye la deteccion de ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR
separados o la determinacion de la cantidad de ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR separados, preferiblemente, en el que
se detectan PI3K, ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR separados o se determina la cantidad de PI3K, ATM, ATR, DNAPK
y/o mTOR separados mediante métodos de inmunodeteccidon o espectrometria de masas, preferiblemente con un
anticuerpo dirigido contra PI3K, ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR.

3. Método para la identificacion de un compuesto de interaccion con PI3K, que comprende las etapas de
a) proporcionar una preparacion de proteinas que contiene PI3K,

b) poner en contacto la preparacion de proteinas con 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi} -etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o sal de la misma inmovilizada sobre un soporte sélido y con un
compuesto dado en condiciones que permiten la formacién de un complejo de 3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-
etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonilfenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K,

c) detectar el complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-
tiazol-2il]-propionamida - PI3K formado en la etapa b), y

d) detectar si también se ha formado un complejo entre la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-
3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida y ATM, ATR, DNAPK y o mTOR en la etapa b).

4. Método segun la reivindicacién 3, en el que en la etapa c) dicha deteccion se realiza determinando la cantidad del
complejo de  3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-
propionamida - PI3K y/o en el que en la etapa d) se determina la cantidad de un complejo entre la 3-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida y ATM, ATR,
DNAPKy o mTOR.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 6 4, en el que las etapas a) a c) se realizan con varias
preparaciones de proteinas con el fin de someter a prueba diferentes compuestos.

6. Método para la identificacion de un compuesto de interaccion con PI3K, que comprende las etapas de:

a) proporcionar dos alicuotas de una preparacion de proteinas que contiene PI3K,

b) poner en contacto una alicuota con la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-
fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o sal de la misma inmovilizada sobre un soporte sélido en condiciones que
permiten la formacién de un complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-
fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K,

c) poner en contacto la otra alicuota con la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-

metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o sal de la misma inmovilizada sobre un soporte sélido y con un
compuesto dado en condiciones que permiten la formacién de un complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-
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etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonilfenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K,

d) determinar la cantidad del complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K formado en las etapas b) y c), y

e) determinar si también se ha formado un complejo entre la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-
cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida y ATM, ATR, DNAPK y o mTOR en las etapas b) y c).

7. Método para la identificacion de un compuesto de interaccion con PI3K, que comprende las etapas de:
a) proporcionar dos alicuotas que comprenden cada una al menos una célula que contiene PI3K,

b) incubar una alicuota con un compuesto dado,

c) recoger las células de cada alicuota,

d) lisar las células con el fin de obtener preparaciones de proteinas,

e) poner en contacto las preparaciones de proteinas con la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-
cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o sal de la misma inmovilizada sobre un soporte soélido
en condiciones que permiten la formacién de un complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-
cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K, y

f) determinar la cantidad del complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-
fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K formado en cada alicuota en la etapa e), y

g) determinar si también se ha formado un complejo entre la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-
cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida y ATM, ATR, DNAPK y o mTOR en la etapa e).

8. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 6 6 7, en el que una cantidad reducida del complejo de 3-(2-{2-
[2-(2-aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonilfenil)-4-metil-tiazol- 2il]-propionamida - PI3K
formado en la alicuota incubada con el compuesto en comparacion con la alicuota no incubada con el compuesto
indica que PI3K es una diana del compuesto.

9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, en el que se determina la cantidad del complejo de 3-(2-
{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonilfenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K
mediante la separacion PI3K de la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-
4-metil-tiazol-2il]-propionamida inmovilizada y la deteccion posterior de PI3K separada o la determinacion posterior
de la cantidad de PI3K separada.

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9, en el que dicha determinacién de si también se ha
formado un complejo entre 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-
tiazol-2il]-propionamida y ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR se realiza mediante la separacion de dicha proteina de la 3-
(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil )-4-metil-tiazol- 2il]-propionamida
inmovilizada y la deteccion posterior de ATM, ATR, DNAPK y o mTOR separados o la determinacién posterior de la
cantidad de ATM, ATR, DNAPK y o mTOR separados, preferiblemente en el que se detecta dicha proteina o se
determina la cantidad de dicha proteina mediante métodos de inmunodeteccion o espectrometria de masas,
preferiblemente con un anticuerpo dirigido contra dicha proteina.

11. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, realizado como una seleccion de medio o alto
rendimiento, y/o en el que dicho compuesto se selecciona del grupo que consiste en compuestos sintéticos, o
farmacos sintéticos organicos, mas preferiblemente farmacos organicos de molécula pequefia y compuestos de
molécula pequefia naturales.

12. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el compuesto de interaccién con PI3K es un
inhibidor de PI3K, y/o en el que el soporte sdélido se selecciona del grupo que consiste en agarosa, agarosa
modificada, perlas de sefarosa (por ejemplo sefarosa activada con NHS), latex, celulosa y particulas ferro o
ferrimagnéticas, y/o en el que la 3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-
metil-tiazol-2il]-propionamida esta covalentemente acoplada al soporte sdlido.

13. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que la PI3K es PI3K gamma y/o PI3K delta.

14. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que la provisién de una preparacion de proteinas
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incluye las etapas de recoger al menos una célula que contiene PI3K y lisar la célula.
15. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que las etapas de la formacién del complejo de 3-

(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K
se realizan en condiciones esencialmente fisioldgicas.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4

1 MELENYKQPV VLREDNCRRR RRMKPRSAAA SLSSMELIPI EFVLPTSQRK
51  CKSPETALLH VAGHGNVEQM KAQVWLRALE TSVAADFYHR LGPHHFLLLY
101 QKKGQWYEIY DKYQVVQTLD CLRYWKATHR SPGQIHLVQR HPPSEESQAF
151 QRQLTALIGY DVTDVSNVHD DELEFTRRGL VTPRMAEVAS RDPKLYAMHP
201 WVTSKPLPEY LWKKIANNCI FIVIHRSTTS QTIKVSPDDT PGAILQSFFT
251 KMAKKKSLMD IPESQSEQDF VLRVCGRDEY LVGETPIKNF QWVRHCLKNG
301 EEIHVVLDTP PDPALDEVRK EEWPLVDDCT GVTGYHEQLT IHGKDHESVF
351 TVSLWDCDRK FRVKIRGIDI PVLPRNTDLT VFVEANIQHG QQVLCQRRTS
401 PKPFTEEVLW NVWLEFSIKI KDLPKGALLN LQIYCGKAPA LSSKASAESP
451 SSESKGKVQL LYYVNLLLID HRFLLRRGEY VLHMWQISGK GEDQGSFNAD
501 KLTSATNPDK ENSMSISILL DNYCHPIALP KHQPTPDPEG DRVRAEMPNQ
551 LRKQLEAITA TDPLNPLTAE DKELLWHFRY ESLKHPKAYP KLFSSVKWGQ
601 OQEIVAKTYQL LARREVWDQS ALDVGLTMQL LDCNFSDENV RAIAVQKLES
651 LEDDDVLHYL LQLVQAVKFE PYHDSALARF LLKRGLRNKR IGHFLFWFLR
701 SEIAQSRHYQ QRFAVILEAY LRGCGTAMLH DFTQQVQVIE MLQKVTLDIK
751 SLSAEKYDVS SQVISQLKQK LENLQONSQLP ESFRVPYDPG LKAGALAIEK
801 CKVMASKKKP LWLEFKCADP TALSNETIGI IFKHGDDLRQ DMLILQILRI
851 MESIWETESL DLCLLPYGCI STGDKIGMIE IVKDATTIAK IQQSTVGNTG
201 AFKDEVLNHW LKEKSPTEEK FQAAVERFVY SCAGYCVATF VLGIGDRHND
951 NIMITETGNL FHIDFGHILG NYKSFLGINK ERVPFVLTPD FLFVMGTSGK
1001 KTSPHFQKFQ DICVKAYLAL RHHTNLLIIL FSMMLMTGMP QLTSKEDIEY
1051 IRDALTVGKN EEDAKKYFLD QIEVCRDKGW TVQFNWFLHL VLGIKQGEKH

1101 SA
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Figura 5

1 MPPGVDCPME FWTKEENQSV VVDFLLPTGV YLNFPVSRNA NLSTIKQLLW
51 HRAQYEPLFH MLSGPEAYVF TCINQTAEQQ ELEDEQRRLC DVQPFLPVLR
101 LVAREGDRVK KLINSQISLL IGKGLHEFDS LCDPEVNDFR AKMCQFCEEA
151 AARRQQLGWE AWLQYSFPLQ LEPSAQTWGP GTLRLPNRAL LVNVKFEGSE
201 ESFTFQVSTK DVPLALMACA LRKKATVPRQ PLVEQPEDYT LQVNGRHEYL
251 YGSYPLCQFQ YICSCLHSGL TPHLTMVHSS SILAMRDEQS NPAPQVQKPR
301 AKPPPIPAKK PSSVSLWSLE QPFRIELIQG SKVNADERMK LVVQAGLFHG
351 NEMLCKTVSS SEVSVCSEPV WKQRLEFDIN ICDLPRMARL CFALYAVIEK
401 AKKARSTKKK SKKADCPIAW ANLMLFDYKD QLKTGERCLY MWPSVPDEKG
451 ELLNPTGTVR SNPNTDSAAA LLICLPEVAP HPVYYPALEK ILELGRHSEC
501 VHVTEEEQLQ LREILERRGS GELYEHEKDL VWKLRHEVQE HFPEALARLL
551 LVTKWNKHED VAQMLYLLCS WPELPVLSAL ELLDFSFPDC HVGSFAIKSL
601 RKLTDDELFQ YLLQLVQVLK YESYLDCELT KFLLDRALAN RKIGHFLFWH
651 LRSEMHVPSV ALRFGLILEA YCRGRTHHMK VLMKQGEALS KLKALNDFVK
701 LSSQKTPKPQ TKELMHLCMR QEAYLEALSH LQSPLDPSTL LAEVCVEQCT
751 FMDSKMKPLW IMYSNEEAGS GGSVGIIFKN GDDLRQDMLT LOQMIQLMDVL
801 WKQEGLDLRM TPYGCLPTGD RTGLIEVVLR SDTIANTQLN KSNMAATAAF
851 NKDALLNWLK SKNPGEALDR AIEEFTLSCA GYCVATYVLG IGDRHSDNIM
901 IRESGQLFHI DFGHFLGNFK TKFGINRERV PFILTYDFVH VIQQGKTNNS
951 EKFERFRGYC ERAYTILRRH GLLFLHLFAL MRAAGLPELS CSKDIQYLKD
1001 SLALGKTEEE ALKHFRVKFN EALRESWKTK VNWLAHNVSK DNRQ
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Figura 6
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Figura 7A
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Figura 9

DNAPK
FR‘API

PIK3Ca N

PIHECbI_

PIK3C I

PIKECQL-
leczﬂl—

mmcam

PlIK4 Cl:l-.
— T T T T T T T
0.1 02 0.5 1 2 5 10
Cl50
B "
ATM I
I
DNAPK IR
1
FRAFP I
FIKECI:P
Flﬂaccrl_
P|K3C'§|—
Pik4C2E I
|
Flk4Ca I
|
PiK4Ch N
01 02 0.5 1 2 5 10
CIS0
C

ATM I
DNAP K—
FRAP I
PIK.’iCaI
PIFCH I
Plﬁﬂﬂdl_
Pmar::g:i
PIK3R4 I
PIKAC20
PIKAC 2
PlK4 Cb.

T T T L] T L T

01 02 05 1 2 5 10
CI50

46




Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 13 - continuacion
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Figura 14- continuacion
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Figura 15 - continuacion
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Figura 16
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 18 - continuacién
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Figura 19 - continuacion
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Figura 20
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Figura 20 - continuacion
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